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1.0 RESUMEN

Bacillus subtilis es el microorganismo Gram + mas ampliamente estudiado. Sin embargo,
por mucho tiempo se postuld que era un microorganismo estrictamente aerobio y por tanto
existen relativamente pocos estudios en condiciones anaerdbicas e inexistentes en
condiciones controladas en fermentadores. Desde el punto de vista cinético,
estequiométrico y energético no se conoce a detalle como crece y que vias de fermentacién
son activas en presencia de nitrato como aceptor de electrones, asi mismo no se sabe si
esporula o si inicia este proceso en estas condiciones, motivo por el cual se inicio el

presente estudio.

En este trabajo se encontré que Bacillus subtilis crece ineficientemente por fermentacion,
aproximadamente 30 veces menos en comparacion con el crecimiento obtenido en
condiciones aerdbicas con el medio rico ampliamente usado para estudios de esporulacion y
produccion de proteasas (medio Schaeffer) suplementado con glucosa. Sin embargo el

crecimiento es mayor en condiciones anaerobias bajo respiracion de nitratos.

La respiracion de nitratos fue utilizada para caracterizar fisiolégicamente el funcionamiento
y la capacidad de Bacillus subtilis para crecer, esporular y evaluar el nivel de expresion de
la fusion transcripcional del promotor de aprE con lacZ, bajo condiciones anaerobias,
empleando medio Schaeffer-glucosa y cultivos lote y lote alimentado. El promotor de aprE
controla la expresion de la proteasa alcalina conocida como subtilisina y es empleado como
un marcador del inicio del proceso de esporulacion en B. subtilis. La enzima [-
galactosidasa (LacZ) fue utilizada como reportero de este promotor. Se establecieron como
condiciones anaerdbicas, con la ayuda de la medicién en linea del potencial de oxido-
reduccion, el burbujeo de nitrégeno gaseoso por al menos 5 h antes de la inoculaciéon a un
flujo de 100 ml/min y de 500 ml/min durante los cultivos. En estas condiciones se encontré
que el nitrato es convertido en amonio, teniendo como intermediario la reduccién de nitrato
a nitrito. Es decir, se indujeron las actividades de nitrato y nitrito reductasa en condiciones

anaerobicas en presencia de nitrato y glucosa.



Cuando el nitrato se agregoé en diferentes concentraciones, se observaron diferentes perfiles
metabolicos durante la fase de crecimiento. Si el nitrato no es limitante, se observa una
acumulacion de acido acético y acetoina, sugiriendo una limitacién en la generacion de
coenzimas reducidas. Por el contrario, si existe una limitacion de nitrato, teniendo glucosa
en exceso, tanto el acido lactico como el butanodiol son acumulados, sugiriendo un exceso
en la produccion de coenzimas reducidas. La produccién de biomasa se incrementd
conforme se aumenté la concentracién de nitrato, y en comparaciéon con experimentos
control en condiciones aerobias, se detectd una disminucion de tan solo el 32% en la

velocidad de crecimiento.

Bajo condiciones no limitantes de nitrato se observd una velocidad de consumo de glucosa
similar a la obtenida en condiciones aerobias. Los balances de oxido-reduccién, carbono e
hidrogeno indican que los componentes del medio Schaeffer fueron utilizados para la
generacion de células, la glucosa fue catabolizada a productos de fermentacién para la
produccion de energia y las coenzimas reducidas producidas se utilizan en una forma
acoplada a la reduccién del nitrato a amonio. El ciclo de Krebs se mantiene inactivo, debido
a que B. subtilis toma los nutrientes (aminoacidos, vitaminas y micronutrientes) del medio
Schaeffer para el anabolismo y la glucosa es utilizada como fuente de energia. A partir de
la glucosa, la produccién de acido acético suministra casi el 50 % de la energia producida,
la ruta de la acetoina-butanodiol y la reduccion del nitrato a nitrito proporcionan un 25 %

cada una.

El empleo de cultivos alimentados, al través del suministro continuo de glucosa y nitrato,
permiti6 el desarrollo de una fase estacionaria. Aun en estas condiciones, la frecuencia de
esporulacion resulté bastante reducida (menos del 1%), no obstante la produccién de B-
galactosidasa fue similar a la encontrada en cultivos aerobios. Estos hechos indican que en
condiciones anaerobias y respirando nitratos B. subtilis inicia el proceso de esporulacion,

pero no lo completa de manera eficiente.



1.1 ABSTRACT

Bacillus subtilis is the best known Gram + microorganism. However, for a long time it
was belived, it was an strict aerobic microorganism and quite few studies were done on
anaerobic conditios and unavailable under controled (bioreactor) conditions. From a
kinetic, stequeometric and energetic point of view it is not knowm how it grows and what
fermentation pathways are use when nitrate is used as an electron acceptor, also it is not
known if it can sporulate or if at last it can begin the formation of spores under this
conditions, these are the reasons why this study was started.

The growth of Bacillus subtilis under fermentation conditions is very low, about 30 times
less than that observed in aerobic cultures, when a rich medium widely used for studies for
sporulation and protease production (Schaeffer's medium) plus glucose was used. However
growth was incresed in anaerobic conditions under nitrate respiration.

Nitrate respiration was used in order to understand physiologically how Bacillus subtilis
grows, sporulate and determine the expression of the lacZ transcriptional fusion on the
aprE promoter under anaerobic conditions in Schaeffer-glucose medium with batch and
fed-batch cultures. AprE promoter control alcaline protease “subtilisin” expression and is
employed as a marker for the sporulation process initiation in B. subtilis. 3-galactosidase
(LacZ) reporter of the promoter was used to determine the begining of the sporulation
process. Anaerobic conditions were stablished using on line redox measurements, nitrogen
gas was sparged for at least 5 h before inoculation at 100 ml/min flow rate and during the
experiments a 500 ml/min flow rate was employed. Under these conditions, it was found
that nitrate is transformed into ammonia, having nitrite as an intermediary. Nitrate and
nitrite reductases were activated when glucose and nitrate were present in anaerobic
conditions.

When nitrate was added at variable concentrations, differences in metabolic patterns were
observed. If nitrate is not limited, then acetic acid and acetoin were accumulated,
suggesting a limitation on the production of reduced cofactors. Conversely, if nitrate was
limited and glucose was in excess, then lactic acid and butanediol were accumulated

suggesting and excess of reducing cofactors production. Biomass production was boosted
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as nitrate concentration was increased, and in comparison with aerobic cultures, only a 32%
decrease in growth rate was obtained.

Under non-limiting nitrate conditions, glucose uptake rate was as high as that observed
aerobically. Carbon, oxidation/reduction and hydrogen balances showed that the
components of the Schaeffer's medium were used for biomass production and the glucose
was catabolized to fermentation products accumulation in order to obtain energy. Reduced
coenzymes produced are employed for nitrate reduction to ammonia. Krebs cycle remains
nactive because B. subtilis uses the nutrients (aminoacids, vitamins and micronutrients)
necessary for anabolism from Schaeffer's medium and glucose is used as the energy source.
Acetic acid production from glucose supply almost 50 % of energy produced, meanwhile

acetoin-butanediol from glucose and nitrate respiration pathways contribute 25 % each one.

The use of fed-batch cultures, through the continuous addition of glucose and nitrate
allowed the development of a stationary phase. Even in these conditions, sporulation
frequency was very low (less than 1%), however B-galactosidase production was similar to
that found in aerobic cultures. These results show that in anaerobic conditions under nitrate

respiration B. subtilis initiate sporulation process, but can not complete it.
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2.0 INTRODUCCION
Se ha calculado que la vida se originé en la tierra hace aproximadamente 4000 millones de
afos y durante los primero 1000 millones de éstos, el planeta se encontré en condiciones
anaerobias. El oxigeno molecular actualmente es encontrado en cantidades apreciables en
areas que estan en contacto directo con el aire o donde existen organismos que puedan
llevar a cabo fotosintesis oxigénica. Todo el tiempo que la tierra estuvo en condiciones
anaerobicas y la gran cantidad de nichos que se han encontrado en esa condicién, han hecho
que la diversidad actual de organismos con la capacidad de crecer en estos ambientes sea
muy grande. Asi mismo, los microorganismos que se han adaptado a estas condiciones, han
desarrollado a la par una amplia variedad de posibilidades metabdlicas para sobrevivir y

reproducirse en diferentes nichos.

Debido a sus caracteristicas, Bacillus subtilis, microorganismo cuyo habitat natural es el
suelo, se encuentra ampliamente distribuido en la naturaleza. Entre sus principales
caracteristicas se encuentra su capacidad para formar esporas en diversas condiciones de
estrés, crecer en un intervalo amplio de temperaturas (desde 15 hasta 55 °C), presentar
motilidad, aerotaxis y velocidades de crecimiento altas, sobrevivir en concentraciones
salinas (hasta el 7% de NaCl), producir una amplia variedad de antibidticos y enzimas

hidroliticas extracelulares (Nakamura er al., 1999).

Muchos factores fisicos y quimicos influyen en el fenotipo de un microorganismo en un
determinado habitat. Este fenotipo esta controlado por diversos mecanismos que pueden
ser: en el ambito genético por induccion y represion; a nivel enzimatico por activacién o
inhibicion; a nivel catalitico por las propiedades bioquimicas de las enzimas; asi como por
el tipo y concentracion de sustratos y productos en el medio. Entre estos factores, la
concentracion de oxigeno es especialmente importante. Por ejemplo, los organismos
aerobicos presentes en el suelo consumen rapidamente el oxigeno disuelto, de tal forma que
las capas mas internas del suelo son préacticamente anaerobicas. Ademas, muchos

ambientes acudaticos a cierta profundidad, el rumen e intestino de animales, y los
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biodigestores para el tratamiento de aguas, entre otros representan nichos en los cuales

prevalecen condiciones anaerobias.

En base a su capacidad para crecer en presencia o ausencia de oxigeno, los organismos se
dividen en tres grupos (Schmitz er al, 1999): a) aerobios que pueden utilizar otros
aceptores finales de electrones diferentes al oxigeno, tales como el nitrato y el nitrito, entre
otros. El transporte de electrones desde NADH hasta estos aceptores esta acoplado a la

fosforilacion de ADP; b) facultativos; y ¢) anaerobios estrictos.

La solubilidad del oxigeno en el agua es baja. En el equilibrio con aire a 1.013 bar (1
atmoésfera de presion) y 37°C, el agua pura contiene 7 mg/l de oxigeno disuelto, lo cual
equivale a 220 micro-moles en un litro (220 uM). La disponibilidad de oxigeno depende de
su velocidad de transporte, la cual es funcién del gradiente de concentraciéon desde la
interfase (o sitio de mayor concentracién) hasta el sitio de reaccion. En condiciones
limitantes de oxigeno la medicidén de este transporte es dificil de lograr, por lo que se ha
usado a la concentracion en el seno del medio que rodea a las células como un indicio de
una condicidon anaerobia, obviamente estos resultados varian de autor a autor, ya que
finalmente depende de las condiciones experimentales empleadas. Algunos autores
versados en el tema, han definido que la transicion de una condicion aerobia a una de
respiracion anaerobia, medida por el inicio en el incremento de la expresion de genes como
los de la nitrato reductasa respiratoria (narGHLJ), se da a una concentraciéon de oxigeno
alrededor de 22 pM y alcanzan su maxima expresion conforme esta concentracion
disminuye (Tseng ef al., 1996), es decir a un orden de magnitud menor al de saturacién en
las condiciones arriba indicadas. Mediante un estudio de microarreglos recientemente se ha
determinado que, varios cientos de genes son inducidos o reprimidos a diferentes niveles de
expresion en B. subtilis con el cambio gradual hacia condiciones menores en oxigeno (Ye

et al., 2000).

Por mucho tiempo se considero a B. subtilis como un microorganismo aerobio estricto, a
pesar de que se conocia que podia reducir los nitratos (Slepecky y Hemphill 1992), y que

puede crecer en condiciones de limitacién de oxigeno formando productos de fermentacion
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(Moes et al., 1985). Estos tltimos autores encontraron que a concentraciones limitantes de
oxigeno disuelto ligeramente superiores a 3.13uM (0.1 ppm; aproximadamente dos
ordenes de magnitud por debajo del valor de saturacién a 1 atmdstera y 37°C) B. subtilis
excreta acetoina y por abajo de ese valor butanediol. Sin embargo, no fue hasta hace apenas
una década que se comenzaron a hacer estudios, principalmente enfocados a aspectos
genéticos y moleculares en condiciones anaerobias con B. subtilis. (Cruz-Ramos et al.,
1995; Hoffman et al, 1995). Esto fue motivado, en parte, por el hecho de que conforme se
llevaba a cabo la secuenciacion de su ADN, se encontraron genes con similitud a aquellos
de otros microorganismos que pueden vivir en condiciones anaerobias (Presecan et al.,

1997).

Por otro lado, €l ciclo del nitrégeno esta formado por el cambio de su forma elemental y
estable en la atmdsfera, a las formas combinadas encontradas en suelos, aguas y sistemas
bioldgicos y de aqui nuevamente a la atmdsfera. En este devenir del nitrégeno es que los
procesos asimilatorios, respiratorios y des-asimilatorios tienen un equilibrio. El cambio de
electrones se da en el rango de valencia de —3 hasta +5, es decir de ocho electrones. En este
ciclo, prospera una amplia diversidad de organismos, unos oxidan el nitrégeno, otros lo
reducen, a veces lo hacen simultineamente. Antes que el oxigeno existiera en la atmésfera,
ya se encontraban formas combinadas del nitrégeno en la naturaleza y por lo tanto se piensa

que formas de vida anaerdbica existieron primero que la vida aerébica (Richardson, 2000).

El ciclo de vida de B. subtilis, estudiado en el laboratorio, comprende una fase vegetativa
muy similar al crecimiento de otras bacterias, sin embargo bajo condiciones de limitacion
de nutrientes, de densidad de poblacién o de respuesta a condiciones de estrés, se generan
una serie de sefiales que modulan el inicio de la esporulacion (Lazazzera, 2000). Otro
aspecto interesante es que en general no todas las células inician, ni dan lugar a la
formacion de esporas (Grossman, 1995). Parte de la poblacion queda en un estado aun no
estudiado. El primer evento morfolégico del proceso de esporulacién que puede observarse
con el microscopio, es la formacién de un septo asimétrico en uno de los polos de la célula.
Este estadio se observa dos horas después de terminado el crecimiento exponencial (T2).

Esta etapa se conoce también como estado de transicion. Otra caracteristica importante de
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esta fase es que la sintesis de las proteasas extracelulares, incluyendo a la proteasa alcalina
denominada subtilisina (AprE), y otras enzimas hidroliticas se encuentran a su maximo.
Como se mencioné anteriormente, las investigaciones tendientes a entender los
mecanismos moleculares que permiten el crecimiento de B. subtilis en condiciones
anaerobias de fermentacion y de respiracion de nitratos se han iniciado en los tltimos afios.
Sin embargo, dado que estos estudios han sido enfocados desde un punto de vista genético,

existen aun muchas preguntas sin contestar tales como:

¢Cual es el rendimiento de células que se obtienen a partir de una cantidad determinada de
fuente de carbono y nitrato?

¢ Cual es la velocidad de crecimiento?

(Que productos del metabolismo se secretan al medio?

¢Cual es el nivel de esporulacion bajo estas condiciones?

. Se inicia el proceso de esporulacién?

¢Qué valor alcanza la velocidad de consumo de sustrato?

¢ Por qué se ha reportado que B. subtilis no crece fermentando?

Etc.

Las respuestas a estas preguntas son el objetivo del presente proyecto.

Para este propésito se utilizé nitrato como aceptor final de electrones y glucosa como
fuente de poder reductor, permitiendo evaluar la cinética de crecimiento de B. subtilis en
condiciones anaerdbicas y la produccion de metabolitos en condiciones controladas en
fermentador de 1 litro. Asi mismo la expresion del gen aprE se utilizé como uno de los

eventos que marcan el inicio del proceso de esporulacion.
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3.0 HIPOTESIS
Bacillus subtilis es un microorganismo autéctono del suelo quien ha logrado permanecer en
el gracias a sus propiedades metabdlicas. Este microorganismo por lo tanto debe ser capaz

de crecer, producir enzimas hidroliticas y esporular en condiciones anaerobias.
4.0 OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GENERAL
Estudiar como es que se lleva a cabo la cinética del metabolismo, la esporulacién y la
expresion del gen aprE de B. subtilis bajo condiciones anaerobias en reactores por lote y

lote alimentado.
4.2 OBJETIVOS PARTICULARES.

Evaluar la esporulacién, parametros cinéticos del metabolismo y evaluar el nivel de
expresion del gen aprE, por medio de una fusion transcripcional con el gen reportero lacZ
en condiciones de fermentacion de la glucosa y comparar con aquellos observados en
condiciones aerobias.

Evaluar la esporulacion, parametros cinéticos del metabolismo y expresion del gen aprE en
condiciones de respiracién de nitratos y utilizando a la glucosa como fuente del poder
reductor.

Estudiar la cinética de los cambios en el metabolismo al variar la proporcion
glucosa/nitrato y su efecto sobre la esporulacién y expresion del gen aprE en cultivos por
lote.

Estudiar la cinética de crecimiento y su efecto sobre la esporulacién y expresion del gen
aprE en cultivos alimentados, utilizando la informacion generada en el inciso anterior.
Evaluar la expresion del gen aprE en condiciones de respiracion de nitratos empleando una
cepa que se ha modificado con la finalidad de aumentar dicha expresion en las mejores

condiciones estudiadas.
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5.0 ANTECEDENTES

5.1 CARACTERISTICAS GENERALES DE Bacillus subtilis.
B. subtilis es un microorganismo autéctono del suelo que a diferencia de Escherichia coli,
prospera en la naturaleza, donde se encuentra ampliamente distribuido en muy diversos
habitas y los cuales ha colonizado eficientemente debido a sus cualidades, entre las cuales
podemos mencionar; el tener un programa genético que le permite formar esporas, crecer
en un amplio rango de temperaturas, la capacidad de moverse, mostrar velocidades de
crecimiento altas, producir enzimas hidroliticas extracelulares y una variedad de
antibiéticos. Es una de las 40 especies reconocidas del género Bacillus, su identificacion es
sencilla: forma esporas termoresistentes, es catalasa y Voges-Proskauer positivo, su
crecimiento en agar anaerdbico (agar nutritivo) es negativo y la hidrolisis del almidén es
positiva (Slepecky y Hemphill, 1992). Se ha propuesto una subdivision sobre la base de
diferencias en la composicién quimica de la pared celular, su distribucion geogréfica y a la
frecuencia de transformacién homo y heterogamica. B. subtilis subsp. subtilis subsp. nov.
(NRRL NRS-744, ATCC 6051, cepa Marburg) y B. subtilis subsp. spizizenii subsp. nov.
(NRRL B-23049), las cepas derivadas de la 168 y otras similares se agrupan junto con la
especie tipo en el primer grupo y las derivadas de la cepa W23 y relacionadas en el
segundo. La cepa 168 es ampliamente usada en la academia y en la industria para la
obtencién de productos comerciales (Ferrari, et al.,1993), ademas esta cepa es competente
natural, es decir que en ciertas condiciones incorpora ADN foraneo de manera natural
(Anagnostopoulos y Spizizen, 1960), lo cual facilita la manipulacién genética, las
estrategias de biologia molecular con esta cepa y fue utilizada para secuenciar €l genoma de
B. subtilis (Kunst et al., 1997). Por tanto en el presente trabajo se trabajo con una cepa
derivada de la 168. Estos microorganismos son bacilos moéviles, células individuales o en
pequeas cadenas, temperatura de crecimiento de 15 a 55 °C, reducen el nitrato a nitrito, e
hidrolizan almidon y caseina (Nakamura, ef al., 1999). En medios complejos con glucosa o

nitrato se observa un crecimiento anaerdbico restringido (Sneath, 1986).
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5.2 CONSIDERACIONES METABOLICAS DURANTE EL CRECIMIENTO DE

B. subtilis.
Durante el crecimiento de B. subtilis en glucosa, sin limitacién de oxigeno, se produce
acido acético como subproducto. Esto sucede como respuesta a un exceso en el flujo de
entrada de glucosa y por tanto a un incremento en el flujo glicolitico a acido piravico, el
cual la c€lula es incapaz de utilizar en su totalidad para biosintesis en el ciclo de Krebs
(Phalakomkule, et al., 2000; Blencke, et al., 2003). Este fendmeno ocurre cuando existe
glucosa en el medio en concentraciones suficientes para controlar, por medio de la proteina
CcpA (proteina de control catabdlica), regiones reguladoras CRE (elementos de respuesta
catabolicos) en los promotores de algunos genes entre los cuales estan ackA y pta (acetato
cinasa y fosfotransacetilasa) de la via de produccion de acido acético e incluyendo también
algunos genes de las rutas del catabolismo de la glucosa (Prescan-Siedel et al., 1999). En
estudios empleando modelos de flujos metabolicos desarrollados para la cepa 168 de B.
subtilis, se encontr6 que en cultivo continuo limitado por glucosa, el flujo de carbono
(milimoles de carbono/gceuia-h) al través de la ruta de los acidos tricarboxilicos (TCA) y la
sintesis de las enzimas que componen el ciclo, se incrementa conforme aumenta la
velocidad de crecimiento, siendo drasticamente reprimidas solamente a velocidades de
crecimiento muy altas como las que se observan en el crecimiento por lote (0.6 h') y
conforme la concentracion de glucosa se incrementa (Goel et al., 1993). La proteina CcpA
también esta involucrada en la fuerte represion que ocurre en casi todos los genes

necesarios para el ciclo de Krebs (Tobisch, et al., 1999).

Estudios del TCA en B. subtilis, utilizando glucosa-piruvato y nitrato en medio complejo y
en condiciones anaerobias, han mostrado una drastica disminucion en la actividad de varias
enzimas del ciclo (Nakano er al., 1998). Como alternativa metabdlica se produce acido
acético, con la ventaja adicional de generar un ATP por cada molécula de acetato formada
(Nakano et al., 1998, Cruz-Ramos ef al., 2000). En E. coli en condiciones anaerobias y con
glucosa, el TCA es transformado a una forma no ciclica, consistiendo de una rama
oxidativa y otra reductiva, cuyo fin es proveer de los intermediarios necesarios para la

biosintesis de proteinas (Prohl, ez al., 1998).
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Por medio de la velocidad de crecimiento, de balances estequiométricos, de consumo de
glucosa y la acumulacion de los metabolitos formados en condiciones anaerobias, es
posible calcular las velocidades especificas (flujo metabdlico) y el porcentaje de la fuente
de carbono que es catabolizada por la glicolisis y el ciclo de las pentosas, este
procedimiento fue inicialmente propuesto por Papoutsakis y Meyer (1985). Haciendo uso
de esta metodologia, Bulthuis er al. (1991) cultivando a Bacillus licheniformis en
condiciones anaerdbicas, por lotes o en continuo, encontraron que hasta un 52 % de la

glucosa es metabolizada por la via de pentosas.

5.3 ESPORULACION Y PRODUCCION DE ENZIMAS HIDROLITICAS.
B. subtilis presenta un control temporal al terminar el crecimiento exponencial, lo que le
permite llevar a cabo una serie de cambios tanto estructurales como metabdlicos que
culminan con la formacién de esporas. La secuencia de eventos morfoldgicos que culminan
con la formacion de una espora libre, consta de siete estadios y se muestra en la figura 4.3.1
(Grossman, 1995). Cuando se utiliza el medio de cultivo Schaeffer, la formacion de una
espora tarda de 8 a 10 horas. El estadio cero se inicia con una respuesta al agotamiento de
nutrientes y a la produccion de péptidos que sensan y responden a una alta concentracion
celular (Schneider et al., 2002). En el estadio II se producen enzimas hidroliticas, como las
proteasas y amilasas, y termina con la formacién de un septo en un polo de la célula, en el
estadio siguiente(IIl) ocurre el engullimiento de la preespora, del IV al VII formacién de la
corteza, formacion de la cubierta, maduracion y lisis (Errington, 1993). La duracién de cada
etapa es de aproximadamente de una hora (Stragier, 1991, Errington, 1993). Durante esta
serie de eventos se forman dentro de un mismo cuerpo dos células; la célula madre y la
preespora, las cuales mantienen una comunicacion para poder en conjunto y de una forma
metabdlica ordenada, formar la espora. La transicion de un estado al otro es gobernada por
seis proteinas reguladoras llamadas factores sigma, que se unen a la ARN polimerasa y
determina que promotores se reconoceran. Estos factores son: el factor sigma que ocurre
durante el crecimiento vegetativo, 64 y cinco factores que se activan en cascada durante la
esporulacion, llamados oy, oF, O, 6 y ok (Stragier, 1991, Losick y Stragier, 1992, Kroos
y Cutting, 1994). En el estadio cero y debido a las sefiales antes mencionadas se activa, via

fosforilacion, el regulador transcripcional codificado en SpoOA. El mecanismo por el cual
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SpoOA es fosforilado involucra una transferencia secuencial de fosfato inorganico al través
de una serie de reacciones conocidas como sistema “FOSFORRELEVADOR?”. Al través de
oa, SpoOA se produce durante el crecimiento vegetativo en bajas concentraciones, sin
embargo al tiempo To oy (producto de SpoOH) amplifica la sefial para incrementar la
produccion de SpoOA y otros genes como SpoOF y KinA. El fosforrelevador consiste
basicamente de cuatro reacciones; inicialmente en respuesta a una sefial , KinA se
autofosforila y el resto del fosforrelevador consiste de tres reacciones subsecuentes en que
se transfiere el fosfato, primero de KinA-P a SpoOF para producir SpoOF-P, de este a
SpoB para producir SpoB-P y finalmente de este a SpoOA para producir SpoOA-P. El gen
KinB es otro gen de por lo menos tres que codifican para una proteina con actividad similar
a KinA. Ademas existen tres fosfatasas que inhiben la actividad del fosforrelevador; la
fosfatasa SpoOE es especifica para SpoOA-P, la RapA lo es para SpoOF-P al igual que
RapB y sus funciones pudieran ser prolongar el estado de transiciéon y asi acumular
suficiente SpoOA vy estimular etapas posteriores o bien inhibir la acumulacién de SpoA-P y
contribuir a la inactivacién del fosforrelevador en etapas posteriores del proceso de
esporulacion . AbrB es un gen que participa en la regulacién de una variedad de procesos
que estan asociados con el final de la fase exponencial de crecimiento y principalmente
inhibe esta expresion. SpoOA-P es el producto final del fosforrelevador y el mas
importante ya que activa y reprime la transcripcion de muchos genes asociados a la

esporulacion, incluyéndose el mismo (Sonenshein, 2000).
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Figura 4.3.1 Proceso de esporulacion en B. subtilis.

Se sabe que la sintesis de diversas enzimas catabdlicas en B. subtilis estan sujetas a
represién metabolica por glucosa, como son la sintesis de enzimas hidroliticas
extracelulares, y las del ciclo de Krebs (Tobisch et al., 1999; Jin et al., 1997). El proceso de
formacién de esporas también es reprimido por glucosa (Schaeffer er al, 1965). La
transcripcién de las enzimas del ciclo de Krebs se induce durante la esporulacién
(Grossman, 1995) y son requeridas ya que permiten obtener la energia necesaria y los

intermediarios esenciales para la esporulacion, (Ireton et al., 1995; Jin y Sonenstein, 1994).

Las enzimas extracelulares le sirven a B. subtilis para degradar y utilizar otros sustratos que
puedan existir en su habitat. Las proteasas forman parte de estas enzimas, las mayoritarias
son la proteasa alcalina denominada subtilisina (AprE) y la proteasa neutra (NprE).
Estudios sobre su regulacién transcripcional sugieren que se lleva a cabo a través de la
accion concertada de multiples elementos de control, como son las proteinas AbrB, Hpr,

DegU/DegS y SinR, entre otras. (Jan, 2000; Ferrari et al., 1993).
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5.4 SISTEMAS ANAEROBIOS Y SU CLASIFICACION.
El oxigeno es el aceptor de electrones mas utilizado en la naturaleza, sin embargo y debido
a su poca solubilidad en medios acuosos se agota facilmente y el ambiente tiende a volverse
anaerobio. Una vez que el oxigeno se ha consumido, una serie de procesos de oxidacion
anaerobica sigue en secuencia. Dicha secuencia esta influenciada por la presencia de
diversos aceptores finales de electrones. Después de la desaparicion del oxigeno, sigue la

reduccion de nitratos, la reduccion de sulfatos y la formacién de metano.

Aparte del oxigeno, otras formas de respiracion involucran al Fe(IIl), U(VI), Cr(VI),
Mn(VI), Co(Ill), (TcIll), entre otros (Lovly y Coates, 2000). Se ha propuesto una
clasificacion de los ambientes, estos son 6xicos a una concentraciéon de oxigeno mayor de

10" molar y andxicos a una concentracion menor de este valor (Zehnder y Stumm, 1988).

Los organismos anerobias se dividen en (Schmitz et al., 1999):

1.- Organismos aerobios que pueden utilizar otros aceptores finales de electrones diferente
al oxigeno, tales como el nitrato y el nitrito. De forma analoga a la cadena respiratoria en
presencia de oxigeno, el trasporte de electrones desde el NADH a estos aceptores esta
acoplado a la fosforilacién oxidativa

2.- Organismos facultativos, crecen como aerobios en presencia de oxigeno y en su
ausencia llevan a cabo procesos fermentativos. Las enterobacterias son representantes de
este grupo.

3.- Anaerobios estrictos, no tienen cadena respiratoria y el oxigeno generalmente les es

toxico.

5.4.1 Sistemas fermentativos. Fermentacion acido-mixta y butanodiol
Se define como fermentacion al proceso que se da cuando el sustrato es catabolizado y
algtin intermediario de la ruta sirve a su vez como aceptor del poder reductor producido,
dando como producto final una nueva molécula y energia en forma de ATP producido por
fosforilacion a nivel de sustrato (Bock y Sawers 1996). Las enterobacterias, levaduras,

bacterias lacticas y muchos otros microorganismos pueden fermentar azucares como la
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glucosa o la lactosa, incluso parcialmente en presencia de oxigeno (Jansen et al., 1984;

Zeng y Dekwer, 1996).

Los productos acumulados durante a fermentacion acido-mixta con enterobacterias son:
etanol, acido acético, acido lactico, acido férmico, acido succinico, CO; e hidrégeno. Estos
productos se generan a partir de varias rutas metabdlicas que tienen como precursor al
acido pirtivico (Figura 4.4.1). La via del butanodiol se presenta en microorganismos de los
géneros Klesiella, Serratia y Bacillus, entre otros. Se lleva a cabo en tres reacciones a partir
del acido piruvico, teniendo como intermediarios al acetolactato y la acetoina (Figura

442).

Los diversos productos de estas vias forzosamente deben lograr un balance redox (Bock y
Sawers, 1996). Esta reportado que cuando hay limitacién de oxigeno, B. subtilis lleva a
cabo la fermentacion 4cido mixta y formacién de butanodiol a partir de acido pinivico, el
cual es convertido por la piruvato deshidrogenasa en acetilCoA (Nakano et al.,, 1997). El
crecimiento de B. subtilis cuando fermenta glucosa es muy poco, y se ha encontrado que se
incrementa la capacidad fermentativa y el crecimiento cuando se adicionan
simultineamente piruvato y glucosa, obteniéndose etanol, butanodiol, acetoina, lactato y
acetato (Nakano er al., 1997). Clements, et al. (2002) postulan que en dichas condiciones el

acido piruvico posiblemente es utilizado como un aceptor de electrones.
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Figura 4.4.1 Fermentacion acido mixta en Escherichia coli.



Figura 4.4.2 Fermentacion butanodiol.
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5.5 SISTEMAS RESPIRATORIOS
La respiracion del oxigeno es un proceso fundamental para la vida de animales y plantas.
La reduccion del oxigeno, entre todos los aceptores finales de electrones, tiene la mayor
diferencia de potencial redox (Gennis y Stewat, 1996). La energia liberada en estas
reacciones, sirve para translocar protones al través de la membrana celular y formar ATP.
En los microorganismos y a diferentes condiciones de cultivo la cifra de deshidrogenasas y
oxidasas terminales cambia, esto hace que el numero de protones translocados y la
eficiencia energética de la respiracion cambie. Cuando no existe oxigeno en cantidad
suficiente otros aceptores finales de electrones como el nitrato y el fosfato son susceptibles
de emplearse, requiriéndose de enzimas especificas para llevar a cabo este proceso, las
cuales pueden estar acopladas a la cadena respiratoria (Richardson, 1999).
5.5.1 Cadena respiratoria

La cadena respiratoria esta constituida por una agrupacion de proteinas en la membrana
citoplasmatica y/o mitocondrial, las cuales translocan protones provenientes del
catabolismo y transfieren la energia de coenzimas reducidas, en forma escalonada, hacia un
aceptor final de electrones, el cual es reducido, reciclando de esta forma las coenzimas. Los
protones translocados son empleados en reacciones bioquimicas (p. Ej. transporte de

sustratos y productos) y en la generacion de energia en forma de ATP.

El inicio de la serie de reacciones en la cadena respiratoria es funcion del compuesto que va
a servir de donador de electrones, por ejemplo NADH, intermediarios del ciclo de Krebs,
etc., después continuan aquellas en las que se utilizan compuestos tales como citocromos,
coenzima Q, etc., los cuales son usados para transportar los electrones, hasta finalmente
llegar a la oxidasa terminal. La cadena respiratoria mejor estudiada de bacterias es la de E.
coli. Tiene dos NADH-deshidrogenasas codificadas en los genes nuoA-N 'y ndh y dos
oxidasas terminales para el oxigeno codificadas en cyoABCD y cydAB,; el uso preferencial
de cada una de estas proteinas, la cantidad de protones translocados al través- de la
membrana y por lo tanto la eficiencia en la generacion de ATP estd regulada por la
transferencia del oxigeno y no por la concentracion de éste (Alexeeva et al., 2002). La
deshidrogenasa NuoA-N es una verdadera bomba de protones que transloca dos protones

por electrén, mientras que la deshidrogenasa Ndh no transloca protones. En condiciones
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limitantes de oxigeno, la deshidrogenasa NuoA-N es producida principalmente, mientras
que en condiciones no limitantes de oxigeno, la deshidrogenasa mayoritaria es Ndh. En las
oxidasas terminales se translocan 2 y 1 protones por electron para la oxidasa CyoABCD y
CydAB, respectivamente (Unden y Bongaerts, 1997). La oxidasa CydAB tiene una mayor
afinidad por el oxigeno y menor eficiencia energética ya que transloca solo un protén por
electrén transferido, mientras que la oxidasa CyoABCD transloca dos protones por
electron. La eficiencia de la cadena respiratoria pareciera mayor en condiciones de
limitacion de oxigeno (P/O=2; se forman dos moléculas de ATP en la ATPasa por cada
atomo de oxigeno que se reduce en la cadena respiratoria), que en condiciones sin
limitaciones (P/O=1 1/3), sin embargo hay que tomar en cuenta que el ciclo de Krebs
generador de coenzimas reducidas es regulado por la disponibilidad de oxigeno y el
piruvato proveniente del catabolismo es desviado a la acumulacién de productos de
fermentacion, por lo que esta disminucion del funcionamiento del ciclo de Krebs es lo que

hace que la eficiencia respiratoria global sea menor.

La disponibilidad de oxigeno tiene un papel fundamental en la regulacién de la expresion
de las diversas oxidasas terminales y en el proceso de fermentacion acido-mixta. Durante el
crecimiento aerobico, las bacterias consumen rapidamente el oxigeno en las oxidasas
terminales que se encuentran en la cara interna de la membrana celular. Un calculo hecho
por Arras et al., muestra que el paso del oxigeno al través de la membrana por difusién es
lo suficientemente rapido para que pueda llegar hasta la cadena respiratoria a una cantidad
en el medio menor de un micromol (Arras ef al, 1998), lo cual indica que el oxigeno es
capaz de llegar al sitio de reaccién a concentraciones extracelulares muy bajas. La respuesta
en el metabolismo a concentraciones bajas de oxigeno es funcién de la presencia de otros
aceptores de electrones como el nitrato, dimetilsulfoxido, etc. (Tseng, er al, 1996).
Estudios en los que se han hecho mediciones de oxigeno disuelto han mostrado que la
respiracion con oxigeno, respiracion anaerobia y fermentacion funcionan a concentraciones
mayores de 5 micromolar, menores de 5 micromolar y menores de 1 micromolar de
oxigeno, respectivamente (Unden et al., 2002). Por lo tanto, la formacion de las enzimas

que intervienen tanto en la respiraciéon anaerobia como en la fermentacién tienen que
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inducirse primero en funcién de la concentracion de oxigeno y del estado de oxido

reduccion del medio.

En B. subtilis la estructura de la cadena respiratoria es compleja (Fig. 4.5.1), diversas
deshidrogenasas transfieren electrones desde los sustratos a las menaquinonas (Azarkina et
al., 1999) y de estas contintian dos ramas, una con quinol oxidasa y la otra con citocromo
oxidasa como acarreadores de los electrones. Existen cuatro oxidasas terminales que son; el
citocromo caas, el citocromo aas, el citocromo bd y una molécula aun no identificada
YthAB que aparece en los datos del genoma secuenciado (Winstedt y von Wachenfeldt,
2000). En medio de cultivo complejo y en condiciones aerobias una de las quinol oxidasas
terminales, ya sea la citocromo oxidasa aa; o la citocromo bd, son esenciales para el
crecimiento aerdbico, siendo la aa; la oxidasa mas importante en el crecimiento. Mientras
que en la fase estacionaria y para la formacién de esporas se requiere ya sea de la rama
citocromo oxidasa con el citocromo caa; o de la citocromo oxidasa aa;, las cuales funcionan
como bombas de protones (Winstedt y von Wachenfeldt, 2000). En la fase estacionaria la
proporcién observada de protones bombeados fue de 1.2 H'/e” y cuando se adiciono cianuro
que es un inhibidor del citocromo aaj;, el valor disminuyo a 0.9, demostrando que el
citocromo bd no es una bomba de protones, por lo tanto la proporcion ATP/O maxima es de
1 1/3 en condiciones aerobias. Este valor es igual al observado en el crecimiento de E. coli
sin limitacion de oxigeno. En condiciones de respiracion de nitrato la relacion ATP/O
debiera ser la misma debido a que la nitrato reductasa respiratoria debe funcionar como una

bomba de protones, tal y como sucede en E. coli (Unden et al., 2002).
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Figura 4.5.1 Cadena respiratoria de B. subtilis.
Las lineas punteadas representan vias tentativas.

5.6 DESNITRIFICACION
La desnitrificacion es un proceso por el cual el nitrato es transformado, en una serie de
reacciones, en oxidos de nitrogeno y finalmente en nitrégeno molecular, también incluye el
proceso de conversion de nitrato a nitrito y posteriormente a amonio. Muchas de las
enzimas que intervienen en este proceso se encuentran asociadas a la cadena respiratoria y
son capaces de utilizarse en el bombeo de protones, ayudando a la conservacion de energia
(Ferguson, 1998). Diversos grupos de microorganismos pueden desnitrificar, mecanismo
que se ha estudiado principalmente en bacterias Gram negativas, sin embargo algunas
bacterias Gram positivas lo llevan a cabo, incluidas diversas especies del género Bacillus
(Shapleigh, 1999), arqueas y hongos (Zumft, 1997). La primera reaccion es la reduccion del
nitrato a nitrito, catalizada por la nitrato reductasa, de la cual se conocen en bacterias tres

clases de proteinas diferentes:
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1.- La nitrato reductasa asimilatoria, la cual es utilizada con fines biosintéticos en
condiciones aerobias y es reprimida por amonio. En B. subtilis esta proteina esta codificada

en los genes nasBC (Nakano y Zuber, 1998).

2.- La nitrato reductasa respiratoria, que es inducida a su maxima expresion en condiciones
anaerobias y en presencia de nitrato (Stewart et al., 2002), es una enzima oligomérica la
cual se encuentra codificadas en el operon NarGHIJ, esta unida a la membrana y participa
en la generacion del gradiente de protones, el sitio activo esta localizado en la cara
citoplasmatica de la membrana, no es reprimida por amonio, pero si por oxigeno
(Richardson et al., 2001). En la secuenciacion del genoma de B. subtilis se encontré un
operdn policistronico narGHIJ, el cual guarda una alta conservacion, en la secuencia de los
aminoacidos, con la nitrato reductasa de E. coli, principalmente con NarGH (Hoffmann et
al., 1995). En E. coli, existe una segunda nitrato reductasa unida a membrana codificada en
el operon narZYWV, que se expresa a niveles cripticos y que funciona en la transicion de

condiciones aerobias a anaerobias (Blasco, et al., 2001).

3.- Por ultimo, la nitrato reductasa Nap, se encuentra codificadas en el operdn
NapFDAGHBC, la unién de esta proteina a la membrana es mas débil que la de Nar, se
encuentra en el espacio periplasmico, su papel es posiblemente reciclar un exceso de poder
reductor o en condiciones limitantes de nitrato funcionar a expensas de la generacion de un
gradiente de protones debido a su menor valor de Km (Richardson, 2000). Recientemente
se ha postulado que, en E. coli algunas proteinas del operén desempefian actividades para la

generacion de energia (Brondijk ez al., 2002).

5.6.1 Reduccion anaerobia del nitrito a amonio.
E. coli y otros microorganismos reducen el nitrato a nitrito y este a su vez es reducido a
amonio (Cole y Brown, 1980). Este proceso se lleva a cabo en condiciones anaerobias y no
debe de confundirse con la asimilacion aerdbica del nitrato y con la nitrificacién que es el
proceso opuesto en condiciones aerobias, ver Fig.5.6.1. E. coli tiene dos reductasas de
nitrito. La primera es una proteina denominada Nir, codificada en el operén nirBCD, es

soluble y utiliza como donador de electrones al NADH, su maxima expresion se encuentra
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a concentraciones no limitantes de nitrato. La otra enzima, NrfA, es una enzima
membranal, codificada en el operdn nrfABCDEFG, que utiliza formato como agente
reductor y es capaz de llevar a cabo la generacién de un gradiente de protones, su expresion

maxima se encuentra bajo condiciones de limitacion de nitrato (Wang y Gunsalus, 1999).

En condiciones anaerobias y en presencia de nitrato, E. coli reduce el flujo de carbono al
ciclo de Krebs para usarlo exclusivamente con fines biosintéticos, las coenzimas reducidas
generadas se utilizan en la conversién del nitrato a amonio y en este proceso se obtiene
energia por el bombeo de protones en la cadena respiratoria con la deshidrogenasa NuoA-N
y con la nitrato reductasa para obtener 2 moles de ATP por mol de nitrato convertido a
amonio (Richardson et al., 2001). En B. subtilis el nitrito producido por la nitrato reductasa
es convertido en amonio por la nitrito reductasa asimilatoria NasDE, la cual es una enzima
que se encuentra localizada en el citoplasma (Nakano y Zuber, 1998). Las evidencias
experimentales sugieren que en condiciones de respiracion de nitratos B. subtilis solo puede
producir 4/3 de ATP por nitrato convertido en nitrito o en amonio, este es igual al que se
tiene en condiciones aerobias ya que la deshidrogenasa que transporta los electrones a las
menaquinonas no bombea protones, solo ocurre en la reduccién del nitrato a nitrito por la

nitrato reductasa o en la reduccion del oxigeno en las oxidasas terminales caa; y aa;.
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Fig 5.6.1 Reacciones que ocurren en la reduccion de nitrato a amonio. Nar es la enzima
nitrato reductasa y Nir nitrito reductasa.

5.7 CONTROL DEL METABOLISMO ANAEROBIO
El cambio de una condicién aerébica a una anaerdbica se da en forma gradual. El
determinar la disponibilidad de algin aceptor final de electrones o en su ausencia utilizar la
fermentacion, el poder desplazarse a otros sitios con condiciones mas favorables son
aspectos que requieren de un adecuado sistema de control que permita responder

rapidamente a las células con respecto al metabolismo necesario para funcionar.

5.7.1 En Escherichia coli
En E. coli se han encontrado diversas moléculas que intervienen en el control genético del
cambio del metabolismo aerobio a anaerobio, entre ellas resalta la proteina Fnr, que se
considera la llave maestra que controla la actividad de muchos de los genes que se

requieren en condiciones anaerdbicas (Spiro y Guest, 1987). Primero; se ha propuesto que
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FNR detecta el estado redox por medio de una caja [4Fe-4S] por subunidad en la cual
participan cuatro cisteinas, de las cuales tres se encuentran en el extremo N terminal.
Segundo; una secuencia de residuos en el dominio central interacciona con la RNA
polimerasa. Tercero; tiene un dominio que posiblemente este involucrado en el proceso de
dimerizacion de unidades, que es la forma en que es activa. Y cuarto; en el extremo
carbono terminal tiene una secuencia de aminoéacidos que le permite interactuar con su sitio
de unién con el DNA en la regién promotora y que tiene una secuencia consenso TTGAT-
N4s-ATCAA (la caja FNR) (Baker et al., 1998). En presencia de oxigeno, la caja cibica
[4Fe-4S])*, que es sumamente 1abil a este, es convertida a la forma cuadrada planar [2Fe-
2S]*", esto inactiva a la proteina, ya que pierde su capacidad de interactuar con la caja FNR.
Si la presencia de oxigeno se prolonga, la caja [2Fe-2S]*" resulta destruida, quedando
solamente la apoproteina (Bauer ef al., 1999).

Otro sistema de proteinas que interviene, ArcB-ArcA, es un sistema de dos componentes,
los cuales modulan la expresion de diversos genes y operones a cambios en el estado redox
del medio (Georgellis er al, 2001). ArcB es una cinasa membranal y el elemento
quimiorreceptor, mientras la proteina ArcA es el actuador de la respuesta, el cual modula la
expresion de diversos genes y operones a cambios en el estado redox del medio. Bajo
condiciones anaerdbicas, la cinasa ArcB se autofosforila y transfiere el fosfato a ArcA, el
cual es un regulador transcripcional que controla numerosos genes del metabolismo
respiratorio y fermentativo. La forma oxidada de los acarreadores quinonas en la cadena
respiratoria actiia como una sefial directa que inhibe la autofosforilacion de ArcB durante la
presencia ilimitada de oxigeno. De esta forma el sistema Arc transduce la sefial desde la
membrana hasta la expresion genética (Georgellis ef al., 2001). ArcB es una proteina que
tiene un dominio PAS, mddulos receptores y transmisores y un dominio transfosforilasa
que tiene histidina (Hpt). Los dominios PAS son importantes en la sefalizacién ya que
detectan la presencia de luz, redox, oxigeno y niveles de energia entre otros, son regiones
que contienen de 100 a 120 aminoacidos, ejemplos de estas proteinas son: KinA, del
sistema fosforrelevador del proceso de esporulaciéon, FixL, que regula la expresion
anaerobica de los genes Nif en Rhizobium y el propio ArcB (Bauer et al., 1999). Se

considera a este sistema como el regulador del metabolismo aerobio.
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La expresion genética respiratoria también es regulada por el nitrato y el nitrito, que
después del oxigeno son los aceptores de electrones preferidos. El control es ejercido por
medio de dos moléculas quimiorreceptoras, que son NarX y NarQ, las cuales transmiten el
mensaje al través de dos actuadores transcripcionales NarL y NarP, que reconocen un sitio
concenso TACYYMT (Y=C o T, M=A o C) en los genes que controlan. El patrén de
expresion es induccién de NarGHIJ, NirB, NapF, etc. y represion del operon frd, que
codifica para la fumarato reductasa (Darwin et al., 1998). Estudios hechos en quimiostato
han mostrado que el nitrato es un inductor de por lo menos dos ordenes de magnitud mas
fuerte que el nitrito para nirB y nrfA4, igualmente es mas potente inductor para NarG. La
nitrito reductasa nrf4 se supone tiene un papel fisiolégico solo cuando la concentracion de
nitrato o nitrito es limitante (menor de 1 y 2 mM para nitrato y nitrito
respectivamente)(Wang y Gunsalus, 2000). La respuesta fenotipica de las células es
ajustada sobre un rango de sefializacion dependiendo de la accesibilidad de aceptores
alternos. Asi parece haber un balance entre el consumo de nitrato que se convierte a nitrito,
pudiendo este ultimo alcanzar una concentracion téxica o ser convertido inmediatamente a
amonio intracelularmente y excretado al medio de cultivo por difusion (Soupenev et al.,
1998; Meir-Wagner et al., 2001).

Cuando no existe la posibilidad de utilizar un aceptor final de electrones, E. coli tiene que
convertir el piruvato en productos de fermentacién (fermentacion acido mixta) y reciclar las
coenzimas producidas en glicolisis excretando los productos acumulados. El 4cido piravico
es convertido a acetilCoA aerdbicamente al través del complejo piruvato deshidrogenasa,
con la produccion de un coenzima reducida, mientras que en condiciones anaerdbicas el
piruvato es convertido en una molécula de acido formico y una molécula de acetilCoA, por
la piruvato-formato liasa, sin que se produzcan coenzimas reducidas. En la respiracién
anaerobia del nitrato y fumarato, la piruvato deshidrogenasa se encuentra activa al igual que
la piruvato formato liasa y se sospecha que la actividad de ambas enzimas esta regulada por
el estado de oxido reduccién que se tenga en el medio (De Graef et al.,1999). Cambiando
las condiciones de oxido reduccién se ha observado un cambio en los patrones de
fermentacion que indican una modificacién en los flujos metabdlicos, estabilidad y/o

actividad de las enzimas de las diversas rutas (Riondet ez al., 2000).
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La piruvato formato liasa esta sujeta a un control metabdlico complejo y es inducida su
sintesis al través de FNR y ArcA en condiciones anaerobias. A pH acido el formato
producido es convertido en hidrégeno y CO, El formato producido subsecuentemente y a
pH acido es convertido en hidrégeno y CO, por la enzima formato-hidrogeno liasa. La
acetilCoA puede convertirse en etanol con el gasto de dos coenzimas reducidas con la
enzima alcohol deshidrogenasa, o puede transformarse en acido acético en dos reacciones
subsecuentes mediado primero por la piruvato transacetilasa, el acetilfosfato generado es
convertido en acético y una molécula de ATP por la acetato cinasa. El balance redox de
estas reacciones es ajustado de acuerdo al sustrato que se este fermentando, en presencia de
glucosa se favoreceria la equimolaridad de los dos compuestos. Otra posibilidad en el
destino del piruvico es la produccién de acido lactico por medio de la lactato
deshidrogenasa, cabe mencionar que mutantes en el gen que la codifica, no presentan una
defecto en su crecimiento anaerobio, por lo que se especula que se ha conservado
simplemente por dar mas flexibilidad metabdlica a E. coli y a que en su excrecion se
translocan protones (Brock y Sawers, 1993). El papel de la proporcion de concentraciones
NADH/NAD en elicitar el gen adhE se ha demostrado usando fusiones de este con el gen
reportero LacZ, bloqueando la cadena respiratoria aerébicamente y limitando la sintesis de

NAD anaerobicamente (Leonardo et al., 1996).
5.7.2 En Bacillus subtilis.

En B. subtilis se ha observado que muchos genes se inducen o se reprimen en el cambio de
condiciones aerdbicas a anaerdbicas (Ye et al., 2000). Se ha encontrado que la regulacién
se lleva a cabo por proteinas como es el caso de Fnr de B. subtilis, la cual es muy semejante
a aquella de E. coli. Sin embargo el mecanismo de control es diferente, ya que es
positivamente regulada en respuesta a una baja concentracién de oxigeno. Fnr activa varios
genes entre los cuales estan narGHILJ, narK, nirC, IctEP y alsSD (nitrato reductasa,
transportador de nitrito, formacién de lactato y acetoina respectivamente) (Cruz-Ramos et
al., 1995; Marino et al., 2001). Los genes fir y narK estan estructuralmente situados en un
operén policistronico hacia arriba del operon narGHIJ en un locus denominado nar, que

también incluye el gen arfM y el marco de lectura abierto ywiC. FNR de B. subtilis tiene
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una similitud del 20 y 24 % de residuos idénticos con FNR y Cap de E. coli.(Ramos e al.,
1995). La regulacién transcripcional de fur (fnr-narK)es ejercida en dos sitios, una
dependiente de FNR en el promotor del operén junto con narK y la otra mediada por resD
y resE en el promotor interno. resD-resE son dos genes que codifican para proteinas que
tienen similitud a los sistemas de dos componentes y que son requeridos para la activacion
transcripcional de fnr en condiciones de limitacion de oxigeno (Nakano et al., 1996). La
funcién de ResD esta directamente relacionada a funciones respiratorias (Sun ez al., 1996).
La fermentacion lactica(/ctE) en B. subtilis es activada por resD-resE, fnr y arfM (Nakano
et al., 1997, Cruz et al 2000; Marino et al., 2001) y su expresion es significativamente
reducida en presencia de nitrato. arfM es otro regulador en la cascada de reacciones que
regulan el metabolismo anaerobio y que ejerce control sobre la expresion de lctEP y alsSD,
su expresion es regulada a su vez por FNR. La formacion de algunas de las enzimas del
ciclo de Krebs en condiciones de respiracion de nitratos se encuentran reprimidas y otras
solo parcialmente, este control no es ejercido por Fnr, ResD-ResE y tampoco involucra a
CepA y CepB (Nakano, et al., 1998).

La regulacion de la nitrito reductasa ha sido muy controvertida ya que se han usado
diferentes cepas (168, derivadas y JH642) y condiciones en su estudio. Hoffman, e al.
(1998) mostraron que la cepa JH642 es capaz de crecer anaerobicamente con nitrito como
aceptor final de electrones, sin embargo no mostraron una dependencia de FNR para la
expresion de la nitrito reductasa. Cuando usaron nitrato, ellos reportan que inmediatamente
a la aparicion de nitrito por la accién de la nitrato reductasa, se inicia la conversién a
amonio por la nitrito reductasa. Nakano ez al. (1998) también mostraron que la cepa JH642
podia crecer en condiciones anaerdbicas en presencia de nitrito. Clements et al. (2002) no
observaron crecimiento de una cepa derivada de la 168 en condiciones anaerobias

utilizando nitrito.
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6.0 MATERIALES Y METODOS

6.1 DETERMINACION DE BIOMASA.
Esta determinacién se hizo tomando la densidad 6ptica de los cultivos a 600 nanémetros y
comparando contra una curva de calibraciéon de peso seco de B. subtilis. Para la
determinacion del peso seco se tomaron alicuotas de cultivos a diversas edades y se pasaron
al través de membranas de filtracion con un tamarfio de poro de 0.22 micras, previamente
secas y taradas. Se utilizé el peso promedio de duplicados de cada muestra, las cuales
previamente se secaron en estufa a 90 °C hasta obtener un peso constante. Con los datos
obtenidos se encontré un valor de conversion de biomasa a densidad o6ptica de 0.35 g/l por

unidad de densidad optica (r* = 0.99).

6.2 CEPA, MEDIOS DE CULTIVO Y PREPARACION DE INOCULOS.
En la mayoria de los experimentos reportados en este trabajo, se uso la cepa de B. subrilis
BSR6 (AnprE, Aamy, hisA, glyB, aprE::lacZ, Cm"; Jan et al., 2000). BSR6 es una derivada
de la cepa 168 y tiene una fusion transcripcional aprE-lacZ integrada en el locus amyE de
B. subtilis (amyE::pTTGACA cat). En algunos experimentos se utilizé una cepa modificada
de BSR6, la JJ1, en la cual a diferencia de BSRI se le cambiaron cuatro bases de la caja -
35 de aprE y obtener la secuencia TTGACA. Las cepa se mantuvo en crioviales
conteniendo glicerol al 12 % y congelados a una temperatura de —70 °C, provenientes de
cultivos jovenes de una densidad optica de 1.0 crecidos en medio de cultivo liquido Luria
(5 g de extracto de levadura, 10 g de triptona y 10 g de NaCl por litro). Para los estudios en
fermentadores se utilizé el medio Schaeffer (Schaeffer et al., 1965; conteniendo por litro: 8
g de caldo nutritivo, 1 g de KCI, 0.12 g de MgSO4.7H20, 0.1 milimoles de MnCly; 1
milimol de Na,SO; y 0.001 milimoles de FeSOs; a pH 7). A este medio se le afnadi6
glucosa, nitrato o ambos segtin se describe en la seccién de resultados. Para la preparacion
de indculos, se tomd una asada de un tubo de conservacion congelado y se transfirié a un

criovial de ensayo conteniendo 3 mililitros de caldo Luria. Después de 12 horas de
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incubacion, un mililitro se transfirié a su vez a un matraz Erlenmeyer de 125 ml
conteniendo 25 ml de caldo Luria y se dejé crecer en una agitadora hasta alcanzar una
densidad optica de 1.0 (aproximadamente 2 h) y se empled una porcién de estas células

para inocular los fermentadores. Tanto el tubo como el matraz se incubaron a 37°C y 300

pm.

6.3 ESTUDIOS EN FERMENTADORES.
Los cultivos tanto aerobios como anaerobios fueron iniciados con un inéculo del 2 % en un
fermentador (Multigen, New Brunswick Scientific, Co., N.J.), provisto con cuatro
mamparas, un impulsor de turbina tipo Rushton, con un volumen de operacién de un litro y
operado a una temperatura de 37°C y 500 rpm. El pH se controlé automaticamente a 7.0
mediante la adicion de NaOH 0.5 M o 0.35 M H3PO; segun fuera necesario. El oxigeno
disuelto se midié empleando un electrodo polarografico (Ingold). La espuma se controld
mediante la adicién manual de una solucién de aceite de silicon grado alimenticio al 0.5%
(Dow Corning). En los cultivos aerobios se uso un flujo constante de aire de 1 v.v.m. y

nunca se observo una disminucién por debajo del 20 % de oxigeno disuelto.

El potencial de oxido-reduccién se midié empleando un electrodo redox (Ingold), el cual se
calibré usando el procedimiento recomendado por el fabricante y que consiste en utilizar
dos estandares de potencial conocido y que fueron de +220 y +468 mV(Ingold, 1982), esto
se hizo al iniciar las cinéticas. Se tuvo especial cuidado de limpiar el electrodo después de
cada estudio a fin de evitar el deposito de proteina sobre la membrana del sensor. Para los
cultivos anaerobios y con la finalidad de tenmer una condicion inicial estandar de
anaerobiosis, se inicid un burbujeo en el fermentador de 100 ml/min de nitrégeno gaseoso 5
horas antes de la inoculacién y de 500 ml/min durante el cultivo. La lectura en el
fermentador se ajust6 a un valor inicial de cero milivolts ya que se observé una diferencia

de hasta 30 mV ( de -70 hasta -100 mV) en la lectura inicial.

Los andlisis de bioxido de carbono y oxigeno fueron llevados a cabo a la salida del
fermentador utilizando un espectrometro de masas. Para su calibracion se us6 un estandar

de concentracion conocida de CO, y el contenido del 21% de oxigeno del aire. La
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produccién de CO, y el consumo de oxigeno se hicieron determinando la velocidad
produccion de bioxido de carbono (CER) y la velocidad de consumo de oxigeno (OUR), lo

cual se logro utilizando un balance de masa en el fermentador.

6.4 FERMENTACIONES ALIMENTADAS.
Como se muestra en los resultados, para poder lograr una fase estacionaria sin lisis celular,
fue necesario suministrar tanto al aceptor final de electrones (nitrato), como la fuente de
carbono (glucosa) una vez terminada la fase de crecimiento exponencial. Los cultivos
alimentados se iniciaron por lote a una concentracion de glucosa y nitrato de 22 mM y 16
mM respectivamente (relaciéon molar glucosa / nitrato de 1.4). La alimentacién se inici6
antes de que la glucosa y el nitrato se terminaran (una concentracion de glucosa arriba de 1
g/l). La solucién de alimentacion contenia una concentracion de glucosa de 0.46 M y de

nitrato de 0.336 M y se adiciono a un flujo de 0.24 ml/min.

6.5 DETERMINACION DE GLUCOSA Y PRODUCTOS DE FERMENTACION.
Las muestras obtenidas de las fermentaciones se centrifugaron, se separo el sobrenadante,
el cual se congeld hasta su analisis. La glucosa se midié con una analizador enzimatico
(Ektachem DT60 II multiple analyzer, Kodak, Rochester, NY). El acetato, lactato, acetoina,
succinato y butanodiol fueron analizadas por HPLC. Se utiliz6 para la separacién la
columna Aminex HPX-87H (300x7.8 mm, Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA) a 60°C y
usando una solucion de H,SO4 5.0 mM como fase moévil (0.5 ml/min). Los compuestos
fueron determinados por medio de un detector de indice de refraccion Waters 410 (Waters,
Millipore Co., Milford, MA). Se elaboraron curvas de calibracion de cada uno de ellos en
un rango de concentracion de 0.1 a 1.0 g/l. El tiempo de elusion fue de 16.43 minutos para
el succinico, seguido del lactico a los 17.12, acético a los 20.18, acetoina a los 23.77 y por
ultimo el butanodiol a los 25.3. El medio de cultivo Schaeffer tuvo en promedio una
concentracion inicial de 4cido lactico de 0.45 g/l, por lo cual la determinacién inicial de

acido lactico se substrajo de las mediciones.
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6.6 DETERMINACION DE NITRATO Y NITRITO.
El nitrato y el nitrito se determinaron utilizando tiras reactivas Merkoquant. Estas se
utilizaron de acuerdo a las instrucciones del proveedor y se introdujeron en un
refractometro RQ flex (Merk, Darmstdt, Germany). Para el nitrato la curva de calibracion

se hizo en un rango de 5 a 250 mg/1, mientras que la de nitrito, en el rango de 5 a 20 mg/1.

La muestra a analizar sé centrifugd y se utilizd el sobrenadante para la determinacién
usando el mismo medio Schaeffer como diluyente en caso de ser necesario, esto se hizo al
mismo tiempo de realizada la fermentacién. La calibracion se verificé mediante la reaccidn
del mismo medio sin inocular (estandar) y se efectud en diversas ocasiones dependiendo

del uso, ya que el equipo funciona con pilas y hay un desajuste con la vida de éstas.

6.7 CUANTIFICACION DE ESPORAS Y ACTIVIDAD B-GALACTOSIDASA.
La determinacion de esporas se realizd tomando una muestra del cultivo a analizar y
afiadiéndola a un tubo Eppendorf de 500 pl el cual a su vez se coloca en un bafio a una
temperatura de 80 °C, durante 10 minutos. Inmediatamente después se hacen diluciones
decimales y se siembran alicuotas de estas en cajas de Petri con medio Luria (10 microlitros
y cuadriplicados de cada dilucién). Las cajas se incubaron a 37 °C hasta la aparicién de

colonias pequefias que permitieran la enumeracion.

La expresion del gen aprE fue llevada a cabo usando el gen reportero lacZ y la actividad B-
galactosidasa se determin6 tomando una muestra del cultivo, la cual se centrifugé a 12,000
rpm durante 3 minutos, descartando el sobrenadante y congelando el paquete celular hasta
su andlisis. El procedimiento es el descrito por Martinez (1997), y el cual consiste en
permeabilizar las células y utilizar un sustrato que al ser hidrolizado por la enzima origina
un producto croméforo que se puede detectar en el espectrofotdmetro. Una unidad de
actividad enzimatica se define como la cantidad de enzima que hidroliza 1 nmol de

ONPG/min a 28°C, y se reporté como Unidades por mg de biomasa seca.
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7.0 RESULTADOS Y DISCUSION

7.1 UTILIZACION DEL ELECTRODO DE OXIDO-REDUCCION EN LOS

CULTIVOS ANAEROBIOS DE B. subtilis.
Una forma sencilla de establecer condiciones anaerobias es simplemente llenar los matraces
con medio de cultivo, burbujear un gas inerte, por ejemplo nitréogeno gaseoso durante 15
minutos y sellarlos después de la inoculacion. Los primeros experimentos llevados a cabo
en este trabajo bajo estas condiciones, tanto en matraz como en fermentador, mostraron
gran variacion en la duracion de la fase de adaptacion e incluso la induccion de la enzima
nitrito reductasa (acumulaciéon de nitrito, sin su conversion a amonio), lo cual
probablemente se debi6 a la presencia de cantidades residuales y variables de oxigeno, lo
que influye en la induccion y represién de genes y la cantidad de energia necesaria para
biosintesis de enzimas requeridas en condiciones anaerébicas. Los electrodos de oxigeno
disuelto, del tipo polarogrifico, no pueden utilizarse para delimitar una condicién de
ausencia de oxigeno o de muy baja concentracion, debido a que presentan limitaciones en
la sensibilidad de sus mediciones por debajo del 1% o 0.07 ppm a 37°C (Ingold, 1982). El
oxigeno es el elemento que mas influye en el valor del potencial redox cuando esta
presente, su disminucion tiene como consecuencia que el valor redox sea propiedad de la
naturaleza fisicoquimica de las sustancias presentes en la solucion, pequefias cantidades de
oxigeno hacen que el valor redox cambie a valores positivos y de una forma inmediata (un
oxidante fuerte). Para poder tener una condicién estandar de anacrobiosis, se decidi6
utilizar un sensor redox para determinar el nivel del potencial de oxido-reduccion en el
medio durante el transcurso de los cultivos anaerobios(Wimpenny, 1969). Como se muestra
en la figura 7.1.1 al burbujear N, al fermentador conteniendo tinicamente medio de cultivo,
en respuesta al desplazamiento que ocurre de sustancias oxidadas (oxigeno), el potencial
redox decrece a una velocidad alta (aprox. 70 mV/h) durante la primera hora, sin embargo
durante las horas subsecuentes la dindmica de recambio se reduce y se obtiene una lectura
estable después de cinco horas (se establece un equilibrio entre el gas que se burbujea y los
componentes (concentracién) del medio. Se determiné el tiempo de respuesta del electrodo
redox, es decir el tiempo que requiere el sensor y la respuesta que se detecté por medio del

amplificador para pasar de un valor de potencial redox a otro diferente usando estandares
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de referencia con valores conocidos (+220 y +468 mV). El tiempo de respuesta fue de
menos de 1 minuto, indicando que la dinamica mostrada en la figura 7.1.1 depende
principalmente del desplazamiento de las sustancias oxidadas (oxigeno). Este fenémeno
muestra que, en las condiciones usadas en este trabajo, son necesarias al menos 5 horas

para obtener una lectura estable con el electrodo redox al pasar de una condicién aerobia a

una anaerobia.
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Figura 7.1.1 Evolucion del potencial oxido-reduccion en medio Schaeffer-Glucosa al
burbujear nitrogeno gaseoso a un flujo de 100 ml/min.
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Figura 7.1.2 Adaptacion de B. subtilis a diferentes formas de establecer la condicion
anaerdbica inicial. Burbujear nitrégeno por 40 minutos (triangulos llenos
biomasa y vacios redox) y 5 horas (circulos llenos biomasa y vacios redox).
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Por lo expuesto en el parrafo anterior se decidid estandarizar este procedimiento en todos
los cultivos anaerébicos llevados a cabo en esta tesis, es decir burbujear por 5 horas N, a un
flujo de 100 ml/min y para asegurar una condicion anaerdbica durante el transcurso de los
cultivos el N se burbujeé a 500 ml/min. No obstante el procedimiento implementado, los
valores de redox después de las cinco horas iniciales de burbujeo y antes de la inoculacién
mostraron una variacion de 40 mV (-60 a -100 mV), esto es normal y ha sido mostrado con
anterioridad (Hwang y Sinskey 1991), por lo cual se decidi6 ajustar arbitrariamente el valor
de potencial redox, después de burbujerar N, por 5 horas y antes de inocular, a un valor de
referencia de 0 mV, de manera que en los resultados se presentan los valores del cambio

que hubo durante los cultivos respecto a este valor de referencia.

Para corroborar el efecto que tiene el burbujeo de N3, durante el tiempo estipulado en el
parrafo anterior, sobre la adaptacion de B. subtilis a la condicion “anaerdbica”, se llevaron a
cabo dos cinéticas de crecimiento, en una de ellas previamente se burbujeo N, durante 40
minutos y en la otra durante 5 h y se usé el electrodo redox para verificar el potencial de
oxido reducciéon. Al parecer una concentracion remanente de oxigeno permite el
crecimiento y adaptacion inmediata de los microorganismos cuando se burbujeé N, por 40
minutos (Figura 7.1.2). En cambio cuando se burbujeé N; por 5 h (100 ml/min) antes de la
inoculacién y a 500 ml/min durante el cultivo, se obtuvo una fase de adaptaciéon de B.
subtilis de siete horas a esta condicion, para después crecer a una velocidad similar a la
obtenida en la otra condicién (0.82 vs 0.83 h', respectivamente). También puede
observarse que la lectura redox se reduce ligeramente como respuesta a la inoculacién, se
mantiene constante durante la fase de adaptacion y se reduce de manera proporcional a la
concentracién de células generadas durante la fase de crecimiento. Este mismo

comportamiento se observo en todos los cultivos anaerobios llevados a cabo en este trabajo.

Se ha observado que la transferencia de un inoculo de B. subtilis de condiciones aerobias a
anaerobias provoca que la fase de adaptacién del cultivo tenga una duracién impredecible.
Esto se debe a que el oxigeno es muy poco soluble en agua (7-9 mg/litro a saturacion), y
para poder eliminarlo del sistema por burbujeo de nitrégeno, se requiere de mucho tiempo,

dependiendo de la forma en que esto se efectué. Hoffman, et al., (1995) usaron después de
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la esterilizaciéon una atmdsfera de nitrégeno libre de oxigeno y como indicador de
anaerobiosis a la resazurina (la cual no presenta color al bajar el potencial por debajo de -
110 mV; Breznak y Costilow, 1994), esto se hizo con la finalidad de tener en sus
experimentos la certeza de una condicion anaerébica. Ellos observaron que la fase de
retardo tuvo una duracién de entre 24 y 36 horas y que la presencia de pequefias cantidades
residuales de oxigeno son suficientes para generar condiciones microaerofilicas resultando
en un crecimiento inmediato de B. subtilis, por lo que es importante establecer

adecuadamente las condiciones de anaerobiosis.

La condicién inicial de anaerobiosis establecida en nuestro trabajo resulto buena, ya que la
fase de adaptacién tuvo en promedio una duracién de 5.75 = 2.3 horas (2-8.5) en los
experimentos con nitrato y glucosa. Una diferencia con el trabajo de Hoffman, er al. (1995)
radica en que nosotros empleamos nitrégeno comercial, el cual contiene aproximadamente
100 partes por millén de oxigeno (el aire tiene 210,000 partes por millén). Al parecer esa
pequefiisima concentracion ocasiond que no se obtuvieran fases de retardo tan extensas y
variables como las observadas por ellos. La tnica fase de adaptacién mas larga (15 horas)
fue para una cinética en medio Schaeffer con solo nitrato (ver seccién 6.3). Se encontré una
proporcionalidad entre la disminucion en el valor redox respecto al incremento en la
concentraciéon de biomasa, sin embargo cuando B. subtilis deja de crecer o se lisa (ver

resultados en la seccién 7.3 y 7.4) el cambio del redox sigue patrones dificiles de explicar.

7.1.1 APORTACIONES.
Se encontré que el empleo de un electrodo de oxido-reduccion resulta adecuado para
establecer una condicién anaerobia estandar inicial, que permite conocer la duracién
aproximada de la fase de retardo. Se pudo determinar una proporcionalidad entre la

formacion de biomasa y el cambio en el valor redox.
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7.2 CRECIMIENTO AEROBICO Y ANAEROBICO DE B. subrilis EN EL

MEDIO DE CULTIVO SCHAEFFER Y SCHAEFFER-GLUCOSA.
Con la finalidad de comparar el efecto de la adicién de glucosa se efectuaron cinéticas de
crecimiento tanto en condiciones aerobias como anaerobias de B. subtilis en el medio de
cultivo Schaeffer sin (Fig. 7.2.1) y con glucosa (Fig. 7.2.2). La velocidad de crecimiento
méxima medida en condiciones aerobias y sin glucosa fue de 1.41 h™' mientras que la
concentracion de biomasa alcanzada al principio de la fase estacionaria fue de 0.88 g/l, el
unico producto de fermentacién detectado fue el acido acético (0.28 g/l), el cual
eventualmente se consumié durante la fase estacionaria. La velocidad de produccion de
CO, incrementd proporcionalmente con el aumento de biomasa, se mantuvo
aproximadamente constante durante la etapa de consumo de acético, para finalmente
reducirse a un valor basal durante la fase estacionaria. La sintesis de P-galactosidasa
(reportero de aprE) se inicié al final del crecimiento, incrementd esencialmente en la
siguiente hora, y aumenta hasta 600 U/mggiomss. durante las siguientes cuatro horas,
decayendo posteriormente. La esporulacion, determinada a las 18 horas después de
terminada la fase de crecimiento exponencial (tiempo normalmente utilizado para
cuantificar la formacién de esporas en estas condiciones), nos asegura que el nimero de
esporas es maximo, y el cual fue del 32%. Los resultados se resumen en la Tabla 7.2.1,

siendo similares a los obtenidos por otros en nuestro laboratorio.

Al afadir glucosa (4 g/1) al medio de cultivo en condiciones aerobias (Figura 7.2.2), se
observd una mayor formacién de biomasa (2.77 g/l al inicio de la fase estacionaria).
También se detect6é una mayor formacioén de acético (hasta 1.3 g/l) durante las primeras tres
horas del cultivo, el cual permanece aproximadamente constante, hasta que es consumido
una vez que se agoto la glucosa. B. subtilis presentd dos velocidades de crecimiento en
estas condiciones: la primera (1.76 h™), mayor a la que se consiguié sin glucosa; y la
segunda (0.52 h™') después de que el acético se acumuld por arriba de 1 g/l y hasta que se
agoto la glucosa, esto es debido a la naturaleza compleja del medio de cultivo. La velocidad
de formacion de CO; también fue proporcional al crecimiento y se redujo dréasticamente
cuando se consumidé toda la glucosa. Como era de esperarse, la produccion de B-

galactosidasa se inicié al agotarse la glucosa e iniciar la fase estacionaria, y fue
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aproximadamente la mitad de la formada en el medio sin glucosa (330 U/mggiomasz). De
manera similar la esporulacion (14%), también se redujo a la mitad con respecto al cultivo
sin glucosa, ambos fenémenos se pueden deber al efecto represivo que ejerce la glucosa
sobre el proceso de esporulacion (Schaeffer er al., 1965). Por esta razoén, el medio Schaeffer

es el seleccionado para estudiar el proceso de esporulacion.

Se encontr6 que B. subtilis no crece en las condiciones anaerobias en el medio Schaeffer sin
glucosa (usadas en este trabajo). No se esperaba que creciera bajo condiciones anaerobias
en el medio Schaeffer-glucosa ya que no existia ningun reporte al respecto. Los estudios
sobre la regulacién de la fermentacién se han hecho por lo general en medios minimos y
complejos conteniendo glucosa y 4cido pirivico, ya que no han observado crecimiento con
solo glucosa (Nakano er al, 1997, Cruz Ramos et al., 2000). Sin embargo B. subtilis fue
capaz de crecer poco en comparacion a las condiciones aerobias (Figura 7.2.3),
observandose una fase de adaptacion larga de 7 horas y reducciones del 86% (0.25 h) y
96% (0.1 g/1) en la velocidad de crecimiento y la cantidad de biomasa alcanzada,
respectivamente. La poca glucosa que se consumié fue convertida eficientemente en acido
lactico (>90% de conversion de glucosa en lactico). No se detectd la produccion de biéxido
de carbono ni de acético. La actividad de B-galactosidasa fue practicamente nula y no se
pudo detectar la presencia de esporas resistentes al calor, estos resultados se corroboraron
en una segunda cinética. Al parecer la fermentacion lactica es el tiltimo recurso que tiene B.
subtilis para reciclar el poder reductor (NADH+H") generado en la glicolisis al metabolizar
la glucosa. En este sentido, la disminucién en la velocidad de crecimiento (y la biomasa
generada) se puede atribuir a que en esta via no se genera tanta energia en comparacion, por
ejemplo con el ATP generado al catabolizar el piruvato a acetato, asi mismo se sugiere que
la limitacién energética no es capaz de sustentar la produccion de [-galactosidasa y
formacién de esporas durante la fase estacionaria. El empleo de un medio conteniendo
piruvato y glucosa a concentraciones de 50mM (“fermentacién™) y que no han sido
variadas, ni analizados las cinéticas, para mostrar su efecto sobre el metabolismo pone en

riesgo las conclusiones que emanan de estas investigaciones.
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Tabla 7.2.1 Resultados obtenidos en el crecimiento de Bacillus subtilis en condiciones tanto

aerobias como anaerobias en el medio de cultivo Schaeffer con y sin glucosa.

Medio Condicion  *Fase de ' “Xmax Product B-gal “Esporulacién
retardo (b (/) 0 (U/mggiomasa) (%)
(h)

Schaeffer Aerobico 0 1.41 0.88 Acético 600 32

Schaeffer + Aerdbico 0 1.76  2.77 Acético 329 14

fGlucosa 0.52¢

Schaeffer Anaerdbico - 0 0 Ninguno 0 0

Schaeffer + Anaerébico 7 0.25 0.10 Lactico 10 0

fGlucosa

“Duracién de la fase de retardo, "velocidad especifica de crecimiento, “biomasa méxima

bservada, %actividad de B-Galactosidasa especifica alcanzada a las 4 horas después de terminada la

1se de crecimiento exponencial, “cuantificacién de esporas a las18 horas después de terminada la fase

e crecimiento exponencial, ‘concentracion de glucosa de 4 g/l, velocidad de crecimiento especifica

urante la

segunda

fase

de crecimiento.
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gura 7.2.1 Cinéticas de crecimiento, formacion de acético, velocidad de evolucion de CO2 (CER) y

tividad especifica de [3-galactosidasa en condiciones aerdbicas en medio Schaeffer.
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Figura 7.2.2 Cinética de crecimiento, consumo de glucosa, formacion de acético,
velocidad de evolucion de CO, (CER) y actividad especifica de [-
galactosidasa en condiciones aerobicas en el medio Schaeffer-glucosa.
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Fig. 7.2.3 Cinética de crecimiento, potencial oxido-reduccion, consumo de glucosa y
formacion de lactico en condiciones anaercbicas en medio Schaeffer-
glucosa.

Los resultados conseguidos indican las razones por las cuales por mucho tiempo se
considero a B. subtilis como un microorganismo aerobio estricto (Priest 1993). Las pruebas
en condiciones anaerdbicas incluyen:

1.- La evaluacién del crecimiento en caldo nutritivo; como se demostré en estas
condiciones B. subtilis no puede crecer.

2.- La valoracion en el mismo medio suplementado con glucosa para realizar la prueba de
fermentacion (Durham); tal como se encontrd, el crecimiento es reducido y lento, y dado
que se presenta una fermentacién lactica no se detecta la produccion de gas (la cual se toma

como indicativa para clasificar a los microorganismos como fermentativos).

Con medio Schaeffer demostramos crecimiento en condiciones anaerobias con glucosa. Sin

embargo, recientemente otros autores han observaron crecimiento cuando se suplementan
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los medios minerales o ricos con glucosa y piruvato, respectivamente (Clements et al.
2002; Cruz Ramos et al. 1998; Nakano et al. 1997). Nakano ez al. (1997), postulan que B.
subtilis no induce la sintesis de algunas enzimas de la glicdlisis y por lo tanto no forma
eficientemente piruvato, sin embargo nosotros encontramos que mas del 90% de la glucosa
es convertida en lactico y en consecuencia en piruvato. Cruz Ramos er al. (1998)
obtuvieron una variedad de productos de fermentaciéon empleando glucosa y piravato.
Clements et al. 2002 argumenta que el piruvato es usado como aceptor final de electrones,
nuestros resultados indican que en condiciones de fermentacion la conversién de pirivico
en lactico es usado para reciclar las coenzimas reducidas (ver figura 4.4.1). A partir de estas
hipétesis y los resultados obtenidos en esta tesis, se sugiere que el efecto observado al
adicionar acido piruvico, para promover el crecimiento en condiciones anaerdbicas (sin la
adicion de aceptores finales de electrones), se puede deber a que el piruvato regula el
balance cofactores (NAD(P)/NAD(P)H) y por tanto puede funcionar como aceptor del
exceso de coenzimas reducidas generadas, por ejemplo en la via de pentosas. Ademas,
todos los trabajos en los que se ha evaluado el desempeiio de B. subtilis en anaerobiosis han
sido realizados con cepas que tienen alguna auxotrofia, generalmente a triptéfano. No
obstante, resultados recientes en nuestro laboratorio (Hernandez-Bustos, 2003) han
revelado que las cepas protétrofas de B. subtilis tienen la capacidad de crecer poco y lento
(hasta 0.6 g/l de células con un tiempo de duplicacién de 17 h), en medio mineral-glucosa
(sin adicionar piruvato), y producir lactato con eficiencias de conversion de glucosa en
lactato mayores al 80%, tanto durante la fase de crecimiento como en la estacionaria. El
empleo de un medio conteniendo piruvato y glucosa a concentraciones de 50mM
(“fermentacion”) y que no han sido variadas, ni analizados las cinéticas, para mostrar su
efecto sobre el metabolismo pone en riesgo las conclusiones que emanan de estas
investigaciones.
7.2.1 APORTACIONES. _

1.- Se mostré por primera vez que B subtilis es capaz de crecer lentamente en el medio
Schaeffer-glucosa bajo condiciones anaerébicas en comparacion a lo visto en condiciones
aerobias y después de una fase de adaptacion larga. La glucosa es convertida en acido

lactico.
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2.- Estos resultados permiten explicar el porque por muchos afios se le considero a este
microorganismo el ejemplo clasico de uno aerobio estricto.
3- Se postula que el empleo de glucosa y piruvato es inadecuado para estudiar el proceso

fermentativo de B. subtilis dado que este funciona como aceptor de electrones.

7.3 CULTIVO DE Bacillus subtilis EN CONDICIONES ANAEROBIAS EN

MEDIO SCHAEFFER-NITRATO
Cuando se suministro nitrato (4 mmol; aceptor final de electrones en la cadena respiratoria
que permite reciclar coenzimas reducidas y obtener ATP) en condiciones anaerobias al
medio de cultivo Schaeffer (sin glucosa), el crecimiento inicié después de una larga fase de
adaptacion de 15 horas (Figura 7.3.1). La velocidad especifica de crecimiento fue de 0.72
h', aproximadamente la mitad de la observada en condiciones aerobias, pero casi tres veces
mayor que aquella detectada en el medio Schaeffer-glucosa en condiciones anaerobias, lo
cual muestra la ventaja de tener un aceptor final de electrones sobre un proceso netamente
fermentativo (fermentacion lactica). Aproximadamente la mitad del nitrato suministrado
fue consumido durante la fase de crecimiento y el resto durante las primeras cuatro horas de
la fase estacionaria, una vez agotado el nitrato la cinética se detiene a pesar de que aun hay
fuente de carbono y que corrobora que en el medio Schaeffer no hay crecimiento
fermentativo. La cantidad de biomasa formada fue de solo 0.09 g/l. El nitrato fue
convertido en nitrito, indicando la presencia de actividad de la nitrato reductasa, el nitrito se
acumuld, conforme el nitrato fue consumido, durante las fases de crecimiento y
estacionaria. Después de agotarse el nitrato, y el nitrito llegar a su méxima acumulacion, se
present6 una reducida lisis celular. La acumulacién observada de nitrito se puede deber a
una limitacion en la produccién de coenzimas reducidas necesarias para la conversion del
nitrito a amonio, o bien la imposibilidad de inducir la formacién de la nitrito reductasa.
Posiblemente un incremento en la concentracion de nitrato seria suficiente para continuar el
crecimiento e inducir la sintesis de nitrito reductasa. Asi mismo, se acumulo una pequefia
cantidad de acético durante ambas fases y una fraccién de este fue consumido una vez que
se agotd el nitrato, la fuente de carbono son las sustancias presentes en el medio de cultivo

complejo Schaeffer, muy seguramente aminoacidos. Bajo estas circunstancias la
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produccion de 4cido acético, a partir de pirivico, tiene una ventaja sobre otros metabolitos,
ya que le permite a B. subtilis generar ATP, NADH+H" y acumular un producto (el cual
eventualmente puede ser metabolizado en condiciones aerobias). Durante la fase de
crecimiento el valor del redox disminuyd en 60 mV, se redujo otros 30 mV durante la fase
estacionaria y posteriormente subidé durante la lisis celular. Concomitante a la acumulacién
de acético se produjo CO,, el cual puede provenir de la descarboxilacion de aminoacidos o
del pirivico producido como intermediario. No se detecté la produccién de esporas
resistentes a calor y la actividad B-galactosidasa resulté muy baja (26 U/mg biomasa).
7.3.1 APORTACIONES.

1.- Al adicionar nitrato al medio Schaeffer (4 mmol), se adiciona un aceptor final de
electrones y en estas condiciones se incrementa la velocidad de crecimiento especifica con
respecto a una condicion fermentativa y menor a aquella observada en condiciones
aerobias. Sin embargo el nitrito producido se acumula y no es convertido a amonio. Al
finalizar el nitrato se detienen todas las reacciones de idéntica forma como en el medio
Schaeffer. Se observa una produccién de acético por la presencia de nitrato (aceptor de

electrones). No hay energia suficiente para inducir el proceso de esporulacion.
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7.4 EFECTO DE LA CONCENTRACION DE NITRATO Y GLUCOSA.

En las cinéticas anaerobias B. subtilis en medio Schaeffer, con solo nitrato, se acumula
acido acetico y con glucosa lactico. En condiciones aerobias se produce acido acético y
cuando existe una limitaciéon de oxigeno se produce butanodiol (teniendo como
intermediario acetoina) y en la fermentacion acido-mixta se producen adicionalmente acido
succinico y etanol. Entonces habia que estudiar el efecto de la concentracién de nitrato y
glucosa juntos(donador y aceptor final de electrones) para determinar que metabolitos se
producen bajo limitacién y exceso de nitrato. Se estudio6 el efecto de la concentracion de
nitrato en condiciones anaerébicas sobre el crecimiento y el metabolismo de B. subtilis Se
decidieron utilizar 22.4 mM (4 g/I) de glucosa en todos los cultivos, variando la
concentracion de nitrato de 4 a 24 mM, es decir con relaciones molares de glucosa/nitrato
en el intervalo de 2.8 a 0.92. Desde el punto de vista estequiomeétrico, para las relaciones
iguales o mayores a 1 se obtendria el maximo de ATP y poder reductor por mol de glucosa

utilizada, mediante la produccién de acético tal y como se muestra en la siguiente ecuacion:

KNO; + C¢H;,06 + H,O — 2 CH;COOH + 2 CO,+ NH4,OH + 5 1/3 ATP + KOH (1)

El otro caso extremo lo constituye la condicion de generacion minima de ATP y NADH,

esta situacion se presenta por la produccion de acetoina:
KNO;+ 2 C¢H120¢ —> 2 C4HgO, + NH4OH +KOH + 5 1/3 ATP+4 CO; + H,O (2)

En la Tabla 6.4.1 se muestra el resumen de resultados de estos cultivos (en las figuras 7.4.1
a la 7.4.6 se muestran las cinéticas de los mismos). En todos los cultivos el inicio del
crecimiento se refleja en disminuciones en el potencial de oxido-reduccion. Esta
disminucion es proporcional al crecimiento (Tabla 7.4.2), obteniéndose un valor promedio
de 124 +/- 24 mV por cada (g/1) de biomasa formada. Este cambio se da porque el producto
de la oxidaciéon de la glucosa, CO,, sale del sistema y el nitrato es reducido a amonio
principalmente. Esta medicién permitiria seguir el curso de la fermentacién (Dahod, 1982)

y resulta interesante porque pudiera usarse en el control de la cinética, por ejemplo adicién
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de mas sustratos, lo que realmente es dificil hacer fuera de linea (hay que cuantificarlos).
De igual forma la evolucion de bioxido de carbono es proporcional al crecimiento y
consumo de glucosa. En los cultivos conteniendo 4, 8, 12 y 16 mmol de nitrato, cuando éste
o el nitrito acumulado se agotan, ocurre un cambio metabélico de conversién de glucosa en
acido lactico, en lugar de acético, y por tanto la evolucion de CO, decrece, tal como

sucedio en la cinética en que solo se adiciono glucosa.

A diferencia de los cultivos aerdbicos, no se present6 una fase estacionaria prolongada. La
duracién de ésta dependid de la concentracién de glucosa residual, por lo que resulté mas
extensa para las concentraciones de nitratos de 4 a 12 mmol (4.5, 4 y 3 horas) y para
concentraciones de nitratos mayores disminuyo desde 2 horas (16 mmol) hasta inexistencia
(24 mmol). Posteriormente, al agotarse el nitrato y/o nitrito y/o la glucosa en todos los
cultivos se observo lisis celular debido a que los productos del metabolismo ya no pueden
ser utilizados a diferencia de lo que se observo en condiciones aerobias donde el acido
acético es consumido en la fase estacionaria para producir la energia necesaria para iniciar
el proceso de esporulacién y su culminacion. Estos resultados son contrarios a los
observados por Marino et al. (2001), quienes muestran en sus resultados una fase
estacionaria bien definida utilizando la cepa JH642 en medio minimo y suplementado con
glucosa (50 mM) y nitrato o nitrito (10mM), que es una relacién glucosa/nitrato(ito) de 5,
sin embargo ellos no analizan los productos obtenidos y el destino final del nitrato(ito).
Bajo las condiciones que ellos emplearon la cantidad de nitrato era limitante por lo que el
cultivo pudiera haber crecido en una fermentacion lactica, estos resultados no los podemos

explicar.

Conforme la concentracién de nitrato se incrementd, el consumo de glucosa también
aumentd hasta alcanzar una concentracion de 16 mmol de nitrato (relacidn molar
glucosa/nitrato de 1.4) en que la.glucosa se agoto. La cantidad de biomasa también se
increment6 desde un valor de 0.5 g/l hasta 1.04 g/l para las concentraciones de nitrato
utilizadas de 16 a 24 mmol. Igualmente a lo observado en el medio Schaeffer-Glucosa en
condiciones aerobias se pudo observar la presencia de dos fases de crecimiento para

concentraciones de nitrato superiores a 4 mmol. La velocidad especifica de crecimiento
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inicial fue de 1.0 h”' en promedio (+/- 0.08 h™), esto es solo una reduccién del 32% con
respecto a la velocidad detectada en condiciones aerobias. Posteriormente hay una
reduccion en la velocidad de crecimiento hasta un valor de 0.28 h' (+/- 0.05 h™) para las
concentraciones de nitrato de 8 a 24 mmol. Esta disminucién en la velocidad de
crecimiento se debe a la naturaleza compleja del medio, es decir primero se usan los
componentes mas faciles de utilizar y posteriormente los de menor preferencia. Estos
resultados no han sido reportados antes, principalmente porque otros autores nunca han
trabajado en fermentadores y especificamente con control de pH. Al inicio de las cinéticas
se produce acido y se acumula nitrito, por lo tanto el medio se acidifica y cuando el nitrito
se convierte en amonio, el medio se alcaliniza fuertemente lo cual puede afectar

significativamente el comportamiento de los microorganismos.

En las condiciones experimentales que se trabajo se observé indirectamente que la enzima
nitrito reductasa se indujo cuando hay una acumulacion inicial de nitrito, el cual es
posteriormente convertido en amonio, a excepcion de las cinéticas de 20 y 24 mmol en que
al final se observo una cantidad residual de nitrito que no pudo ser convertida en amonio
por haberse agotado la glucosa(Tabla 6.4.1). Hoffman er al. (1998) reportaron que la
actividad de la nitrito reductasa se iniciaba inmediatamente después de la aparicion de
nitrito, sin embargo al revisar sus cinéticas se observa una conversion de nitrato a nitrito
hasta una concentraciéon de 6 mmol que contradice lo reportado. Si la utilizacién de nitrito
hubiera sido posterior a la reduccidn total del nitrato, es probable que se hubieran
presentado problemas por la toxicidad del nitrito acumulado. Clements et al. (2002)
mostraron que B. subtilis no puede crecer cuando se utiliza nitrito como aceptor final de
electrones en condiciones anaerobias, a diferencia de lo mostrado por Cruz Ramos et al.
(1998) y Marino ef al. (2001), posiblemente esta diferencia se deba a que estos ultimos
usaron una mezcla de glucosa y piruvato. Mas aun Cruz Ramos et al. (1998) observaron
el mismo perfil de productos en condiciones de respiracion de nitratos que en fermentacion
(glucosa-piruvato) v sin embargo encontraron que la actividad de la piruvato
deshidrogenasa se reducia cuando se adicionaba nitrato a un cultivo creciendo en presencia
de glucosa y piruvato. Estos resultados son confusos y se pueden deber al uso de mezclas

de glucosa y piruvato y a la forma de iniciar el crecimiento en condiciones anaerdbicas o a
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no tener un control de pH. En nuestro caso desde un principio de las investigaciones
exploramos que pasaba con el nitrito producido a partir de nitrato y vimos que se
comenzaba a convertir en amonio aun cuando habia nitrato presente. Una falla en la
induccion de la nitrito reductasa lleva a una acumulacién de nitrito. Lo tnico que se sabe,
en la regulacion de la nitrito reductasa, es que necesita haber nitrito, producto de la
reduccidn de nitrato. Es dificil concebir que el nitrito pueda actuar como un activador a
nivel de DNA. Estos resultados sugieren que aun no se han encontrado todos los sistemas
de control de la expresion del metabolismo de nitrato a amonio. Esta deduccidn tiene
sustento en la informacién que se tiene de como se mantiene este control en E.coli. La
acumulacién final de productos depende de la concentraciéon de nitrato que se haya
utilizado (Tabla 6.4.1). Conforme la concentracion de nitrato se fue incrementando, la
formacion de acido lactico decrecié y la acumulacién de acido acético aumentd. Estos
resultados son parecidos a los obtenidos con glucosa o nitrato independientemente,
acumulacion de acido lactico o acético. Se detecto una acumulacion de butanodiol, que en
un principio se incremento (hasta 16 mmol de nitrato) y posteriormente disminuyo,
acumulandose en su lugar el intermediario de la via, acetoina. Se detectaron pequefias
cantidades de 4cido succinico (0.15 g/l), pero no de etanol, resultado que esta de acuerdo a
lo encontrado por Cruz et.al. 2000 y en controversia a lo reportado por Nakano et.al. 1997.
La disminucion en la duracion de la fase estacionaria y la lisis celular que se presenta
resultan en una formacion de esporas y de actividad B-galactosidasa practicamente nula

(Tabla 7.4.1).
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Tabla 7.4.1 Parametros de los cultivos por lote de Bacillus subtilis usando diferentes
concentraciones de nitrato a la concentracion de glucosa de 22.2 mmol.

Nitrato (mM)

Parametro Unidades 4 8 12 16 20 24
Relacion Gle/nitrato mol/mol 556 2.78 1.85 1.39 Ll 0.93
i 1% etapa h’ 1.02 09 116 092  1.00 098
1 2° etapa i —- 026 020 030 031 034
Biomasa g/l 0.50 071 0.86 0.95 1.16 0.99
Glucosa Consumida mM 10.1 13.0 173 213 21.3 22.0
Nitrato Consumido mM 4.01 8.00 11.7 16.3 18.7 16.8
Nitrito Residual mM 0 0 0 0 0.4 0.04
Lactato mM 8.60 3.90 3.33 1.86 2.05 L12
Acetato mM 630 11.67 17.42 21.80 20.65 19.01
Butanodiol mM 2.9 4.0 4.0 4.4 0.0 0.6
Acetoina mM 0 0 0 2.1 9.8 9.3
Esporulacion % 0 0 0 0.01 0.01 0.001
Actividad B-Gal U/mg 26 14 8 38 31 25

Tabla 7.4.2 Variacion del potencial de oxido reduccion en funcion de la formacion de
biomasa durante el crecimiento de Bacillus subtilis.

Relacién glucosa/nitrato

Variacion Redox /Biomasa

(mol/mol) (mV /(g/))
2.8 128

1.8 140

1.4 93

1.1 152

0.92 108
PROMEDIO (Desv.Est.) 124 (24)
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Figura 7.4.1 Cinética de crecimiento, formacion de productos, variacion del valor redox,
CO; total, consumo de nitrato y conversion a nitrito por Bacillus subtilis en
cultivo por lote en condiciones anaerobicas en el medio Schaeffer glucosa-

nitrato (22 y 4 mM)
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Figura 7.4.2 Cinética de crecimiento, formacion de productos, variacion del valor redox,
CO:; total, consumo de nitrato y conversion a nitrito por Bacillus subtilis en
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nitrato (22 y 8§ mM)

63



Figura 7.4.3

1.5

—_ 5 =
& 4 ;9c=
g 3 — 1.0 gégé
2 > c o 8
c 2- g5 B <3
& L=y e o o =
0 T 0.0
30
g -
g 20—
& .
N0
o
3 4
U L} 1 T
= 5
2 E
g 8
E 8
2 [id
s <
o
== 112 B &=
5810— -5 B
E 89 2 =
~ 6§ — -
o] o
Z 4 - =
© 2+ 1t .
0 i T —U

Cinética de crecimiento, formacion de productos, variacion del valor redox,
CO; total, consumo de nitrato y conversion a nitrito por Bacillus subtilis en
cultivo por lote en condiciones anaerobicas en el medio Schaeffer glucosa-

nitrato (22 y 12 mM)

64



= B 15
= =
L) —
= 8 g o
2 s -10feg g
3 ] o
o 2 | o5 <8 3
q 1 o e -
0 0.0
50
2 40 —
E
E 30
gm 20
C 10
0 T l T 1 T | L
g o o
R £
= B »
: §
e 04 — -100 2
@ <
o
0.01 -200
__ 18 6 =
T b =
S 155 -5 2
£ 124 —4 E
—r Ea ] \.;q
& 91 IR 2 g
3 PR -2 =
3 P -1
0 T '*fr__‘lA_‘| T vf T 0
0 5 10 15 20
Tiempo (h)
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Figura 7.4.5 Cinética de crecimiento, formacion de productos, variacion del valor redox,
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Cuando ambos el donador de electrones (glucosa) y el aceptor de electrones (nitrato) se
adicionan al medio de cultivo, se incrementa la velocidad especifica de crecimiento y la
produccion de biomasa. La velocidad de crecimiento que se presenta en estas condiciones,
con respecto a las condiciones aerébicas es menor, y se sugiere que se debe principalmente
a la disminucidn en la eficiencia energética de la respiracion anaerobia y a que la glucosa es
metabolizada a productos de fermentacion. La segunda etapa que se observé a una menor
velocidad de crecimiento, se puede deber a que se agotaron los compuestos (por ejemplo
algun aminoacido) de mas facil asimilaciéon en el medio complejo. La formaciéon de
biomasa se incrementd y alcanzé valores similares a los obtenidos en condiciones aerobias
en el medio Schaeffer, lo cual indica que al menos en estas condiciones los nutrientes del
medio no limitaban el crecimiento de B. subtilis, sino la generacion de energia proveniente
del catabolismo de la glucosa y la respiracion de nitrato a amonio. Cuando cualquiera de los
compuestos que funcionan como donadores y aceptores de electrones se terminan, el
crecimiento se detiene, hay una breve fase estacionaria que depende de la presencia de
glucosa y comienza la lisis celular. La velocidad especifica de consumo de glucosa
observada en la segunda fase de crecimiento fue del orden de 6.7 mmol/ggiomasa-h, la cual es
similar a aquella encontrada en cultivos continuos o alimentados a altas velocidades de
crecimiento (Sauer er al., 1997, Martinez et al, 1998). Esto indica que la actividad
glicolitica en estas condiciones es alta, hecho que se habia postulado como posible causa de

la limitacion para el crecimiento fermentativo de B. subtilis (Nakano, et. al. 1997)

Conforme se incrementé la concentracion de nitrato, a una concentracion fija de glucosa, se
favorecid la produccién de acido acético y a medida que se terminaba el nitrato, se
acumulaba acido lactico. A bajas concentraciones de nitrato, las coenzimas reducidas
formadas ya no pueden usarse en la reduccion de nitrito a amonio y por lo tanto la relacién
de coenzimas reducidas a oxidadas se incrementa, lo cual favorece la produccion de acido
lactico. El butanodiol también se sintetiza cuando la concentracion de nitrato esta limitada.
Cuando no se presenta esta limitacion, las coenzimas reducidas se reciclan en la reduccion
de nitrato en amonio y se observa una acumulacion preferente de acético y acetoina. Estos
resultados permiten sugerir que muchos de los estudios que se han llevado cabo a nivel

genético y de regulacion deben ser revalorados en vista de no haber tomado en cuenta la
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posible limitacién del nitrato. En las condiciones encontradas se sugiere que la relacién
glucosa/nitrato que debe utilizarse es del orden de 1.39 molar para mantener el sistema en
una condicién estequiométrica que permita la respiracion de nitratos y sin la acumulacién
de nitrito. Condiciones diferentes de la proporcién de concentraciones glucosa/nitrato,
como por ejemplo la empleada por Cruz-Ramos et al. (2000) de 5.56, resultan inadecuadas
para evaluar la respiracion nitratos, ya que en esas condiciones se encontro que se favorece
la fermentacion lactica, la cual resulta indispensable en el crecimiento anaerébico de B.
subtilis bajo esas condiciones. Los resultados de los perfiles de productos son contrarios a
los mostrados por Cruz-Ramos, quien observo el mismo perfil de productos en condiciones
de respiracion de nitratos, nitritos y fermentacion (glucosa-piruvato). Esto se debe a que el
piruvato adicionada junto a la glucosa también sirve como aceptor de las coenzimas

reducidas y hace que las conclusiones resultan erroneas.

Al parecer la ruta de sintesis de acetoina, que transforma al 4cido pirivico en acetoina y
butanodiol, le sirve a las células para poder regular la utilizacion del poder reductor
producido, sin la necesidad de cambiar abruptamente de una produccién de 4cido acético a
acido lactico. Esto es en forma pausada pasar de la produccion de acetoina a butanodiol
cuando comienza a haber un exceso de coenzimas reducidas y en caso de persistir esta
acumulacion, inducir la sintesis de 4cido lactico e inactivar la sintesis de acético. También
esta ruta es importante porque se acumulan metabolitos de naturaleza neutra.
Contrariamente a lo reportado por Cruz-Ramos er al. (2000) nosotros no observamos
acumulacion de butanodiol en condiciones de fermentacién y mucho menos una reduccion
en su acumulacién debido a la adicion de nitrato. Ellos no detectaron una acumulacion de
acetoina ya que las condiciones que emplearon (glucosa-piruvato) y una relacion de

concentraciones glucosa/nitrato de 5 no permite observar los resultados que reportamos.

La ausencia de una fase estacionaria prolongada parece ser la causa de la limitada
produccion de actividad de B-galactosidasa y de la insignificante esporulacion, sin embargo
en presencia de glucosa es posible obtener una fase estacionaria de corta duracion. La lisis
celular que se presentd en estas condiciones es resultado de una ausencia de fuente de

energia (glucosa) o del agotamiento del aceptor final de electrones, ambos son necesarios
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para mantener el metabolismo energético de la célula. En condiciones aerobias se ha
documentaron la predisposicion de B. subtilis de lisarse por el efecto combinado del
agotamiento de glucosa y la presencia de iones divalentes (Jolliffe, et. al. 1981; Martinez et
al., 1997).

Los resultados obtenidos de los incisos 7.2, 7.3 y 7.4 nos permiten construir un esquema
(Fig.7.4.7) en el cual se muestra el metabolismo de B. subtilis como un microorganismo

anaerobio facultativo que puede respirar tanto nitrato como oxigeno.
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Fig.7.4.7. Metabolismo de la glucosa en condiciones aerobias (4), microaerofilicas
(limitacion de oxigeno) (B), Fermentativas (C) y de respiracion de nitratos
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7.4.1 APORTACIONES.

1.- Se observo que B. subtilis es capaz de crecer tan rapido bajo respiraciéon de nitratos
como en condiciones aerobias.

2.- Se observo que los principales productos finales del metabolismo en anaerobiosis son;
acido acético, acido lactico, acetoina y butanodiol. Cuando hay una limitacion de nitrato se
produce acido lactico. Cuando no esta limitado, se produce acético y butanodiol y a una
limitacion incipiente de nitrato, se acumula acetoina en lugar de butanodiol.

3.- El nitrato es convertido en nitrito, después de una acumulacion de este se induce la
expresion de la enzima nitrito reductasa, que convierte el nitrito en amonio.

4.- Cuando se termina el nitrato y la glucosa no se presenta una fase estacionaria como la
observada en condiciones aerobias, motivo por el cual tanto la formacion de esporas, como
la actividad de [J-galactosidasa son practicamente inexistentes.

5.- Se sugiere que la relacion glucosa/nitrato que debe utilizarse es del orden de 1.39 molar
para mantener el sistema en una condicién estequiométrica que permita la respiracion de
nitratos y sin la acumulaciéon de nitrito, de otra forma los resultados pueden tener un

significado dificil de explicar, ya que el metabolismo esta cambiando.
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7.5 UTILIZACION DE CULTIVO ALIMENTADO EN EL CRECIMIENTO DE

B. subtilis EN CONDICIONES ANAEROBIAS.
En los experimentos por lote en anaerobiosis se observé que no se desarrollaba una fase
estacionaria como en los cultivos aerobios, eventualmente las células se lisaban y la
esporulacién era practicamente nula. Uno de los objetivos planteados es obtener
informacidn, en condiciones anaerobias, sobre los niveles de esporulacién y expresién de
lacZ controlada por el promotor aprE, el cual se activa durante la fase estacionaria, para lo
cual era necesario evitar la lisis y mantener a las células en fase estacionaria por al menos
24 horas. Como indican los resultados obtenidos con los cultivos lote, para lograr el
progreso de la fase estacionaria se necesitaba mantener la respiracion activa. Para alcanzar
este fin, se decidid alimentar un flujo constante de una solucién conteniendo al donador de

electrones (glucosa) y al aceptor final de los mismos (nitrato).

La solucién conteniendo una concentracién de glucosa de 0.46 M y de nitrato de 0.336 M
(relacién molar glucosa/nitrato de 1.4) fue alimentada a un flujo de 0.24 ml/min. Se escogio6
la relacion 1.4 porque en los cultivos por lote se observé que en esta relacion las células
crecen respirando nitrato y no fermentando la glucosa a lactico. Asumiendo la generacién
de 1 g/l de células (ver tabla 6.4.1), el flujo fue seleccionado para abastecer la velocidad
especifica de consumo de glucosa que se obtuvo para tener un crecimiento balanceado [1.2
(261c/8cei-h) / 0.18 (gai/mmolg) = 6.7 (mmolgi/gee.h)]. La alimentacion se inicid antes de
que la glucosa y el nitrato se terminaran (una concentracion de glucosa arriba de 1 g/l). En
la figura. 7.5.1 se presenta la cinética de este experimento, como puede observarse la
concentracion de nitrato, nitrito y glucosa permanecieron a valores muy cercanos a cero
durante la fase estacionaria (10 a 40 h), lo cual indica que se logro un acoplamiento en la
respiracion de nitrato a amonio (no hubo acumulacién de nitrito) y la conversion de glucosa
a acido acético, acetoina y butanodiol. Aunque la cantidad de esporas se incrementd
significativamente (5.6 X 10 6 ), el porcentaje de esporulacién fue de solo 0.29%. La

actividad de B-galactosidasa, relacionada a la expresion del gen aprE fue tan alta (280
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U/mgce), en términos especificos, como aquella observada en condiciones aerdbicas en

medio Schaeffer-glucosa (329 U/mgce; Figura 7.2.2).

Tomando esta fermentacion como base y con la finalidad de intentar mejorar la
esporulacién e incrementar la actividad enzimética de [P-galactosidasa, se aumento y
disminuyo el flujo masico de alimentacién en + 30 % y posteriormente en un +10%. Los
resultados de estas cinéticas se pueden ver en las Figs. 7.5.2 a la Fig. 7.5.4 y se resumen en
la Tabla 7.5.1 . Como puede observarse al aumentar y disminuir el flujo de alimentacién de
glucosa y nitrato en 30% se observo un decremento en la produccion de enzima y esporas.
Esto se debe a que a diferencia a lo observado en la cinética tomada como base y a pesar de
presentarse una fase estacionaria no hubo un acoplamiento con respecto a la respiracion
(aumento en la concentracion de nitritos y/o glucosa). Al emplear un flujo de alimentacién
incrementado en un 10 % con respecto a la cinética basal, se observo (Tabla 6.5) una

reduccion del 30% en actividad enzimatica y de un orden de magnitud en esporulacion.

Tabla 7.5.1 Efecto de la variacion en la alimentacion de glucosa y nitrato sobre la
esporulacion y actividad [-galactosidasa de Bacillus subtilis BSR6.

Velocidad de | Esporas Actividad B-gal. especifica max.
alimentacion* maximas (U/mg Biomasa)
Numero/ml
BASE 1.8X10° [279
30 % MAYOR ND 41
10 % MAYOR 3.0X10° 195
30 % MENOR 700 26
MEJOR CULTIVO | 14,000 38
POR LOTE
AEROBIO 22X10"  [600

*Con respecto a la alimentacion de (1.20 g/h) y nitrato (0.30 g/h) como base.
ND.- No detectadas.
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La expresion de este gen en condiciones aerobias tiene lugar en el medio de cultivo
Schaeffer durante el inicio del proceso de esporulacion y este resultado en condiciones
anaerobias sugiere que dicho proceso también se induce en condiciones anaerdbicas. Sin
embargo seria necesario estudiar genes de las diferentes etapas del proceso de esporulacion,
a fin de determinar en que etapa se detiene la formacion de esporas. La produccién de
enzimas por B. subtilis en condiciones ana aerobias ha sido poco explorada y los resultados
presentados muestran en principio su factibilidad. Con la finalidad de estudiar la
produccién de enzima [-galactosidasa en condiciones anaerobias, se realizaron dos
cinéticas con la cepa JJ1, que es una cepa con una actividad enzimatica incrementada (el
promotor de aprE fue mutagenizado para cambiar la region -35 a la secuencia concenso
TTGACA). Las condicionés empleadas fueron iguales a la empleada en la cinética basal
(glucosa 1.20 g/h y nitrato 0.30 g/h) (Jan J 2000). Los resultados se muestran en la Fig.
7.5.5. Un incremento de 22 veces en la actividad enzimatica (6575 U/mg en promedio) con
respecto a la cepa BSR6 fue observado.
7.5.1 APORTACIONES.

1.- El empleo de cultivos alimentados, permitié encontrar una forma de operacion del
bioreactor en que se desarrollo una fase estacionaria en que la concentracién de glucosa es
minima y el metabolismo esta dirigido a producir la maxima cantidad de energia (ac.
acético, butanodiol/acetoina y amonio). La actividad de la enzima P-galactosidasa (AprE se
encuentra funcional) observada en esta operacion resulto tan alta como la determinada en
aerobiosis, lo que sugiere que el B. subtilis inicia el proceso de esporulacion, pero que se
detiene en alguna etapa subsiguiente.

2.- La induccion de enzimas hidroliticas en esta forma de operacion, ejemplificada por la
actividad de P-galactosidasa y por el empleo de dos cepas, una de las cuales es
sobreproductora, sugiere que es posible pensar en la produccién de enzimas en condiciones

anaerobias.
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Figura 7.5.1 Cinética de crecimiento de B. subtilis en cultivo-anaerobio alimentado con
glucosa (1.20 g/h) y nitrato (0.30 g/h) durante la fase estacionaria.
Consumo de nitrato y nitrito, glucosa y actividad especifica [-
galactosidasa.
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7.6 RELACIONES ESTEQUIOMETRICAS Y DETERMINACION DE FLUJOS
METABOLICOS.
Con la finalidad de tener un conocimiento cinético y energético mas preciso sobre el
metabolismo en condiciones de respiracién de nitratos se hicieron determinaciones de los
flujos metabdlicos (mmol/g biomasa-h) a partir de cinéticas de cultivos lote disefiados ex-
profeso. En estos cultivos la concentracion de glucosa y nitrato se increm.enté a8y2gl
respectivamente (relacion molar 1.4), con la finalidad de poder llevara cabo un mayor

numero de mediciones durante el crecimiento logaritmico.

Las ecuaciones empleadas para los balances (Bulthuis er a/., 1991; Papoutsakis ez al., 1985)
son: (1) representa el catabolismo de la glucosa al través de la ruta de las pentosas, se
asumio que el NADPH producido podria ser convertido en NADH (Sauer er al., 1997), o
bien utilizado directamente en las reacciones para produccion de productos fermentacion o
para la reduccién del nitrato a amonio; (2) representa la ruta de la glicolisis; las ecuaciones
de la (3) a la (7) constituyen la conversion de pirivico a los diversos productos acumulados
(lactico, acético, acetoina, butanediol y succinico, respectivamente); la ecuacion (8) es la
conversién de nitrato a amonio. Posteriormente se presentan los balances de coenzimas
reducidas. Los términos del lado izquierdo representan las coenzimas reducidas o
consumidas durante el catabolismo de la glucosa: C¢H120¢ es la glucosa total consumida;
[A] es la glucosa catabolizada por la ruta de las pentosas, el resto es catabolizada por la via
de la glicdlisis; los otros términos representan las coenzimas producidas o consumidas en la
acumulacion de productos (acético, lactico, butanediol y succinico, respectivamente); y los
términos del lado derecho de la ecuacidn son la utilizacion de coenzimas reducidas en la
reduccion del nitrato y el nitrito a amonio. A partir del balance de coenzimas reducidas es
posible calcular la cantidad de glucosa catabolizada por la via de las pentosas. El siguiente
balance corresponde al CO-, es decir el producido a partir de los productos acumulados, el
cual se compara con el CO, medido experimentalmente y por lo tanto representa una
comprobacion de los balances antes efectuados. Finalmente se presenta el balance para

calcular el rendimiento en ATP (se utilizé una eficiencia en la fosforilacién oxidativa
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(ATP/NADH) de 1.3 para la cadena respiratoria con la enzima nitrato reductasa de B.

subtilis y la produccion o consumo de ATP en las ecuaciones 1, 2 y 4).

3 CgH ;0§ ———— 5C;H40;+ 3CO, + 11 NADH + 5 ATP (6.6.1)

CeH;,06 ————» 2 C3H0,+ 2 NADH + 2 ATP (6.6.2)
C:Hi0, + NADH —— > C:HO, (6.6.3)
C:H;0, C,H;0,+ NADH + ATP +CO; (6.6.4)
2 CH0; C.H;0,+ 2 CO; (6.6.5)
NADH, + 2 C;H,0; C4Hi;03 +2 CO» (6.6.6)
C;H:0;+ 2NADH + CO, —* Acido Succinico (6.6.7)
KNO; + 4 NADH » KOH + NH:OH + H,0 (6.6.8)

BALANCE NADH

2 [CgH,,04 catabolizada] + 5/3 A + C;H40; - C3HO; - C4H,00; - 2 C4HgO4

= 4 NO; - 3NO;

BALANCE DE CO;

CO; Total = C;H405+ 2 (C4H 1002 + C4H1002) - CsHeOs4 + CgHi206 proveniente de
pentosas

PRODUCCION DE ATP

ATP Total = C3HgO; + C4HgO4 + 2 C;H40,

+ 2 (C4H002+ CyH40;) + 1.3 NO; (consumido)

En la Fig. 7.6.1 y 7.6.2 se muestran las cinéticas de estos cultivos y en la tabla 7.6.1 se

muestra la acumulacién de productos.
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Tabla 7.6.1 Distribucion de productos de las cinéticas presentadas en las figuras 7.6.1 y
7.6.2.

Producto A B
(mmol)

Acético 39,00 40,30
Butanodiol 15,90 17.80
Acetoina 5,45 2,16
Lactico 2,44 2,56
Succinico 1,19 1,10
CO;(calc)* 93,00 91,80
CO; medido 94,14 98,26
NO; Reducido 32,26 32,00
NO, 0 0

*Calculado por la ecuaciéon (10). A y B son dos experimentos

independientes.

La cantidad de CO; representa el 36 % de todo el carbono proveniente de la glucosa,
seguido de un 30 y 31 % para el acido acético y el conjunto acetoina-butanodiol,
respectivamente, también se observaron pequefias cantidades de succinico, de tal manera
que se recuper6 el 98% del carbono proveniente de la glucosa consumida en los productos
cuantificados. Mientras que la cantidad de CO, cuantificada tuvo una variacion de + 4.2%
con respecto a la cantidad total de CO; calculada a partir de las concentraciones de los
productos (ecuacién 10). Cabe recordar que en la seccion 7.2 se mostré que B. subtilis no es
capaz de crecer en condiciones anaerébicas en medio Schaeffer sin glucosa y que al
adicionar glucosa el medio se obtiene poco crecimiento y produccion de lactico. En
conjunto estos resultados indican, de nuevo, que los componentes del medio Schaeffer
(aminoacidos, vitaminas, etc.) son utilizados para formar la masa celular y que la glucosa es
empleada para generar poder reductor, productos y energia en anaerobiosis. Ademas la
energia extra obtenida de la reduccién del nitrato a amonio permite que se pueda generar
una mayor cantidad de biomasa cuando se utiliza nitrato como aceptor final de electrones
en comparacion con la poca biomasa que se obtiene en condiciones de fermentacion. Asi
mismo en ausencia de nitratos, B. subtilis convierte glucosa en lactico con rendimientos
mayores al 80% del tedrico (figura 7.2.3; Hernandez-Bustos 2003), lo cual indica que la

generacion de 2 ATP por mol de glucosa (obtenidos a nivel de fosforilacion de sustrato) no
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son suficientes para sostener un mayor y prolongado crecimiento de B. subtilis, y que la
generacion de ATP adicional por la conversién del piruvico en acético y la reduccion del

nitrato favorecen el su crecimiento en condiciones anaerdbicas.

Utilizando el balance de coenzimas (ecuacion 9), se calculd que un porcentaje de la glucosa
en las condiciones de estudio es catabolizada por la ruta de las pentosas. Los balances de
oxido-reduccion y de hidrégeno fueron 0.99 + 0.05 y 1.011 + 0.01 respectivamente, lo cual
indica una excelente consistencia de los resultados obtenidos . Los valores calculados para
el rendimiento de ATP para la biomasa y la glucosa fueron 10.6 + 0.88 g de biomasa / Mol
ATP y 3.8 = 0,1 Mol ATP / Mol glucosa. Estos resultados son similares a los obtenidos
para otros microorganismos en condiciones anaerobias (Shuler y Kargi, 1991). Se encontré
que en la via del 4cido acético la generacion de ATP representa el 47%, mientras que en la
produccion de acetoina-butanodiol y la respiracion del nitrato la generacion representa el 26

y el 25 % respectivamente, indicando la importancia relativa de cada via.

En la Tabla 7.6.2 se muestran los flujos metabdlicos que se obtuvieron a partir de los datos
cinéticos del consumo de glucosa y formacién de productos. El flujo de formacion de acido
acético es mayor que el del conjunto acetoina-butanodiol, pero cuando estos se comparan
sobre la base de la cantidad de carbono convertido a productos, estos flujos son similares,
lo cual sugiere que existe un control en la particién del carbono para dividirlo
proporcionalmente. Son escasos los reportes sobre la producciéon de butanodiol por B.
subtilis, ya que no se le considera un buen productor de este metabolito, lo cual se puede
explicar por la amplia acumulaciéon de acido acético ya que reduce el rendimiento de
butanodiol. Basados en este hechos, la interrupcidn de la via para la produccion de acético
en B. subtilis conduciria a la obtencién de cepas que potencialmente canalizarian la mayor
parte de la glucosa hacia la formacidn de acetoina-butanediol en cultivos anaerobios con
relaciones glucosa/nitrato iguales o menores a 1.4. Por otro lado, el flujo metabdlico de de
produccién de diol (acetoina y butanodiol) fue la mitad de aquella observada en
Enterobacter aerogenes, el cual es un microorganismo considerado como buen productor
de butanodiol, mientras que el rendimiento fue de 0.23 g diol/g de glucosa y que representa

el 62 % del reportado para E. aerogenes (Byun et al., 1994). El consumo de glucosa en
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condiciones anaerobias es tan rapido como aquel observado en condiciones aerobias a altas
velocidades de dilucion (Sauer et al., 1997; Goel et al., 1993; Martinez 1997) y por lo

tanto no representa una limitacion para el crecimiento anaerobio.

Tabla 7.6.2 Flujos metabdlicos (milimoles del compuesto y de carbono contenido en el
compuesto/ gramo de células) para B. subtilis bajo respiracion de nitratos.

Sustancia  (mmol/gce-h)  (mmole/gee-h)

Qglucosa 6.65 39.91
GAcético 5.48 10.96
q Diol 3.18 12.74
q co: 14.90 14.90
q NO3 5.18

“Butanodiol y acetoina

Tanto en los experimentos donde se alimento glucosa-nitrato (seccion 7.5), como en las
corridas para determinar los flujos metabdlicos, se observo un incremento en la
concentracion de biomasa con respecto a aquellos obtenidos por lote, este hecho refuerza la
hipotesis de que la generacion de biomasa para B. subtilis en condiciones anaerobicas esta
limitada por la obtencion de energia y que por tanto la generacion de masa celular depende

de la presencia de glucosa y nitrato.

En las cinéticas por lote, los balances de carbono no concordaban suponiendo a la glicdlisis

como la unica ruta catabdlica de la glucosa. Dos evidencias se tuvieron para decir que la

87



ruta de las pentosas estaba funcionando en condiciones anaerdbicas, esto es el balance de
las coenzimas y la comparacién del balance de CO; de las rutas metabodlicas con la
evolucion de este determinada experimentalmente. Mas aun el metabolismo esta dividido
en el metabolismo catabélico que depende de la utilizacién de la glucosa y la respiracion, y
el metabolismo anabdlico que depende de los ingredientes del medio Schaeffer. La
consistencia obtenida en los balances de carbono, coenzimas, ATP, de oxido-reduccién y
de hidrégeno, permiten sugerir que el ciclo de Krebs no esta activo, lo cual estd en
concordancia con lo mostrado anteriormente por Nakano er al. (1998). En E. coli se ha
encontrado que la represién del ciclo de Krebs en condiciones de respiracion anaerobia de
nitratos se debe a las condiciones anaerdbicas y principalmente a la represién que ejerce la

glucosa (Prohl et al., 1998).

Adicionalmente, existe la posibilidad de que en condiciones fermentativas haya una
produccion de coenzimas que no pueden reciclarse y que llevan a B. subtilis a detener
tempranamente su crecimiento en estas condiciones. Si comparamos el crecimiento
fermentativo de E. coli con B. subtilis veremos que E. coli tiene la enzima piruvato-formato
liasa que le permite convertir el piravico en acetilCoA, sin producir coenzimas reducidas,
en cambio B. subtilis solo puede convertirlo en acetilCoA con la formacion de una mol de
coenzima reducida. E. coli y otros microorganismos pueden deshacerse del poder reductor
en diversas formas, por ejemplo al través de una hidrogenasa o bien produciendo
compuestos en los cuales puedan reciclar estas coenzimas reducidas (etanol), en cambio B.
subtilis puede utilizar las coenzimas reducidas en la produccién de butanodiol, sin embargo
sobra al menos una molécula. Los productos mayoritarios observados en las vias
fermentativas de B. subtilis son acido acético, acetoina-butanodiol y acido lactico, la
primera produce coenzimas reducidas, la segunda via tiene un balance de una o dos
coenzimas producidas en exceso por cada dos moléculas de acido pirtivico producido y solo
en la formacion de acido lactico puede haber un balance redox (siempre y cuando no se

utilice la ruta de las pentosas).

Finalmente, en el suelo el amonio es convertido en nitrato por los microorganismos

nitrificantes en condiciones aerobias, este compuesto puede ser desnitrificado en estratos
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mas profundos y el nitrogeno molecular salir del suelo, otra posibilidad es que los
microorganismos (entre ellos B. subtilis) utilicen el nitrato en condiciones anaerobias, lo
cual les representa una ventaja para proliferar en el suelo. Se requieren de cuatro coenzimas
reducidas para la reduccion de una molécula de nitrato a amonio en condiciones
anaerobicas (el inverso de la nitrificacion). E. coli no puede crecer con nitrato como fuente
de nitrégeno en condiciones aerobias, en cambio B subtilis si puede. El poder reductor que
genera B. subtilis lo puede emplear para acoplarlo a la reduccion del nitrato, lo cual le
resulta favorable y nos permite plantear que este comportamiento fisioldgico es una, entre
otras posibles razones por las cuales B. subtilis es exitoso para permanecer y sobrevivir en
el suelo. Recientemente Blencke, ef al. (2003) mostraron que tanto en presencia o ausencia
de glucosa en condiciones aerobias los genes que codifican para las enzimas de la ruta de
las pentosas son expresados, lo cual esta en concordancia con los resultados obtenidos en
condiciones anaerobias en nuestro trabajo. Estos investigadores hacen notar que estos genes
son necesarios para generar NADPH para el anabolismo y precursores para la formacién de
triptéfano y nucleétidos, por lo cual la actividad constitutiva de esta ruta de las pentosas
resulta favorable para su crecimiento. En el suelo la hemicelulosa de los vegetales es
hidrolizada en pentosas, las cuales sirven de fuente de carbono y energia a los
microorganismos del suelo que tienen la capacidad de utilizarlas, como es el caso de B.
subtilis (Stulke y Hillen, 2000) y que también le representan una ventaja para su
sobrevivencia.
7.6.1 APORTACIONES.
1.- Se obtuvo una descripcion cinética y energética de como Bacillus subtilis es capaz de

crecer en condiciones de respiracion de nitratos.
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8.0 CONCLUSIONES.

1.- Se corroboré que el empleo de un sensor de oxido-reduccion es adecuado para utilizarse
en condiciones en las que concentracion de oxigeno son muy bajas y permitié definir una
condicidn inicial estandar en los cultivos anaerobios llevadas a cabo. También se comprobd
que los cambios en el potencial de oxido-reduccién correlacionan con el crecimiento de B.

subtilis en condiciones anaerobias con respiracion de nitratos.

2.- B. subtilis crece lentamente y poco en medio rico (Schaeffer) en anaerobiosis,
fermentando, en estas condiciones, la glucosa eficientemente en 4cido lactico. Sin embargo,
el crecimiento y la velocidad de formacion de biomasa se incrementan cuando se utiliza
nitrato como aceptor final de electrones y se produce un cambio en el perfil de formacion

de productos.

4.- El crecimiento anaerdbico es tan rapido bajo respiraciéon de nitratos como en
condiciones aerobias y necesitan estar presentes tanto el aceptor final de electrones (nitrato)

como un donador (Glucosa).

El empleo de una proporciéon molar de 1.4 glucosa / nitrato, permite que las coenzimas
reducidas se utilicen en la conversion de nitrato a nitrito, después de una acumulacion de
éste ultimo se induce la nitrito reductasa que convierte el nitrito en amonio y los
metabolitos que principalmente se acumulan son acético y acetoina. Una limitacién de

nitrato lleva a la formacion de butanodiol en lugar de acetoina

La produccion de acético en condiciones de respiracion de nitratos representa la via mas

importante de obtencidn de energia, esta le permite producir ATP y poder reductor.
5.- Cuando se termina el nitrato y la glucosa, no se presenta una fase estacionaria como la

observada en condiciones aerobias, sino lisis celular motivo por el cual tanto la formacién

de esporas, como la actividad de B-galactosidasa son practicamente inexistentes.
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6.- El empleo de cultivos alimentados con nitrato-glucosa, permitio establecer una fase
estacionaria. En estas condiciones la actividad especifica de f-galactosidasa (expresion de
aprE) es tan alta como la determinada en aerobiosis, sin embargo el nivel de esporulacién
es menor al 0.1%. Estos hechos sugieren que B. subtilis inicia el proceso de esporulacion
pero no logra completar el mismo. La induccién de aprE, en dos cepas con diferentes
niveles de expresion, indican que es posible la produccion de subtilisina u otras enzimas
hidroliticas, tanto en birreactores como en el suelo, en condiciones anaerobias con

respiracion de nitratos.
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9.0 PERSPECTIVAS.
1.- Debido a que el metabolismo anaerobio de Bacillus subtilis parece sencillo, se podria
utilizar en la produccion de algunos metabolitos como; acido acético, acido lactico, etanol,

butanodiol, etc.

2.- Evaluar que otras fuentes de carbono pueden ser metabolizados en condiciones de

respiracion de nitratos, por ejemplo: almidén, xilosa, arabinosa, etc.

3.- Estudiar la produccién de enzimas hidroliticas en condiciones anaerobias.

4.- Empleando fusiones transcripcionales con -galactosidasa con genes involucrados en el

proceso de desarrollo, evaluar en que punto se detiene el proceso de esporulacion.

5.- Evaluar el empleo de la ruta de las pentosas por medios bioquimicos en condiciones

anaerobicas.
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11.0 APENDICES.
11.1 PRESENTACION DE ARTICULO.
En el manuscrito se presentan los resultados obtenidos en cultivos por lote, aerobios y
anaerobios, en los cuales se varid la concentracion del nitrato, a una concentracion fija de
glucosa en medio complejo, asi como los obtenidos con los cultivos alimentados (J.
Espinosa- de-los Monteros, A. Martinez y F. Valle. 2001. Metabolic profiles and aprE
expression in anaerobic cultures of Bacillus subtilis using nitrate as terminal electron

acceptor. Appl. Microbiol. Biotechnol. 57:379-384.
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Abstract Cultures using nitrate as the terminal electron
acceptor were conducted in Schaeffer’s medium to eval-
uate the growth performance and metabolic profiles of
Bacillus subtilis, and its potential to express the aprE
(subtilisin) gene under anoxic conditions. Nitrate was
converted to ammonia through nitrite reduction; and dif-
ferent product profiles were obscrved during the growth
phase when nitrate was added at various concentrations
(424 mM) to Schaeffer's medium containing glucose
(4 g IF). If nitrate was not limiting, then acetic acid and
acetoin were accumulated, suggesting a limitation of re-
duced cofactors but, if nitrate became limiting, then lac-
tic acid and butanediol were accumulated, suggesting an
excess of reduced cofactors. Due to a strong lysis at the
onset of the end of the growth phase, sporulation fre-
quency and aprE expression were negligible in anaero-
bic batch cultures. Fed-batch fermentation allowed the
development of a stationary phase through a continuous
supply of glucose and nitrate, In this case, sporulation
frequency was almost null, but interestingly aprE ex-
pression was similar to that found in aerobic cultures.

Introduction

Bacillus subtilis is a host commonly uscd for the indus-
trial production of degradative enzymes, such as subtili-
sin (Zukowski 1992). Subtilisin is coded by the aprE

gene and its production is triggered at the onset of the
stationary phase. aprE-lacZ translation fusions have
becen used extensively to characterize aprE expression
under aerobic conditions (Ferrari et al, 1986, 1993;
Martinez ct al. 1997).

In the absence of oxygen, B. subtilis can use nitrate as
the final electron acceptor for respiration (Priest 1993).
Until now, most of the work related to its anaerobic
physiology has dealt with cloning, sequencing, charac-
terization, and regulation of B. subtilis genes involved in
the respiratory nitrate reductase system (Nakano et al
1997; Nakano and Zuber 1998). However, there is a lack
of studies quantifying metabolic profiles, kinetic param-
eters of cellular growth, and sporulation-related events,
such as the production of degradative enzymes under
conditions of anaerobic nitrate respiration.

To evaluate the physiological performance of B. sub-
tilis during anaerobic growth, including product-forma-
tion profiles and kinetic parameters, we studied the ef-
fect of different initial nitrate concentrations in pH-con-
trolled batch cultures. To avoid cellular lysis and to al-
low the development of the stationary phase in anaerobic
cultures, nitrate and glucose were fed at the end of the
exponential growth. aprE gene expression was assessed
in these cultures as -galactosidase enzyme activity, us-
ing an aprE-lacZ translation fusion integrated into the
amyE locus of B. subtilis.
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Materials and methods

Microorganism, inocula development and media

B. subtilis strain BSR6 (AnprE, AamyE, hisA, glyB, aprE::lacZ,
CmP®; Jan et al. 2000) containing an aprE-lacZ translation fusion
integrated into the amyE locus was used in all experiments. Stock
cultures were maintained in frozen vials at —70 °C containing 12%
glycerol. For fermentor cultures, SchaefTer's sporulation medium
at pH 7 (Schaeffer et al. 1965) was used and supplemented with
glucose, nitrate, or both, as indicated in the Results. A loop of
cells taken from frozen stock was transferred to a test tube with
3 ml Luria broth. After 12 h, | ml was transferred 1o 125-ml
T-flasks containing 25 m! of Luna broth. Inocula were grown to
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an optical density at 600 nm (ODjgy,) of 1.0 (approx. 2 h). Test
tubes and flasks were incubated at ?L? °C and 300 rpm (G25 incu-
bator; NBS Scientific Co., New Brunswick, N.J.).

Fermentor cultures

All fermentor cultures were initiated with 2% inoculum. Aerobic
and anaerobic batch cultures were carried out in a2 baffied, stirred-
tank fermentor at 37 °C and 500 rpm. with 2 working volume of
1 1 (Multigen fermentor; NBS Scientific Co., New Brunswick,
N.1). The Fennentor was equipped with one six-biade Rushton im-
peller. The pH was controlled a1 7 by automatic additions of 0.5 M
NeOH or 035 M H,PO; solutions. Dissolved oxygen was
measured with & polarographic oxygen probe (Metiler-Toledo,
Wilmington, Mass.). Foam was controlled with 5% (w/v) food-
grade silicone. For aerobic cultures, a flow rate of 1 vvm was used
and oxygen partial pressure never dropped below 20% of air satu-
ration.

For anacrobic cultures, preliminary tests with the use of the
oxygen probe showed that values of 0% in oxygen partial pres-
sure do not mssure anaerobic conditions; and a high variability
was found in culture pcrformance. As reported (Kjaeergaard
1977; Srinivas et al. 1988), redox values are reliable in sensing
very low levels or depletion of oxygen in liquid cultures. Hence,
an evaluation was carried out, sparging nitrogen gas at a flow rate
of 100 ml min-! before inoculation; and anaerobic conditions
were defined when a stable value was reached using a redox
probe (Mettler-Toledo, Wilminglon, Mass.). Such conditions
were observed afler 4 h of nitrogen bubbling and a value of about
=90 mV was antained. To increase accuracy in anaerobic condi-
tions, nitrogen was sparged for 5 h before inoculation and
throughout mcubation.

Fed-batch anacrobic cultures were run at the same conditions
used in baich culture, with an initial concentration of 4 g glucose
H and 16 mM nitrate (i.e. a 1.39 molar ratio). Fed-baich operation
was initiated before nitrate and glucose depletion (glucose concen-
tration above 1 g 1-). A solution of glucose and nitrate, with the
same molar ratio used for the initial baich stage, was fed at a flow
rate of 0.24 mi min-!, using a peristaltic pump (Miniplus 2; Gil-
son, Nilliers, France). The fed solution was prepared at a concen-
tration of 0.46 M for glucose and 0.34 M for nitrate.

Analytical methods

The ODgy, was measured with a DU-70 spectrophotometer
(Beckman, Fullerton, Calif.) and was converted (o dry cell weight
per liter, according to a calibration curve (1 OD=0.35 g I-'). Sam-
ples were centrifuged and frozen until enalysis. Glucose was mea-
sured with an enzymatic analyzer (Ektachem DT60 II; Kodak, Ro-
chester, N.Y.). Acctate, lactate, acetoin, succinate, and butanediol
were measured by HPLC analysis (Martinez et al. 1998). Nitrate
and nitrite were determined with Merkoguant test strips and 2 RQ
flex refractometer (Merk, Darmstdt, Germany). Spores resistant to
heal were estimated as described by Nickolson and Setlow (1990)
and quadruplicate counts of each dilution were done. B-Galactosi-
dase activily was measured and one unit (U) of enzyme activi
was defined as the amount of enzyme hydrolyzing | nmol ONP
min~! at 28 °C (Ferrari et al. 1986).

Results

Acrobic and anaerobic growth
of B. subtilis in medium with and without glucose

In order to characterize B. subtilis anaerobic perfor-
mance, aerobic and anaerobic cultures were compared
using Schaeffer's medium alone and Schaeffer’s medium

Eio,m Hgl\g
- =k g
gum a[Ef] :g
4 aooto e © g e
0 1 2 3 4 8 67 @8 8w _
gnlw wg 55
L3S
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o9 o.m o] o
) 18 20 2%
Time (h)

Fii..:-—c Bacillus subtilis batch cultures: a Aerobic culture in
Schaeffer's glucose (4 g ') medium, b Anaerobic culwure in
SchaefTer’s glucose (4 g I-') medium, and ¢ Anaerobic culture in
Schaeffer's medium with 4 mM nitrate

supplemented with 4 g glucose I-. The specific growth
rate in aerobic batch cultures was 1.41 h-! and the maxi-
mum biomass at the onset of the stationary phase was
0.88 g I, Acetic acid was the only product detected dur-
ing growth and eventually it was consumed during the
stationary phase. Sporulation frequency and B-galactosi-
dase enzymatic activities related to the expression of
aprE are shown in Table 1. When glucose was added to
Schaeffer’s medium under aerobic conditions, increased
values of biomass and acetic acid concentrations were at-
tained (Fig. la, Table 1). Acetic acid was also consumed
during the stationary phese. During the first 2 h of
this culture, a growth rate similar to that obtained in
Schaeffer's medium was obscrved and a second growth
phase was developed with a lower rate (0.52 h-'). Likely
due to a catabolic repression cffect of glucose, both spo-
rulation frequency and f-galactosidase activitics were
approximately half of those observed for the aerobic
control experiment (Table 1).

B. subtilis did not grow when it was cultured
under anaerobic conditions using Schaeffer’s medium
(Table 1). Only when an electron donor (glucose) was
added (and after 2 lag phase of 7 h) was growth achieved
(Fig. 1b). An 83% and 96% reduction in growth rate and
maximum biomass was obtained, respectively, in
comparison with aerobic Schaeffer's glucose culture
(Table 1). Glucose was partially consumed and lactic ac-
id was the only product detected. In addition, sporulation
was absent and only negligible f-galactosidase activity
was detected (Table 1).
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Table 1 Summary results of batch cultures with Bacillus subtilis
BSR6 and cither Schaeffer's medium alone or Schaeffer’s glucose
medium under aerobic and anaerobic conditions. B-Gal Specific
B-galaciosidase activity attained 4 h afier the end of exponential
growth, glucose glucose added at 4 g I-', Lag lag phase duration, g
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specific growth rate, Second siage specific growth rate during the
second exponential stage, Sporulation sporulation frequency at
18 h after the end of exponential growth, X, maximum biomass
obtained at the end of exponential growth

tions (4-24 mM) as electron acceptor. Kinetic profiles

0 o 8 10 15 20

Medium Condition La u Product B-Gal Sparatation
) &) (U MBoomass™) (%)
Schaeffer’s Aerobic 0 1.41 0.88 Acetate 600 32
Schaeffer’s + glucose Acerobic 0 1.47 2.1 Acetate 329 14
Second stage 0.52
Schaeffer's Anaerobic - 0.0 0.0 None 0 0
Schaeffer's + glucose Anaerobic 7 0.25 0.10 Lactate 10 0
Usc of nitrate as final electron acceptor w g
g 1.00 - 20 E
When Schaeffer's medium was supplemented with ni- § (. ::: 3
trate (4 mM) for anaerobic growth, a long lag phase was j,..__.._ 5 i‘
obtained (15.5 h; Fig. 1¢). The specific growth rate dur- 0.00 r , : d . 0 <
ing the exponential growth phase (0.72 h-') was half of o5
that developed under aerobic conditions, but almost three § * et
times the value for anaerobic Schaeffer’s glucose cul- : P §
ture. However, a very low biomass production was at- ! 3 s
tained (0.09 g ). Acetic acid and nitrite were accumu- 8 . 5 g
lated (Fig. 1c). No sporulation was observed and a negli- ' o T 2
gible B-galactosidase activity was detected (26 U mg™' g 77 s E
biomass). 1 ¥ -2 3
g 10 4 : E
= |35 R— -
Effect of nitrate concentration on B. subtilis growth 9 Booso e i s ot il
in the presence of glucose - 2z
E L - E
Cultures were grown to assess B. subtilis cein £ 44 £
Schaeffer's medium complemented with glucose (4 g I') i 2 - - Fa i
as an clectron donor and with various nitratc concentra- 0 Sy ? ; 1 -0
5 10 15 20
Time (k)

for two nitrate concentrations are shown in Fig. 2; and
Table 2 summarizes some parameters of these cultures.
The lag phase was reduced to 56 h. As nitrate concen-
tration increased, total glucose consumption increased
too and, for nitrate concentrations above 12 mM, glucose
was totally consumed. Biomass production increased
from 0.5 g 1! to an average of 1.04 g I-! for nitrate con-
centrations ranging from 16 mM to 24 mM. Clearly, two
growth phases were observed for cultures with nitrate
concentrations above 4 mM (Fig. 2). The initial specific
growth rate was 1.0 h~! on average (+0.08 b'), i.e. only
a 32% reduction with respect to the growth rate obtained
in acrobic conditions. Meanwhile, a decline in growth
rate was observed for the second phase, with a mean val-
ue of 0.28 b~ (20.05 b') for cultures with nitrate con-
centrations of 824 mM.

As shown in Table 2, the accumulation of fermenta-
tion products is dependent on nitrate and glucose avail-
ability. As nitrate concentration increased, lactic acid ac-
cumulation decreased. Meanwhile, acetic acid accumula-
tion increased with nitrate concentration. Butanediol
accumulation was practically constant from 4 mM to

Time (h)

Fig.2 Examples of B. subtilis batch anaserobic cultures in
Schaeffer's glucose medium supplemented with different nitrate
concentrations. Solid circles 4 mM nitrate, open circles 20 mM
nitrate

16 mM nitrate and no significant accumulation was ob-
served above 16 mM. Meanwhile, acetoin accumulation
was observed only for concentrations higher than
16 mM. Under nitrate-limiting conditions, or for molar
ratios of glucose/nitrate higher than 2.78, molar concen-
trations of lactate and butanediol were predominant over
acctate and acetoin. For all experiments under anaerobic
conditions described above, cellular lysis was observed,
following exponential growth. Hence sporulation fre-
quency and f-galactosidase activity were practically null
in anaerobic batch cultures, compared (o those observed
under aerobic conditions (scc Tebles 1, 2).
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Table 2 Summary of batch anaerobic cultures parameters with 8.
subrilis BSR6 using different nitrate concentrations and Schaef-
fer's medium with glucose 22.2 mM. Values shown for glucose,
nitrate, nitrite, lactate, acetate, butencdiol and acetoin were ob-
tained at the end of exponential growth. f-Gal activity Maximum
specific B-galactosidase activity attained aficr the end of exponen-

tial growth, Biomass maximum biomass obtained at the end of ex-
ponential growth, u Ist stage specific growth rate during the first
exponential growth stage, u 2nd stage specific growth rate during
the second exponential growth stage, Sporulation sporulation fre-
quency 18 h after the end of exponential growth

Parameter Units Nitrate (mM)
4 8 12 16 20 24
Glucose/nitrate ratio mol mol~! 5.56 2.78 1.85 1.39 1.11 0.93
st stage h! 1.02 0.96 1.16 0.92 1.0 0.98
4 2nd stage h-! - 0.26 0.2 0.3 0.31 0.34
Biomass gk 0.5 0.71 0.86 0.95 1.16 0.99
Glucose consumed mM 10.1 13.0 173 213 213 22.0
Mitrate consumed mM 4.01 8.0 11.7 16.3 18.7 16.8
Residual niirile mM 0.0 0.0 0.0 0.0 0.4 0.04
Lactate mM 8.6 3.9 333 1.86 2,05 1.12
Acetate mM 6.3 11.67 17.42 21.8 20.65 19.01
Butanediol mM 29 4.0 4.0 44 0.0 0.6
Aceroin mM 0.0 0.0 0.0 2.1 9.8 93
Sporulation % 0.0 0.0 0.0 0.01 0.01 0.001
B-Gal activity U mg! 26.0 14.0 8.0 380 3.0 23.0
Fed-batch cultures - 5
) 2 1.000 4 -4 g
It is known that B. subtilis is prone to lysis in aerobic, glu- I s
cose-depleted cultures (Jollife et al. 1981, Martinez E E
et al. 1997). We found that B. subtilis also lysed when glu- 3 2100 r2 3
cose and/or nitrate were depleted in anaerobic Schaeffer’s " E't 5
glucose/nitrate cultures. Hence, to avoid B. subtilis lysis in 0.0010 3 Lo
anaerobic conditions, fed-batch cultures were implement- 0 5 10 15 20 25 30 35 4D 45
ed to maintain a stationary phase. Three cultures were 20 5
conducted and similar results were obtained. A representa- g
tive onc is shown in Fig. 3. A relatively high concentra- g 15 3
tion of biomass was obtained (1.8 g ') and a clear sta- = i [3 '«
tionary phase was developed. Sporulation frequency § (3 £
(0.29%) was 100 times lower than that observed under o B g
aerobic conditions; and B-galactosidase specific activity § [
(15 h after the onset of the stationary phase) was very
close to that obtained in aerobic batch Schaeffer’s glucose 250 T bl
medium (280 U mg~! biomass; Fig. 3). 3 'g 200 ]
= § 250 1
g = 200 -
Discussion e 5 150
£ 100 4
B. subtilis growth is limited in anaerobic conditions c; - 50
if medium is supplemented with only glucose or nitrate - AREEN ISP e S

B. subtilis was not able to grow in anaerobic Schaeffer’s
(complex) medium and the addition of glucose or nitrate
was necessary lo obtain growth under such conditions.
When glucose was added to Schaeffer’s medium, fermen-
tation was homolactic and, probably due to an inability to
recycle reduced coenzymes, growth was limited. When
nitrate was added, an electron acceptor was present and
the reduced coenzymes produced could be recycled. The
specific growth rate was half the value of that obtained in
aerobic condition and acetic acid was produced with the
concomitant production of ATP (Nakano et al. 1997).
However, biomass production was limited by the amount
of fermentable compounds in the medium.

DBFD1§1025!DGS‘O‘E
Time (h)

Flg. 3 Anaerobic fed-batch fermentation of B, subtilis. Arrow denotes
the time at which feeding was initiated (see Materials and methods
for a detailed description). -gal Act. B-Galactosidase activity

Nitrate availability controls fermentation product
profiles with Schaeffer’s glucose medium

Fermentation and respiration took place simultaneously
when glucose and nitrate were added together to
Schaeffer’s medium and both the growth rate and bio-
mass production became comparable to values observed
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NAD* NADH+H*

NAD* NADH+H+
Pyruvate ;—i Acetyl-CoA

o=

NAD* NADH+R*

Butanediol | Acetoln |
NADH+H+ NADH+H+
NAD* NAD*
NO,'I No;l ml‘cl
ATP
Nitrate Uimlited Nitrate excess

Fig. 4 Pathways showing fermentation products (in rectangles) and
cofactor requirements for B. subtilis cultures under anaerobic condi-
tions for limiting and non-limiting nitrate concentrations. Left side:
fermentation products that use reduced NADH for formation. Right
side: fermentation products that allow the ion of additional
reduced NADH and produce ATP during formation. Reduction of
nitrate using additional reduced NADH allows the generation of
ATP; and reduction of nitrite to ammonia avoids toxic effects

in acrobic condition; and two growth stages developed
for B. subtilis in anaerobic cultures in the presence of
glucose and nitrate. During the rapid growth phase, the
specific growth rate was only 32% lower than the aero-
bic counterpart. As rich nutrients were exhausted, there
was & two-thirds decline in the growth rate; and growth
stopped when ecither nitrate or glucose was depleted.
Glucose was consumed mainly dunng the second expo-
nential growth phase, with a mean glucose consumption
rate of 7.7 mmol g~ h~'. This value is similar to that
found in continuous or fed-batch aerobic cultures at high
specific growth rates (Sauer et al. 1997; Martinez et al.
1998), indicating that glycolytic activity is high under ni-
trate respiration conditions. As shown in Fig. 4, fermen-
tation patterns changed with nitrate availability. When
nitrate was limiting, an excess of reduced coenzymes
was produced and could not be recycled; and preferen-
tially lactic acid and butanediol were produced. When
nitrate was in excess, acetoin and acetate were preferen-
tially accumulated. These results suggest a hierarchy on
reduced coenzyme utilization. Firsi, they are used for ni-
trate and nitrite reduction and, later on, for acetoin re-
duction to butanediol; and only when nitrate, nitrite, and
acetoin become limiting, is lactic acid produced. Acetic
acid and acetoin fermentation is energetically better, be-
cause more ATP is produced and the maximum amount
of reduced coenzymes needed for nitrate reduction to
ammonium is obtained. In summary, these results show
that the glucose/nitrate ratio needs to be about 1.39 in or-
der to maintain a balanced respiro-fermentative growth
(see Table 2). Our sporulation results from batch cultures
are in concordance with previous results (Hoffman et al.
1995), which reported thet B. subtlis lost its ability to
sporulate under anaerobic conditions.

Fed-batch cultures avoid lysis
and allow the expression of the subtilisin gene

The aprE expression is regulated through a complex net-
work (Valle and Ferrari 1989; Ferran et al. 1993). Con-
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comitant with the beginning of the developmental pro-
cess and spore formation in aerobic conditions and rich
media, aprE expression is triggered at the onset of the
stationary phase (Ferrari et al. 1986, 1993; Martinez et
al. 1997).

As reported previously for aerobic cultures (Jolliffe et
al. 1981; Martinez et al. 1997), a strong lysis was also
observed in anaerobic cultures when either glucose
(clectron donor) or nitrate (electron acceptor) was de-
pleted. Lysis was present in all batch cultures and was
three times faster afier glucose depletion than after ni-
trate depletion. Hence, no cells were available for aprE
expression. The use of fed-batch techniques allowed the
development of a stationary phase and avoided the lysis
stage, through the continuous supply of an electron do-
nor and acceptor. The development of a stationary phase,
together with a low glucose concentration in the culture
medium, probably initiated the developmental process.
Under these circumstances, a low frequency of sporula-
tion was observed (0.29%), confirming the limited ca-
pacity of B. subtilis to sporulate under anaerobic condi-
tions. However, B-galactosidase activity, related to aprk
expression, was as high as that observed for aerobic cul-
ture with the same medium. To our knowledge, this is
the first report of aprE expression from B. subtilis in an-
aerobic conditions. Hydrolytic enzymes are produced
when simple sugars are limited, a situation which can oc-
cur paturally under aerobic or anaerobic conditions, al-
though the metabolic energy requirements under anaero-
bic conditions are difficult to satisfy. Therefore, the con-
tinuous addition of nutrients in limited amounts is neces-
sary for the production of these enzymes under anaerobic
conditions. Nevertheless, the B-galactosidase values un-
der anaerobic fed batch were similar to values under aer-
obic conditions with Schaeffer’s glucose medium (280 U
vs 330 U B-galactosidase mg~! biomass); and optimiza-
tion studies can lead to an improvement in aprE expres-
sion under anaerobic conditions, Furthermore, anaerobic
cultures have the advantage of simple and safe operating
conditions, with less energy consumption than aerobic
cultures. It is likely that other genes that code for degra-
dative enzymes or other heterologous proteins under the
control of the aprE regulatory region can be expressed
using nitrate/glucose, anaerobic, fed-batch cultures; and
further work needs to be done in this direction. B. subti-
lis has the capacity to metabolize a wide range of carbon
compounds, from simple sugars to polymers, so the pro-
duction of fermentation products, such as acetoin and
butanediol, or derivatives of these, can be done by con-
trolling the anacrobic metabolism. Overall, these results
demonstrate the ability and strategies of B. subtilis for
survival under anaerobic conditions.
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11.2. GENES INVOLUCRADOS EN EL METABOLISMO ANAEROBIO EN

Bacillus subtilis

Gen Probable funcidn o producto Homologia en Escherichia coli

aprE Proteasa alcalina

nprE Proteasa neutra

lacZ [-galactosidasa lacZ

spo genes del proceso de esporulacion

reskE Sensor con actividad cinasa: respiracion

aerobia/anaerobia

resD Regulador de la respuesta: respiracion
aerobia/anaerobia

fur Regulador anaerébico [fur

nark, nirC Proteinas que participa en el nark, nirC

transporte de nitrato y nitrito

narGHIJ Forman parte y participan en la narGHIJ

formacion de la nitrato reductasa narZYWwv

nasDEF Forman parte y participan en la nirBD
formacion de la nitrito reductasa

arfM Modulador de la respiracion y
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fermentacion anaerobia

lctEP

transporte de lactato

alsSD

hmp

pta

ack

Lactato deshidrogenasa y

Acetolactato sintetasa y descarboxilasa

Flavohemoglobina

Fosfotransacetilasa

Acetato cinasa

IdhA

hmp

pla

ack
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