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1.0 RESUMEN 

Bacillus subtilis es el microorganismo Gram + mas ampliamente estudiado. Sin embargo, 

por mucho tiempo se postuló que era un microorganismo estrictamente aerobio y por tanto 

existen relativamente pocos estudios en condiciones anaeróbicas 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 vías de fennentación 

son activas en presencia de nitrato como aceptar de electrones, así mismo no se sabe si 

esporula o sí inicia este proceso en estas condiciones, motivo por el cual se inicio el 

presente estudio. 

En este trabajo se encontró que Bacillus subtilis crece ineficientemente por fermentación, 

aproximadamente 30 veces menos en comparación con el crecimiento obtenido en 

condiciones aeróbicas con el medio rico ampliamente usado para estudios de esporulación y 

producción de proteasas (medio Schaeffer) suplementado con glucosa. Sin embargo el 

crecimien to es mayor en condiciones anaerobias bajo respiración de nitratos. 

La respiración de nitratos fue utilizada para caracterizar fisiológicamente el funcionamiento 

y la capacidad de Baeillus subtilis para crecer, esporular y evaluar el nivel de expresión de 

la fusión lranscripcional del promotor de aprE con {aeZ, bajo condiciones anaerobias, 

empleando medio Schaeffer-glucosa y cultivos lote y lote alimentado. El promotor de aprE 

controla la expresión de la proteasa alcalina conocida como subt ilisina y es empleado como 

un marcador del inicio del proceso de esporulación en B. subtilis. La enzima 13-

ga lactosidasa (LacZ) fue utilizada como reportero de este promotor. Se establecieron como 

condiciones anaeróbicas, con la ayuda de la medición en linea del potencial de oxido­

reducción, el burbujeo de nitrógeno gaseoso por al menos 5 h antes de la inoculación a un 

flujo de 100 ml/min y de 500 ml/min durante los cultivos. En estas condiciones se encontró 

que el nitrato es convertido en amonio, teniendo como intermediario la reducción de nitrato 

a nitrito. Es decir, se indujeron las act ividades de nitrato y nitrito reductasa en cond iciones 

anaeróbicas en presencia de nitrato y glucosa. 
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Cuando el nitrato se agregó en diferentes concentraciones, se obsenraron diferentes perfiles 

metabólicos durante la fase de crecimiento. Si el nitrato no es limitante, se observa una 

acumulación de ácido acético y acetoina, sugiriendo una limitación en la generación de 

coenzimas reducidas. Por el contrario, si existe una limitación de nitrato, teniendo glucosa 

en exceso, tanto el ácido láctico como el butanodiol son acumulados, sugiriendo un exceso 

en la producción de ca enzimas reducidas. La producción de biomasa se incrementó 

confonne se aumentó la concentración de nitrato, y en comparación con experimentos 

control en condic iones aerobias, se detectó una disminución de tan solo el 32% en la 

velocidad de crecimiento. 

Bajo condiciones no limitantes de nitrato se observó una ve locidad de consumo de glucosa 

similar a la obtenida en condiciones aerobias. Los balances de oxido-reducción, carbono e 

hidrógeno indican que los componentes del medio Schaeffer fueron utilizados para la 

generación de células, la glucosa fue catabolizada a productos de fermentación para la 

producción de energía y las coenzimas reducidas producidas se utilizan en una fonna 

acoplada a la reducción del nitrato a amonio. El ciclo de Krebs se mantiene inactivo, debido 

a que B. subtilis toma los nutrientes (aminoácidos, vitaminas y micronutrientes) del medio 

Schaeffer para el anabolismo y la glucosa es utilizada como fuente de energia. A partir de 

la glucosa, la producción de ácido acético suministra casi el 50 % de la energía producida, 

la ruta de la acetoina-butanodiol y la reducción del nitrato a nitrito proporcionan un 2S % 

cada una. 

El empleo de cultivos alimentados, al través del suministro continuo de glucosa y nitrato, 

pennitió el desarrollo de una fase estacionaria. Aún en estas condiciones, la frecuencia de 

esporulación resultó bastante reducida (menos del 1%), no obstante la producción de /3-

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 esporulac ión, 

pero no lo completa de manera eficiente. 
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1.1 ABSTRACT 

Bacillus subrilis is the best known Gram + microorganismo However, for a long time ir 

was bel ived, it was an strict aerobic microorganism and quite few studies were done on 

anaerob ic candilios and unavailable under controled (bioreactor) conditions. From a 

kinetic, stequeometric and energetic point of view it is 001 knowm haw it grows and what 

fermentat ion pathways are use when nitrate is used as an electron acceptor, al 50 it is nol 

known if it can sporulate or ir al last it can begin the formation of spores under this 

conditions, these are the reasoos why this study was started. 

The growth of Bacillus sllbrilis under fermentation conditions is very lo\\', about 30 times 

less than that observed in aerobic cultures, when a rich medium widely used for studies fo r 

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 subrilis 

grows, sporulate and determine the expression of the lacZ transcriptional rusion on the 

aprE promOler under anaerobic conditions in Schaeffer-glucose rnedium with batch and 

fed-batch cultures. AprE promoter control alcaline protease "subtilisin" express ion and is 

employed as a marker for (he sporulation process initiation in B. subtilis. J3-galactosidase 

(LacZ) reponer of the promoter was used to determine the begining of the sporulation 

process. Anaerobic conditions \Vere stablished using on line redox measurements, nilrogen 

gas was sparged for al leasl 5 h before inoculation at 100 ml/min flow rate and during the 

experiments a 500 ml/min flo\V rate was employed. Under these conditions , it was found 

Ihal nitrale is transformed into amrnonia, having nitrite as an intermediary. Nitrate and 

nitrite reductases were activated when glucose and ni trate were present in anaerobic 

conditions. 

When nitrate was added at variable concentrations, differences in metabol ic patterns were 

observea. If nitrate is not limited, then acetic acid and acetoin \Vere accumulated, 

suggesting a limitation on the production of reduced cofaclors. Conversely, if nitrate was 

limited and glucose was in excess, then lactíc acid and butanediol were accumulated 

suggesting and excess of reducing cofactors production. Bíomass 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 \Vas 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 !he glucose 

was catabolized to fermentatíon products accumulation in order to obtain energy. Reduced 

coenzymes produced are employed for nitrate reduction to arnrnonia. Krebs cycie remains 

inactive because B. subrilis 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-butanedíol 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 condítions, 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 INTRODUCCIÓN 

Se ha calculado que la vida se originó en la tierra hace aproximadamente 4000 millones de 

años y durante los primero 1000 millones de éstos, el planeta se encontró en condiciones 

anaerobias. El oxígeno molecular actualmente es encontrado en cantidades apreciables en 

áreas que están en contacto directo con el aire o donde existen organismos que puedan 

llevar a cabo fotosíntesis oxigénica. Todo el tiempo que la tierra estuvo en condiciones 

anaeróbicas y la gran cantidad de nichos que se han encontrado en esa condición, han hecho 

que la diversidad actual de organismos con la capacidad de crecer en estos ambientes sea 

muy grande. Así mismo, los microorganismos que se han adaptado a estas condiciones, han 

desarrollado a la par una amplia variedad de posibilidades metabólicas para sobrevivir y 

reproducirse en diferentes nichos. 

Debido a sus características, Bacillus subtilis, microorganismo cuyo habitat natural es el 

suelo, se encuentra ampliamente distribuido en la naturaleza. Entre sus principales 

características se encuentra su capacidad para fonnar esporas en diversas condiciones de 

estrés, crecer en un intervalo amplio de temperaturas (desde 15 hasta 55 OC), presentar 

motilidad, aerotaxis y velocidades de crecimiento altas, sobrevivir en concentraciones 

salinas (hasta el 7% de NaCl), producir una amplia variedad de antibióticos y enzimas 

hidroliticas extracelulares (Nakamura el al., 1999). 

Muchos factores fisicos y químicos influyen en el fenotipo de un microorganismo en un 

determinado hábitat. Este fenotipo esta controlado por diversos mecanismos que pueden 

ser: en el ámbito genético por inducción y represión; a nivel enzimatico por activación o 

inhibición; a nivel catalítico por las propiedades bioquímicas de las enzimas; así corno por 

el tipo y concentración de sustratos y productos en el medio. Entre estos factores, la 

concentración de oxígeno es especialmente importante. Por ejemplo, los orgamsmos 

aeróbicos presentes en el suelo consumen rapidamente el oxígeno disuelto, de tal forma que 

las capas más internas del suelo son prácticamente anaeróbicas. Además, muchos 

ambientes acuáticos a cierta profundidad, el mmen 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 oxígeno, los organismos se 

dividen en tres grupos (Schmitz el al .. 1999): a) aerobios que pueden utilizar otros 

aceptores finales de electrones diferentes al oxígeno, tales como el nitrato y el nitrito, entre 

otros. El transpone de electrones desde NADH hasta estos aceptores esta acoplado a la 

fosfori lac ión de ADP; b) facultativos; y c) anaerobios estri ctos. 

La solubi lidad del oxígeno en el agua es baja. En el equilibrio con aire a 1.013 bar (1 

atmósfera de presión) y 37°C, el agua pura contiene 7 mgll de oxígeno disuelto , lo cual 

eq ui vale a 220 micro-moles en un litro (220 ).lM). La di sponibilidad de oxigeno depende de 

su velocidad de transpone, la cual es función del gradiente de concentración desde la 

interfase (o sitio de mayor concentración) hasta el sitio de reacc ión. En condiciones 

limitantes de oxígeno la medición de este transporte es dificil de lograr, por lo que se ha 

usado a la concentración en el seno del medio que rodea a las células como un indicio de 

una condición anaerobia, obviamente estos resultados varían de autor a autor, ya que 

finalmente depende de las condiciones experimentales empleadas. Algunos autores 

versados en el tema, han definido que la transición de una condición aerobia a una de 

respiración anaerobia, medida por el inicio en el incremento de la expres ión de genes como 

los de la nitrato reductasa respiratoria (narGHIJ), se da a una concentración de oxígeno 

alrededor de 22 ).lM Y alcanzan su máxima expresión conforme esta concentración 

disminuye (Tseng el ar, 1996), es decir a un orden de magnitud menor al de saturación en 

las condiciones arriba indicadas. Mediante un estudio de microarreglos recientemente se ha 

detenninado que, varios cientos de genes son inducidos o reprimidos a diferentes niveles de 

expresión en B. Sublilis con el cambio gradual hacia condiciones menores en oxígeno (Ye 

el al., 2000). 

Por mucho tiempo se considero a B. subtilis como un microorganismo aerobio estricto, a 

pesar de que se conocía que podía reducir los nitratos (Slepecky y Hemphill 1992), y que 

puede crecer en condiciones de limitación de oxigeno fornlando productos de fermentación 
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(Moes el al., 1985). Estos últimos autores encontraron que a concentraciones limÍtantes de 

oxígeno disuelto ligeramente superiores a 3.13¡..tM (0.1 ppm; aproximadamente dos 

ordenes de magnitud por debajo del valor de saturación a 1 atmóstera 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 el al. , 

1995; Hoffman el al, 1995). Esto fue motivado, en parte, por el hecho de que confomle se 

llevaba a cabo la secuenciación de su ADN, se encontraron genes con similitud a aquellos 

de otros microorganismos que pueden vivir en condiciones anaerobias (Presecan el al. , 

1997). 

Por otro lado, el ciclo del nitrógeno está fonnado por el cambio de su fonna elemental y 

estable en la atmósfera, a las fonnas combinadas encontradas en suelos, aguas y sistemas 

biológicos y de aquí nuevamente a la atmósfera. En este devenir del nitrógeno es que los 

procesos asimilatorios, respiratorios y des-asimi latorios 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 nitrógeno, otros lo 

reducen, a veces lo hacen simultáneamente. Antes que el oxígeno existiera en la atmósfera, 

ya se encontraban fonnas combinadas del nitrógeno en la naturaleza y por lo tanto se piensa 

que fonnas de vida anaeróbica existieron primero que la vida aeróbica (Richard son, 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 limitación 

de nutrientes, de densidad de población o de respuesta a condiciones de estrés, se generan 

una serie de señales que modulan el inicio de la esporulación (Lazazzera, 2000). Otro 

aspecto interesante es que en general no todas las células inician, ni dan lugar a la 

formación de esporas (Grossman, 1995). Parte de la población queda en un .estado aún no 

estudiado. El primer evento morfológico del proceso de esporulación que puede observarse 

con el microscopio, es la fonnación 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 transición. Otra característica importante de 
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está fase es que la síntesis de las proteasas extracelulares, incluyendo a la proteasa alcalina 

denominada subtilisina (AprE), y otras enzimas hidrolíticas se encuentran a su máximo. 

Como se mencionó anteriormente, las investigaciones tendientes a entender los 

mecanismos moleculares que permiten el crecimiento de B. subtilis en condiciones 

anaerobias de fermentación y de respiración de nitratos se han iniciado en los últimos años. 

Sin embargo, dado que estos estudios han sido enfocados desde un punto de vista genético, 

existen aún muchas preguntas sin contestar tales como: 

¿Cuál es el rendimiento de células que se obtienen a partir de una cantidad detenninada de 

fuente de carbono y nitrato? 

¿Cuál es la velocidad de crecimiento? 

¿Que productos del metabolismo se secretan al medio? 

¿Cuál es el nivel de esporulación bajo estas condiciones? 

¿Se inicia el proceso de esporulación? 

¿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 propósito se utilizó nitrato como aceptar final de electrones y glucosa como 

fuente de poder reductor, permitiendo evaluar la cinética de crecimiento de B. subtilis en 

condiciones anaeróbicas y la producción de metabolitos en condiciones controladas en 

fermentador de 1 litro. Así mismo la expresión del gen aprE se utilizó como uno de los 

eventos que marcan el inicio del proceso de esporulación. 
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3.0 HIPO TESIS 

Bacillus subtilis es un microorganismo autóctono del suelo quien ha logrado permanecer en 

el gracias a sus propiedades metabólicas. Este microorganismo por lo tanto debe ser capaz 

de crecer, producir enzimas hidróliticas y esporular en condic iones anaerobias. 

4.0 OBJETIVOS 

4.1 OBJETIVO GENERAL 

Estudiar como es que se ll eva a cabo la cinética del metabolismo, la esporuJación y la 

expresión del gen aprE de B. subrilis bajo condiciones anaerobias en reactores por lote y 

lote alimentado. 

4.2 OBJETIVOS PARTICULARES. 

Evaluar la esporulación, parámetros cinéticos del metabolismo y evaluar el ni vel de 

expresión del gen aprE. por medio de una fusión transcripcional con el gen reportero lacZ 

en condiciones de fermentación de la glucosa y comparar con aquellos observados en 

condiciones aerobias. 

Evaluar la esporulac ión, parámetros cinéticos del metabolismo y expres ión del gen aprE en 

condiciones de respi ración de nitratos y utilizando a la glucosa como fuente del poder 

reductor. 

Estudiar la cinética de los cambios en el metabolismo al vanar la proporción 

glucosa/nitrato y su efecto sobre la esporulación y expresión del gen aprE en cultivos por 

lote. 

Estudiar la cinética de crecimiento y su efecto sobre la esporulación y expresión del gen 

aprE en cultivos alimentados, utilizando la infonnación generada en el inciso anterior. 

Evaluar la expresión del gen aprE en condiciones de respiración de nitratos empleando una 

cepa que se ha modificado con la finalidad de aumentar dicha expresión en las mejores 

condiciones estudiadas. 
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5.0 ANTECEDENTES 

5.1 CARACTERÍSTICAS GENERALES DE Bacillus subtilis. 

B. subtilis es un microorganismo autóctono 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 efi cientemente 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 hidrolít icas extracelulares y una variedad de 

antibióticos. Es una de las 40 especies reconocidas del género Bacillus, su identificación es 

sencilla: forma esporas tennoresistentes, es catalasa y Voges-Proskauer positivo, su 

crec imiento en agar anaeróbico (agar nutritivo) es negativo y la hidrólisis del almidón es 

positiva (S lepecky y Hemphill, 1992). Se ha propuesto una subdivisión sobre la base de 

diferencias en la composición química de la pared celular, su distribución geográfica y a la 

frecuencia de transfonnación horno y heterogámica. B. subtilis subsp. subtilis subsp. nov. 

(NRRL I\'RS-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 

obtención de productos comerciales (Ferrari, el al., 1993), además esta cepa es competente 

natural, es decir que en ciertas condiciones incorpora ADN foráneo de manera natural 

(Anagnostopoulos y Spizizen, 1960), lo cual facili ta la manipulación genética, las 

estrategias de biología molecular con esta cepa y fue utilizada para secuenciar el genoma de 

B. sublilis (Kunst el al., 1997). Por tanto en el presente trabajo se trabajo con una cepa 

derivada de la 168 . Estos microorganismos son bacilos móviles, células individuales o en 

pequeilas cadenas, temperatura de crecimiento de 15 a 55 oC, reducen el nitrato a nitrito, e 

hidrolizan almidón y caseína (Nakamura, el al. , 1999). En medios complejos con glucosa o 

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

B. subtilis. 

Durante el crecimiento de B. subtilis en glucosa, sin limitación de oxígeno, se produce 

ácido acético corno 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 ácido pirúvico, el 

cual la célula es incapaz de utilizar en su totalidad para biosíntesis en el ciclo de Krebs 

(Phalakomkule, et al., 2000; Blencke, el al., 2003). Este fenómeno ocurre cuando existe 

glucosa en el medio en concentraciones suficientes para controlar, por medio de la proteína 

CepA (proteína de control catabólica), regiones reguladoras eRE (elementos de respuesta 

catabólicos) en los promotores de algunos genes entre los cuales están ackA y pro (acetato 

cinasa y fosfotransacetilasa) de la vía de producción de ácido acético e incluyendo también 

algunos genes de las rutas del catabolismo de la glucosa (Prescan-Siedel el al., 1999). En 

estudios empleando modelos de flujos metabólicos desarrollados para la cepa 168 de B. 

subtilis, se encontró que en cultivo continuo limitado por glucosa, el flujo de carbono 

(mil imoles de carbono/gcélula-h) al través de la ruta de los ácidos tricarboxilicos (TCA) y la 

síntesis de las enzimas que componen el ciclo, se incrementa conforme aumenta la 

veloc idad de crecimiento, siendo drásticamente reprimidas solamente a velocidades de 

crecimiento muy altas como las que se observan en el crecimiento por lote (0.6 h· l) Y 

conforme la concentración de glucosa se incrementa (Goel el al., 1993). La proteína CcpA 

también esta involucrada en la fuerte represión que ocurre en casi todos los genes 

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

Estudios del TCA en B. sublilis, utilizando glucosa-piruvato y nitrato en medio complejo y 

en condiciones anaerobias, han mostrado una drástica disminución en la actividad de varias 

enzimas del ciclo (Nakano el al., 1998). Como alternativa metabólica se produce ácido 

acético, con la ventaja adicional de generar un A TP por cada molécula de acetato formada 

(Nakano el al., 1998, Cruz-Ramos el al., 2000). En E. coli en condiciones anaerobias y con 

glucosa, el TeA es transformado a una fonna no cíclica, consistiendo de una rama 

oxidativa y otra reductiva, cuyo fin es proveer de los intermediarios necesarios para la 

biosintesis de proteínas (Prohl , el al. , 1998). 
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Por medio de la velocidad de crecimiento, de balances estequiométricos, de consumo de 

glucosa y la acumulación de los metabolitos formados en condiciones anaerobias, es 

posible calcular las velocidades específicas (flujo metabólico) y el porcentaje de la fuente 

de carbono que es catabolizada por la glicólisis y el ciclo de las pentosas, este 

procedimiento fue inicialmente propuesto por Papoutsakis y Meyer (1985). Haciendo uso 

de esta metodología, Bulthuis el al. (1991) cultivando a Bacillus licheniformis en 

condiciones anaeróbicas, por lotes o en continuo, encontraron que hasta un 52 % de la 

glucosa es metabolizada por la vía de pentosas. 

5.3 ESPORULACIÓN y PRODUCCIÓN DE ENZrMAS HIDROLÍTICAS. 

B. subrilis presenta un contro l temporal al terminar el crecimiento exponencial, lo que le 

pemlite llevar a cabo una serie de cambios tanto estructurales como metabólicos que 

culminan con la formación de esporas. La secuencia de eventos morfológicos que culminan 

con la fonnación 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 formación de una 

espora tarda de 8 a 10 horas. El estadio cero se inicia con una respuesta al agotamiento de 

nutrientes y a la producción de péptidos que sensan y responden a una alta concentración 

celular (Schneider el al. , 2002). En el estadio IJ se producen enzimas hidrolíti cas, como las 

proteasas y ami lasas. y termina con la formación de un septo en un polo de la cé lula, en el 

estadío siguiente(III) ocurre el engullimiento de la preespora, del N al VII formación de la 

corteza, formación de la cubierta, madurac ión y lisis (Errington, 1993). La duración 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 comunicación para poder en conjunto y de una forma 

metaból ica ordenada, formar la espora. La transición de un estado al otro es gobernada por 

seis proteínas reguladoras llamadas factores sigma, que se unen a la ARN polimerasa y 

determina que promotor~s se reconocerán. Estos factores son: el factor sigma que ocurre 

durante el crecimiento vegetativo, crA. y cinco factores que se activan en cascada durante la 

esporulación, llamados aH, O'F, crE, aG y crK (Stragier, 1991, Losick y Stragier, 1992, Kroos 

y Cuning, 1994). En el estadío cero y debido a las señales antes mencionadas se activa, vía 

fosforilac ión, el regulador transcripcional codificado en SpoOA. El mecanismo por el cual 
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SpoOA es fosforilado involucra una transferencia secuencial de fosfato inorgánico al través 

de una serie de reacciones conocidas como sistema "FOSFORRELEV ADOR". Al través de 

aA, SpoOA se produce durante el crecimiento vegetativo en bajas concentraciones, sin 

embargo al tiempo To aH (producto de SpoOH) amplifica la señal para incrementar la 

producción de SpoOA y otros genes como SpoOF y KinA. El fosforre levador consiste 

básicamente de cuatro reacciones; inicialmente en respuesta a una señal , 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 

KillB es otro gen de por lo menos tres que codifican para una proteína con act ividad similar 

a KinA. Además 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 transición y así acumular 

suficiente SpoOA y estimular etapas posteriores o bien inhibir la acumulación de SpoA-P y 

contribuir a la inactivación del fosforrelevador en etapas posteriores del proceso de 

esporulación . AbrE es un gen que participa en la regulación de una variedad de procesos 

que están asoc iados con el final de la fase exponencial de crecimiento y principalmente 

inhibe esta expresión. SpoOA-P es el producto fina l del fosforrelevador y el más 

importante ya que activa y reprime la transcripción de muchos genes asociados a la 

esporulación, incluyéndose el mismo (Sonenshein, 2000). 
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Figura 4.3.1 Proceso de esporu/ación en B. subtilis. 

Se sabe que la síntesis de diversas enzImas catabólicas en B. Subl¡l¡s están sujetas a 

represión metabólica por glucosa, como son la síntesis de enzimas hidrolíticas 

extracelulares, y las del ciclo de Krebs (Tobisch el al. , 1999; Jin el a/. , 1997). El proceso de 

fOTIllación de esporas también es reprimjdo por glucosa (Schaeffer el al. , 1965). La 

transcripción de las enzimas del ciclo de Krebs se induce durante la esporulación 

(Grossman, 1995) y son requeridas ya que penniten obtener la energía necesaria y los 

intennediarios esenciales para la esporulación, (Iretan el al., 1995; Jin y Sonenstein, 1994). 

Las enzimas extracelulares le sirven a B. Sublilis para degradar y utilizar otros sustratos que 

puedan existir en su hábitat. Las proteasas fannan parte de estas enzimas, las mayoritarias 

son la proteasa alcalina denominada subtilisina (AprE) y la proteasa neutra (NprE). 

Estudios sobre su regulación transcripcional sugieren que se lleva a cabo a través de la 

acción concenada de múltiples elementos de control, como son las proteínas AbrB, Hpr, 

DegUlDegS y SinR, entre otras. (Jan, 2000; Ferrari el al., 1993). 
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5.4 SISTEMAS ANAEROBIOS Y SU CLASIFICACiÓN. 

El oxígeno es el aceptar de electrones mas utilizado en la naturaleza, sin embargo y debido 

a su poca solubilidad en medios acuosos se agota fácilmente y el ambiente tiende a volverse 

anaerobio. Una vez que el oxígeno se ha consumido, una serie de procesos de oxidación 

anaeróbica sigue en secuencia. Dicha secuencia está influenciada por la presencia de 

diversos aceptares finales de electrones. Después de la desaparición del oxígeno, sigue la 

reducción de nitratos, la reducción de sulfatos y la formación de metano. 

Aparte del oxígeno, otras formas de respiración involucran al Fe(III), U(VI), Cr(VI), 

Mn(VI), Co(m), (TcIlI), entre otros (Lovly y Coates, 2000). Se ha propuesto una 

clasificación de los ambientes, estos son óxicos a una concentración de oxígeno mayor de 

10.6 molar y anóxicos a una concentración menor de este valor (Zehnder y Stumm, 1988). 

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

1.- Organismos aerobios que pueden utilizar otros aceptares finales de electrones diferente 

al oxígeno , tales como el nitrato y el nitrito. De fonna análoga a la cadena respiratoria en 

presencia de oxígeno, el trasporte de electrones desde el NADH a estos aceptores esta 

acoplado a la fosforilación oxidativa 

2.- Organismos facultativos, crecen como aerob ios en presencia de oxígeno y en su 

ausencia llevan a cabo procesos fennentativos. Las enterobaclerias son representantes de 

este grupo. 

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

tóxico. 

5.4.1 Sistemas fermentativos. Fermentación ácido-mixta y butanodiol 

Se define como fennentación al proceso que se da cuando el sustrato es catabolizado y 

algún intennediario de la ruta sirve a su vez como aceptar del poder reductor producido, 

dando como producto fina l una nueva molécula y energía en fonna de A TP producido por 

fosforilación a nivel de sustrato (Bock y Sawers J 996). Las enterobacterias, levaduras, 

bacterias lacticas y muchos otros microorganismos pueden fennenlar azúcares como la 
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glucosa o la lactosa, incluso parcialmente en presencia de oxígeno (Jansen el al. , 1984; 

Zeng y Dekwer, 1996). 

Los productos acumulados durante a fennentación ácido-mixta con enterobacterias son: 

etanol , ácido acético, ácido láctico, ácido fórmico, ácido succínico, COz e hidrógeno. Estos 

productos se generan a partir de varias rutas metabólicas que tienen como precursor al 

ácido pirúvico (Figura 4.4.1). La vía del butanodio1 se presenta en microorganismos de los 

géneros Klesiella, Serralia y Bacillus, entre otros. Se lleva a cabo en tres reacciones a partir 

del ácido pirúvico, teniendo como intermediarios al acetolactato y la acetoina (Figura 

4.4.2) . 

Los diversos productos de estas vías forzosamente deben lograr un balance redox (Bock y 

Sawers, 1996). Está reportado que cuando hay limitación de oxígeno, B. subtilis lleva a 

cabo la fermentación ác ido mixta y formación de butanodiol a partir de ácido pirúvico, el 

cual es convertido por la prruvato deshidrogenasa en aceti lCoA (Nakano et al. , 1997). El 

crecimiento de B. subtilis cuando fennenta glucosa es muy poco, y se ha encontrado que se 

incrementa la capacidad fennentativa y el crecimiento cuando se adicionan 

simultáneamente piruvato y glucosa, obteniéndose etanol, butanodiol, acetoina, lactato y 

acetato (Nakano el al.. 1997). Clements, el al. (2002) postulan que en dichas condiciones el 

ácido pirúvico posiblemente es utili zado como un aceptar de electrones. 
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Figura 4.4.2 Fermentación butanodiol. 
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5.5 SISTEMAS RESPIRATORIOS 

La respiración del oxigeno es un proceso fundamental para la vida de animales y plantas. 

La reducción del oxígeno, entre todos los aceptares finales de electrones, tiene la mayor 

diferencia de potencial redox (Gennis y Stewat, 1996). La energía liberada en estas 

reacciones, sirve para tTanslocar 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 número de protones translocados y la 

eficiencia energética de la respiración cambie. Cuando no existe oxígeno en cantidad 

suficiente otros aceptores finales de electrones como el nitrato y el fosfato son susceptibles 

de emplearse, requiriéndose de enzimas específicas 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 agrupación de proteínas en la membrana 

citoplasmática y/o mitocondrial, las cuales translocan protones provenientes del 

catabolismo y transfieren la energía de coenzimas reducidas, en forma escalonada, hacia un 

aceptar final de electrones, el cual es reducido, reciclando de esta forma las coenzimas. Los 

protones translocados son empleados en reacciones bioquímicas (p. Ej. transporte de 

sustratos y productos) y en la generación de energía en forma de ATP. 

El inicio de la serie de reacciones en la cadena respiratoria es función del compuesto que va 

a servir de donador de electrones, por ejemplo NADH, intemlediarios del ciclo de Krebs, 

etc., después continúan aquellas en las que se utilizan compuestos tales corno citocromos, 

coenzima Q, etc., los cuales son usados para transportar los electrones, hasta finalmente 

Hegar a la oxidasa terminal. La cadena respiratoria mejor estudiada de bacterias es la de E. 

coli. Tiene dos NADH-deshidrogenasas codificadas en los genes /luoA -N y /ldh Y dos 

oxidasas terminales para el oxígeno codi fi cadas en cyoABCD y cydAB; el uso preferencial 

de cada una de estas proteínas, la cantidad de protones translocados al través' de la 

membrana y por lo tanto la eficiencia en la generación de A TP está regulada por la 

transferencia del oxígeno y no por la concentración de éste (Alexeeva el al., 2002). La 

deshidrogenasa NuoA-N es una verdadera bomba de protones que transloca dos protones 

por electrón, mientras que la deshidrogenasa Ndh no transloca protones. En condiciones 
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Iimitantes de oxígeno, 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 electrón 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 protón por 

electrón transferido, mientras que la oxidasa CyoABCD transloca dos protones por 

electrón. La eficiencia de la cadena respiratoria pareciera mayor en condiciones de 

limitación de oxígeno (P/O=2; se fonnan dos moléculas de ATP en la ATPasa por cada 

átomo de oxígeno que se reduce en la cadena respiratoria), que en condiciones sin 

limitaciones (P/O= l 1/3), sin embargo hay que tomar en cuenta que el ciclo de Krebs 

generador de coenzimas reducidas es regulado por la disponi bi lidad de oxígeno y el 

piruvato proveniente del catabolismo es desviado a la acumulación de productos de 

[ennentación, por lo que esta disminución del funcionamiento del ciclo de Krebs es 10 que 

hace que la eficiencia respiratoria global sea menor. 

La disponibi lidad de oxígeno tiene un papel fundamental en la regulación de la expresión 

de las diversas oxidasas tenninales y en el proceso de [ennentación ácido~mixta. Durante el 

crecimiento aeróbico, las bacterias consumen rápidamente el oxígeno en las oxidasas 

temlinales que se encuentran en la cara interna de la membrana celular. Un calculo hecho 

por Arras el al., muestra que el paso de l oxígeno al través de la membrana por difusión es 

lo suficientemente rápido para que pueda llegar hasta la cadena respiratoria a una cantidad 

en el medio menor de un micromol (Arras el a l. , 1998), lo cual indica que el oxigeno es 

capaz de llegar al sitio de reacción a concentrac iones extracelulares muy bajas. La respuesta 

en el metabolismo a concentraciones bajas de oxígeno es función de la presencia de otros 

aceptares de electrones corno el nitrato, dimetilsulfoxido, etc. (Tseng, el al., 1996). 

Estudios en los que se han hecho mediciones de oxígeno disuelto han mostTado que la 

respiración con oxígeno, respiración anaerobia y [ennentación funcionan a concentraciones 

mayores de 5 micromolar, menores de 5 micromolar y menores de 1 micromolar de 

oxígeno, respectivamente (Unden el al., 2002). Por lo tanto, la formación de las enzimas 

que intervienen tanto en la respiración anaerobia como en la fermentación tienen que 
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inducirse primero en función de la concentración de oxígeno y del estado de oxido 

reducción del medio. 

En B. SUblilis la estruclUra de la cadena respiratoria es compleja (Fig. 4.5.1), diversas 

deshidrogenasas transfieren electrones desde los sustratos a las menaquinonas (Azarkina el 

al. , 1999) y de estas continúan dos ramas, una con quinol oxidasa y la otra con citocromo 

oxidasa como acarreadores de los electrones. Existen cuatro oxidasas tenninales que son; el 

citocromo caa3, el citocromo aa3. 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 

tenninales, ya sea la c¡tocromo oxidasa aa3 o la citocromo bd, son esenciales para el 

crecimiento aeróbico, siendo la aa3 la oxidasa más importante en el crecimiento. Mientras 

que en la fase estacionaria y para la fonnación de esporas se requiere ya sea de la rama 

citocromo oxidasa con el citocromo caa3 o de la citocromo oxidasa aa3.las cuales funcionan 

como bombas de protones (Winstedt y von Wachenfeldt, 2000). En la fase estacionaria la 

proporción observada de protones bombeados fue de 1.2 trIe" 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 proporción A TP/O máxima es de 

l 1/3 en condiciones aerobias. Este valor es igual al observado en el crecimiento de E. coli 

sin limitación de oxígeno. En condiciones de respiración de nitrato la relación ATP/O 

debiera ser la misma debido a que la nitrato reductasa respiratoria debe func ionar como una 

bomba de protones, tal y como sucede en E. co/i (Unden el al .. 2002). 
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Figura 4.5.1 Cadena respiratoria de B. subtilis. 
Las líneas punteadas representan vías tentativas. 

5.6 DESNlTRIFICACIÓN 

La desrutrificación es un proceso por el cual el nitrato es transfonnado, en una serie de 

reacciones, en óxidos de nitrógeno y finalmente en nitrógeno molecular, también incluye el 

proceso de conversión de nitrato a nitrito y posterionnente 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 conservación de energía 

(Ferguson, 1998). Diversos grupos de microorganismos pueden desnitrifi car, 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 (Zurnft, 1997). La primera reacción es la reducción del 

nitrato a nitrito, catali zada por la nitrato reductasa, de la cual se conocen en bacterias tres 

clases de proteínas diferentes: 
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1.- La nitrato reductasa asimilatoria, la cual es utilizada con fines biosintéticos en 

condiciones aerobias y es reprimida por amomo. En B. SUblilis esta proteína esta codificada 

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

2. - La nitrato reductasa respiratoria, que es inducida a su máxima expresión en condiciones 

anaerobias y en presencia de nitrato (Stewart el al. , 2002), es una enzima oligomérica la 

cual se encuentra codificadas en el operón NarGHIJ, está unida a la membrana y participa 

en la generación del gradiente de protones, el sitio activo está localizado en la cara 

citoplasmática de la membrana, no es reprimida por amonio, pero si por oxígeno 

(Richardson el al., 2001). En la secuenciación del genoma de B. sublilis se encontró un 

operón policistronico narGH1J, el cual guarda una alta conservación, en la secuencia de los 

aminoácidos, con la nitrato reductasa de E. eoli, principalmente con NarGH (Hoffmann el 

ai. , 1995). En E. eoli, existe una segunda nitrato reductasa unida a membrana codificada en 

el operón narZYWV, que se expresa a niveles crípticos y que funciona en la transición de 

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

3.- Por ultimo, la nitrato reductasa Nap, se encuentra codificadas en el operón 

NapFDAGHBC, la unión de esta proteína a la membrana es mas débil que la de Nar, se 

encuentra en el espacio periplásmico, su papel es posiblemente reciclar un exceso de poder 

reductor o en condiciones limitantes de nitrato funcionar a expensas de la generación de un 

gradiente de protones debido a su menor valor de Km (Richardson, 2000). Recientemente 

se ha postulado que, en E. coli algunas proteínas del operón desempeii.an actividades para la 

generación de energía (Brondijk el al., 2002). 

5.6.1 Reducción anaerobia del nitrito a amonio. 

E. coN 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 asimilación aeróbica del nitrato y con la nitrificación que es el 

proceso opuesto en condiciones aerob ias, ver Fig.5.6.1. E. coN tiene dos reductasas de 

nitrito. La primera es una proteína denominada Nir, codificada en el operón lIirBCD, es 

soluble y utiliza como donador de electrones al NADH, su máxima expresión se encuentra 
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a concentraciones no limitantes de nitrato. La otra enzima, NrfA, es una enzima 

membranal, codificada en el operón nrfABCDEFG, que utiliza fonnato como agente 

reductor y es capaz de llevar a cabo la generación de un gradiente de protones, su expresión 

máxima se encuentra bajo condiciones de limitación 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 conversión 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 A TP por mol de nitrato convertido a 

amonio (Richardson er al. , 2001). En B. subri/is el nitrito producido por la nitTato 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 respiración de nitratos B. subri/is solo puede 

producir 4/3 de A TP 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 reducción del nitrato a nitrito por la 

nitrato reductasa o en la reducción del oxígeno en las oxidasas tenninales caa) yaa3. 
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nitrato reduetasa y Nir ni/rito reduerosa. 

5.7 CONTROL DEL METABOLISMO ANAEROBIO 

El cambio de una condición aeróbica a una anaeróbica se da en forma gradual. El 

determinar la disponibilidad de algún aceptar final de electrones o en su ausencia utilizar la 

fermentac ión, el poder desplazarse a otros sitios con condiciones más favorables son 

aspectos que requieren de un adecuado sistema de control que permita responder 

rápidamente 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 proteína Fnr, que se 

considera la llave maestra que controla la actividad de muchos de los genes que se 

requieren en condiciones anaeróbicas (Spiro y Guest, 1987). Primero; se ha propuesto que 
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F:t\'R detecta el estado redox por medio de una caja [4FeAS] 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 

dimerización de unidades, que es la fo rma en que es activa. Y cuarto; en el extremo 

carbono terminal tiene una secuencia de aminoácidos que le permite interactuar con su sitio 

de unión con el DNA en la región promotora y que tiene una secuencia consenso TTGAT­

N4-ATCAA (la caja FNR) (Baker el al., 1998). En presencia de oxígeno, la caja cúbica 

[4Fe.4Sf+, que es sumamente lábil a este, es convertida a la forma cuadrada planar [2Fe-

2sf+, esto inactiva a la proteína, ya que pierde su capacidad de interactuar con la caja FNR. 

Si la presencia de oxígeno se prolonga, la caja [2Fe-2Sf+ resulta destruida, quedando 

solamente la apoproteina (Bauer el al. , 1999). 

Otro sistema de proteínas que interviene, ArcB-ArcA, es un sistema de dos componentes, 

los cuales modulan la expresión de diversos genes y operones a cambios en el estado redox 

del medio (Georgellis el a/., 2001). ArcB es una cinasa membranal y el elemento 

quimiorreceptor, mientras la proteína ArcA es el actuador de la respuesta, el cual modula la 

expresión de diversos genes y operones a cambios en el estado redox del medio. Bajo 

condiciones anaeróbicas, la cinasa ArcE se autofosfori la 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 actúa como una señal directa que inhibe la autofosforilación de ArcE durante la 

presencia ilimitada de oxígeno. De esta fonna el sistema Arc transduce la señal desde la 

membrana hasta la expresión genética (Georgellis el al., 2001). ArcE es una proteína que 

tiene un dominio PAS, módulos receptores y transmisores y un dominio transfosforilasa 

que tiene hist idina (Hpt). Los dominios PAS son importantes en la señalización ya que 

detectan la presencia de luz, redox, oxígeno y niveles de energía entre otros, son regiones 

que contienen de 100 a 120 aminoácidos, ejemplos de estas proteínas son: KinA, del 

sistema fosforrelevador del proceso de esporulación, FixL, que regula la expresión 

anaeróbica de los genes Nif en Rhizobium y el propio ArcB (Bauer el a/., 1999). Se 

considera a este sistema como el regulador del metabol ismo aerobio. 
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La expresión genética respiratoria también es regulada por el nitrato y el nitrito, que 

después del oxígeno son los aceptares de electrones preferidos. El control es ejercido por 

medio de dos moléculas quimiorreceptoras, que son arX 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 patrón de 

expresión es inducción de NarGHIJ , NirB, NapF, etc. y represión de l operon frd, que 

codifica para la fumarato reductasa (Darwin el al., 1998). Estudios hechos en quimiostato 

han mostrado que el nitrato es un inductor de por 10 menos dos ordenes de magnitud mas 

fuerte que el nitrito para /lirB y mfA, igualmente es mas potente inductor para NarG. La 

nitrito reductasa IIrfA se supone tiene un papel fisio lógico solo cuando la concentración de 

nitrato o nitrito es Iimitante (menor de y 2 mM para nitrato y nitrito 

respectivamente)(Wang y Gunsalus, 2000). La respuesta fenotípica de las células es 

ajustada sobre un rango de señalización dependiendo de la accesibilidad de aceptores 

alternos. Así parece haber un balance entre el consumo de nitrato que se convierte a nitrito, 

pudiendo este ultimo alcanzar una concentración tóxica o ser convertido inmediatamente a 

amonio intracelu larmente y excretado al medio de cultivo por difusión (Soupenev el al., 

1998; Meir-Wagner el al., 200 1). 

Cuando no existe la posibilidad de uti lizar un aceptor final de electrones, E. coN tiene que 

convertir el piruvato en productos de fem1entación (fermentación ácido mixta) y reciclar las 

coenzimas producidas en gl icólisis excretando los productos acumu lados. El ácido pirúvico 

es convertido a acelilCoA aeróbicamente al través del complejo piruvato deshidrogenasa, 

con la producción de un coenzima reducida, mientras que en condiciones anaeróbicas el 

piruvato es convertido en una molécula de ácido fórmico y una molécula de acetilCoA, por 

la piruvato·formato liasa, sin que se produzcan coenzimas reducidas. En la respiración 

anaerobia del nitrato y fumarata , la piruvato deshidragenasa se encuentra activa al igual que 

la piruvata formato lia~a y se sospecha que la actividad de ambas enzimas esta regulada por 

el estado de ox ido reducción que se tenga en el medio (De Graef el al., 1999). Cambiando 

las condiciones de oxido reducción se ha observado un cambio en los patrones de 

fermentac ión que indican una modificación en los flujos metabólicos, estabilidad y/o 

actividad de las enzimas de las diversas rutas (Riondet el al., 2000) . 
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La piruvato formato li asa esta sujeta a un control metabólico complejo y es inducida su 

síntesis al través de FNR y ArcA en condiciones anaerobias . A pH ácido el formato 

producido es convertido en hidrógeno y CO2 El formato producido subsecuentemenre y a 

pH ácido es convertido en hidrógeno y C02 por la enzima formato-hidro geno liasa. La 

acetilCoA puede convertirse en etanol con el gasto de dos coenzimas reducidas con la 

enzima alcohol deshidrogenasa, o puede transformarse en ácido 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 favorecería la equimolaridad de los dos compuestos. Otra posibilidad en el 

destino del piruvico es la producción de ácido láctico por medio de la lactato 

deshidrogenasa, cabe mencionar que mutan tes 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 metabólica a E. eoli y a que en su excreción se 

translocan protones (Brock y Sawers, 1993). El papel de la proporción de concentraciones 

NADHlNAD en elicitar el gen adhE se ha demostrado usando fusiones de este con el gen 

reportero LaeZ, bloqueando la cadena respiratoria aeróbicamente y limitando la sín tesis de 

NAD anaerobicamente (Leonardo el 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 

condic iones aeróbicas a anaeróbicas (Ye et al., 2000). Se ha encontrado que la regulación 

se lleva a cabo por proteínas como es el caso de Fm de B. subtilis. la cual es muy semejante 

a aquella de E. eoli. Sin embargo el mecanismo de control es diferente, ya que es 

positivamente regulada en respuesta a una baja concentración de oxígeno. Fm activa varios 

genes entre los cuales están lIarGHIJ, narK, nirC, letEP y alsSD (nitrato reductasa, 

transportador de nitrito, formación de lactato y acetoina respectivamente) (Cruz-Ramos et 

al., 1995; Marino et al .. 2001). Los genes Inr y llarK estan estructuralmente situados en un 

operón policistronico hacia arriba del operon narGHIJ en un Iocus denominado 1/ar, que 

también incluye el gen arfM y el marco de lectura abierto ywiC. FJ\'R de B. subtilis tiene 

35 



una similitud del 20 y 24 % de residuos idénticos con FNR y Cap de E. coli.(Ramos el al. , 

1995). La regulación transcripcional de fnr ifnr-narK)es ejercida en dos sitios, una 

dependiente de FNR en el promotor del operón junto con narK y la otra mediada por resD 

y resE en el promotor interno. resD-resE son dos genes que codifican para proteínas que 

tienen similitud a los sistemas de dos componentes y que son requeridos para la activación 

transcripcional de f/lr en condiciones de limitación de oxígeno (Nakano el al. , 1996). La 

función de ResD esta directamente relacionada a funciones respiratorias (Sun el al. , 1996). 

La fennentación láctica(/clE) en B. SUblilis es activada por resD-resE,fnr y arfM (Nakano 

el al .. 1997, Cruz el al 2000; Marino el al. , 2001) y Sil e,xpresio/l es significativamente 

reducida el! presencia de nitrato. arfM es otro regulador en la cascada de reacciones que 

regulan el metabolismo anaerobio y que ejerce control sobre la expresión de IctEP y a/sSD, 

su expresión es regulada a su vez por FNR La fonnación de algunas de las enzimas del 

ciclo de Krebs en condiciones de resp iración 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, el al., 1998). 

La regulación 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. el al. 

(1998) mostraron que la cepa JH642 es capaz de crecer anaeróbicamente con nitrito como 

aceptor final de electrones, sin embargo no mostraron una dependencia de FNR para la 

expresión de la nitrito reductasa. Cuando usaron nitrato, ellos reportan que inmediatamente 

a la aparición de nitrito por la acción de la nitrato reductasa, se inicia la conversión a 

amonio por la nitrito reductasa. Nakano el al. (1998) también mostraron que la cepa JH642 

podía crecer en condiciones anaeróbicas en presencia de ni trito. Clements el 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 MÉTODOS 

6.1 DETERMINACIÓN DE BIOMASA. 

Esta determinación se hizo tomando la densidad óptica de Jos cultivos a 600 nanómetros y 

comparando contra una CUNa de calibración de peso seco de B. subrilis. Para la 

determinac ión de l peso seco se tomaron alícuotas de cultivos a diversas edades y se pasaron 

al traves de membranas de filtración con un tamaño de poro de 0.22 micras, previamente 

secas y taradas. Se utilizó el peso promedio de duplicados de cada muestra, las cuales 

previamente se secaron en estufa a 90 oC hasta obtener un peso constante. Con los datos 

obtenidos se encontró un valor de conversión de biomasa a densidad óptica de 0.35 gil por 

unidad de densidad óptica (r = 0.99). 

6.2 CEPA, MEDIOS DE CULTIVO Y PREPARACION DE lNÓCULOS. 

En la mayoría de los experimentos reportados en este trabajo, se usó la cepa de B. subti/is 

BSR6 (ÓJlprE, 6amy, hisA, glyB, aprE::lacZ, CmR
; Jan el al., 2000). BSR6 es una derivada 

de la cepa 168 y tiene una fusión transcripcional aprE-lacZ integrada en el locus amyE de 

B. subtilis (amyE::pTTGACA cat). En algunos experimentos se utilizó una cepa modificada 

de BSR6, la JJl, 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 oC, provenientes de 

cu ltivos jóvenes de una densidad óptica de 1.0 crecidos en medio de cu ltivo líquido Luria 

(5 g de extracto de levadura, 10 g de triptona y 10 g de NaCl por litro). Para los estudios en 

femlentadores se utilizó el medio Schaeffer (Schaeffer el al., 1965; conteniendo por litro: 8 

g de caldo nutritivo, 1 g de KCI , 0. 12 g de MgSO •. 7H20, 0. 1 milimoles de MnCI,; 1 

milimol de Na2S04 y 0.001 milimoles de FeS04; a pH 7). A este medio se le añadió 

glucosa, nitrato o ambos según se describe en la sección de resultados. Para la preparación 

de ¡nóculos, se tomó una asada de un tubo de conservación congelado y se transfirió a un 

criovial de ensayo conteniendo 3 mililitros de caldo Luria. Después de 12 horas de 
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incubación, un mililitro se transfirió a su vez a un matraz Erlenmeyer de 125 mi 

conteniendo 25 mI de caldo Luria y se dejó crecer en una agitadora hasta alcanzar una 

densidad óptica de 1.0 (aproximadamente 2 h) Y se empleó una porción de estas células 

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

rpm. 

6.3 ESTUDIOS EN FERMENTADORES. 

Los cultivos tanto aerobios como anaerobios fueron iniciados con un inóculo 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 operación de un litro y 

operado a una temperatura de 37°C y 500 rpm. El pH se controló automáticamente a 7.0 

mediante la adición de NaOH 0.5 M o 0.35 M H3P04 según fuera necesario. El oxígeno 

disuelto se midió empleando un electrodo poJarográfico (Ingold). La espuma se controló 

mediante la adición manual de una solución de aceite de silicón grado alimenticio al 0.5% 

(Dow Corning). En los cultivos aerobios se uso un flujo constante de aire de I v.v.m. y 

nunca se observo una disminución por debajo del 20 % de oxígeno disuelto. 

El potencial de oxido-reducción se midió empleando un electrodo redox (Ingold), el cual se 

calibró usando el procedimiento recomendado por el fabricante y que consiste en uti lizar 

dos estándares 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 proteína sobre la membrana del sensor. Para los 

cultivos anaerobios y con la fmalidad de tener una condición inicial estándar de 

anaerobiosis, se inició un burbujeo en el fermentador de 100 ml/min de nitrógeno gaseoso 5 

horas antes de la inoculación y de 500 ml/min durante el cultivo. La lectura en el 

fermentador se ajustó a un valor in icial de cero milivolts ya que se observó una diferencia 

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

Los análisis de bióxido de carbono y oxígeno fueron llevados a cabo a la salida del 

fermentador utilizando un espectrómetro de masas. Para su calibración se usó un estándar 

de concentración conocida de CO2 y el contenido del 21 % de oxígeno del aire. La 
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producción de CO2 y el consumo de oxígeno se hicieron detenninando la velocidad 

producción de bioxido de carbono (CER) y la velocidad de consumo de oxígeno (OUR), 10 

cual se logró 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 aceptar final de electrones (nitrato), como la fuente de 

carbono (glucosa) una vez tem1inada la fase de crecimiento exponencial. Los cultivos 

alimentados se iniciaron por lote a una concentración de glucosa y nitrato de 22 mM y 16 

mM respectivamente (relación molar glucosa I nitrato de 104). La alimentación se inició 

antes de que la glucosa y el nitrato se tem1inaran (una concentración de glucosa arriba de 1 

gil). La solución de alimentación contenía una concentración 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 DETERMINACIÓN DE GLUCOSA Y PRODUCTOS DE FERMENTACIÓN. 

Las muestras obtenidas de las fennentaciones se centrifugaron, se separó el sobrenadante, 

el cual se congeló hasta su análisis. La glucosa se midió con una analizador enzimático 

(Ektachem DT60 TI multiple analyzer, Kodak, Rochester, NY). El acetato, lactato, acetoina, 

succinato y butanodiol fueron analizadas por HPLC. Se utilizó para la separación la 

columna Aminex HPX-87H (300x7.8 nun, Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA) a 60°C y 

usando una solución de H2S04 5.0 mM como fase móvil (0.5 mUmin). Los compuestos 

fueron determinados por medio de un detector de índice de refracción Waters 410 (Waters, 

Mi ll ipore Ca., Milford, MA.). Se elaboraron curvas de calibración de cada uno de ellos en 

un rango de concentración de 0.1 a 1.0 gil. El tiempo de elusión fue de 16043 minutos para 

el succínico, seguido del láctico 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 cu ltivo Schaeffer tuvo en promedio una 

concentración inicial de ácido láctico de 0.45 gil, por lo cual la determinación inicial de 

ácido láctico se substrajo de las mediciones. 
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6.6 DETERMINACIÓN 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 

refractómetro RQ flex (Merk, Dannstdt, Gennany). Para el nitrato la cunta de calibración 

se hizo en un rango de 5 a 250 mgll, mientras que la de nitrito, en el rango de 5 a 20 rngll. 

La muestra a analizar sé centrifugó y se utilizó el sobrenadante para la determinación 

usando el mismo medio Schaeffer como diluyente en caso de ser necesario, esto se hizo al 

mismo tiempo de realizada la fermentación. La calibración se verificó mediante la reacción 

del mismo medio sin inocular (estándar) y se efectuó en diversas ocasiones dependiendo 

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

6.7 CUANTIFICACIÓN DE ESPORAS Y ACTIVIDAD B-GALACTOSIDASA. 

La detenninación de esporas se realizó tomando una muestra del cultivo a analizar y 

añadiéndola a un tubo Eppendorf de 500 ¡.d el cual a su vez se coloca en un baño a una 

temperatura de 80 oC, durante 10 minutos. Inmediatamente después se hacen diluciones 

decimales y se siembran alícuotas de estas en cajas de Petri con medio Luna (10 microlitros 

y cuadriplicados de cada dilución). Las cajas se incubaron a 37 oC hasta la aparición de 

colonias pequeñas que permitieran la enumeración. 

La expresión del gen aprE fue llevada a cabo usando el gen reportero lacZ y la actividad B· 

galactosidasa se determinó tomando una muestra del cultivo, la cual se centrifugó a 12,000 

rpm durante 3 minutos , descartando el sobrenadante y congelando el paquete celular hasta 

su análisis . El procedimiento es el descrito por Martínez (1997), y el cual consiste en 

penneabilizar las células y utilizar un sustrato que al ser hidrolizado por la enzima origina 

un producto cromóforo que se puede detectar en el espectrofotómetro. Una unidad de 

actividad enzimática se define como la cantidad de enzima que hidroliza I runol de 

OJ\rpG/min a 28°C, y se reportó como Unidades por rng de biomasa seca. 
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7. 0 RESULTADOS Y DISCUSION 

7. 1 UTILIZACIÓN DEL ELECTRODO DE OXIDO-REDUCCIÓN EN LOS 

CULTIVOS ANAEROBIOS DE B. subtilis. 

Una fo rma sencilla de establecer condiciones anaerobias es simplemente ll enar los matraces 

con medio de culti vo, burbujear un gas inerte, por ejemplo nitrógeno gaseoso durante 15 

minutos y se ll arlos después de la inoculación. Los primeros experimentos llevados a cabo 

en este trabajo bajo estas condiciones, tanto en matraz como en fermentador, mostraron 

gran variación en la duración de la fase de adaptación e incluso la inducción de la enzima 

nitrito reductasa (acumulación de nitrito, sin su conversión a amonio), Jo cual 

probablemente se debió a la presencia de cantidades residuales y variables de oxígeno, lo 

que influye en la inducción y represión de genes y la cantidad de energía necesaria para 

biosintesis de enzimas requeridas en condiciones anaeróbicas. Los electrodos de oxigeno 

disuelto, del tipo polarográfico, no pueden utilizarse para delimitar una condic ión de 

ausencia de oxigeno o de muy baja concentración, debido a que presentan limitaciones en 

la sensib ilidad de sus mediciones por debajo del 1% o 0.07 ppm a 37' C (lngold, 1982). El 

oxígeno es el elemento que mas influye en el valor del potencial redox cuando esta 

presente, su di sminución tiene como consecuencia que el valor redox sea propiedad de la 

naturaleza fi sicoquimica de las sustancias presentes en la so lución, pequeñas cantidades de 

oxigeno hacen que el valor redox cambie a valores positivos y de una fonna inmediata (un 

oxidante fuerte). Para poder tener una condición estándar de anaerobiosis, se decidió 

utilizar un sensor redox para detenninar el nivel del potencia l de oxido~reducción en el 

medio durante el transcurso de los cultivos anaerobios(Wimpenny, 1969). Como se muestra 

en la fi gura 7.1.1 al burbujear N2 al fennentador conteniendo unicamente 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 dinámica de recambio se reduce y se obt iene una lectura 

estable después de cinco horas (se establece un equilibrio entre el gas que se burbujea y los 

componentes (concentración) del medio. Se detenninó el tiempo de respuesta del electrodo 

redox, es decir el tiempo que requiere el sensor y la respuesta que se detectó por medio del 

amplificador para pasar de un valor de potencial redox a otro diferente usando estándares 
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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 dimimica mostrada en la figura 7. 1.1 depende 

principalmente del desplazamiento de las sustancias ox idadas (oxigeno). Este fenómeno 

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 condición aerobia a 

una anaerobia. 
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Figura 7.1.1 Evolución del potencial oxido-reducción en medio Schaeffer-Glucosa al 
burbujear nitrógeno gaseoso a un flujo de 100 mi/m ili . 
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Figura 7.1.2 Adaptación de B. subrilis a diferentes formas de establecer la condición 
anaeróbica inicial. Burbujear nitrógeno por 40 minulos (triángulos llenos 
biomasa y vacios redox) y 5 horas (circulos llenos bion/asa y vacíos redox) . 
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Por lo expuesto en el párrafo anterior se decidió estandarizar este procedimiento en todos 

los cultivos anaeróbicos llevados a cabo en esta tesis, es decir burbujear por 5 horas N2 a un 

flujo de 100 mUmin y para asegurar una condición anaeróbica durante el transcurso de los 

cultivos el N2 se burbujeó a 500 mUmin. No obstante el procedimiento implementado, los 

valores de redox después de las cinco horas iniciales de burbujeo y antes de la inoculación 

mostraron una variación de 40 mV (-60 a-lOO mV), esto es normal y ha sido mostrado con 

anterioridad (Hwang y Sinskey 1991), por lo cual se decidió ajustar arbitrariamente el valor 

de potencial redox , después de burbujerar N2 por 5 horas y antes de inocular, a un valor de 

referencia de O m V, de manera que en los resultados se presentan los valores del cambio 

que hubo durante los cult ivos respecto a este valor de referencia. 

Para corroborar el efecto que tiene el burbujeo de N2, durante el tiempo estipulado en el 

párrafo anterior, sobre la adaptación de B. subtilis a la condición "anaeróbica", se llevaron a 

cabo dos cinéticas de crecimiento, en una de ellas previamente se burbujeo N2 durante 40 

minutos y en la otra durante 5 h Y se usó el electrodo redox para verificar el potencial de 

oxido reducción. Al parecer una concentración remanente de oxigeno pennite el 

crecimiento y adaptación inmediata de los microorganismos cuando se burbujeó N2 por 40 

minutos (Figura 7.1.2). En cambio cuando se burbujeó N2 por 5 h (100 mUmin) antes de la 

inoculación y a 500 mUmin durante el cultivo, se obtuvo una fase de adaptación de B. 

subtilis de siete horas a esta condición, para después crecer a una velocidad similar a la 

obtenida en la otra condición (0.82 vs 0.83 h-I
, respectivamente). También puede 

observarse que la lectura redox se reduce ligeramente como respuesta a la inoculación, se 

mantiene constante durante la fase de adaptación y se reduce de manera proporcional a la 

concentración de células generadas durante la fase de crecimiento. Este mismo 

comportamiento se observó en todos los cultivos anaerobios ll evados 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 adaptación del cultivo tenga una duración impredecible. 

Esto se debe a que el oxígeno es muy poco soluble en agua (7-9 mgflitro a saturación), y 

para poder eliminarlo del sistema por burbujeo de nitrógeno, se requiere de mucho tiempo, 

dependiendo de la fomla en que esto se efectué. Hoffman, el al., (1995) usaron después de 
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la esterilización una atmósfera de nitrógeno libre de oxígeno 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 condición anaeróbica. Ellos observaron que la fase de 

retardo tuvo una duración de entre 24 y 36 horas y que la presencia de pequeñas cantidades 

residuales de oxígeno son suficientes para generar condiciones microaerofilicas resultando 

en un crecimiento inmediato de B. sublilis, por lo que es importante establecer 

adecuadamente las condiciones de anaerobiosis . 

La condición inicial de anaerobiosis establecida en nuestro trabajo resulto buena, ya que la 

fase de adaptación tuvo en promedio una duración de 5.75 ± 2.3 horas (2-8.5) en los 

experimentos con nitrato y glucosa. Una diferencia con el trabajo de Hoffman, el al. (1995) 

radica en que nosotros empleamos nitrógeno comercial, el cual contiene aproximadamente 

100 partes por millón de oxígeno (el aire tiene 210,000 partes por millón). Al parecer esa 

pequeñísima concentración ocasionó que no se obtuvieran fases de retardo tan extensas y 

variables como las observadas por ellos. La única fase de adaptación mas larga (15 horas) 

fue para una cinét ica en medio Schaeffer con solo nitrato (ver sección 6.3). Se encontró una 

proporcionalidad entre la disminución en el valor redox respecto al incremento en la 

concentración de biomasa, sin embargo cuando B. Sllblilis deja de crecer o se lisa (ver 

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

7.1.1 APORTACIONES. 

Se encontró que el empleo de un electrodo de oxido-reducción resulta adecuado para 

establecer una condición anaerobia estándar inicial, que permite conocer la duración 

aproximada de la fase de retardo. Se pudo determinar una proporcionalidad entre la 

formación de biomasa y el cambio en el valor redox. 
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7.2 CRECIMIENTO AERÓBICO Y ANAERÓBICO DE B. subtilis EN EL 

MEDIO DE CULTIVO SCHAEFFER y SCHAEFFER-GLUCOSA. 

Con la finalidad de comparar el efecto de la adición 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 

máxima medida en condiciones aerobias y sin glucosa fue de 1.41 h- l mientras que la 

concentración de biomasa alcanzada al principio de la fase estacionaria fue de 0.88 gil, el 

único producto de fermentación detectado fue el ácido acético (0 .28 gil), el cual 

eventualmente se consumió durante la fase estacionaria. La velocidad de producción de 

CO2 incrementó 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 síntesis de ~-galactosidasa 

(reportero de aprE) se inició al final del crecimiento, incrementó esencialmente en la 

siguiente hora, y awnenta hasta 600 U/mgsiomasa durante las siguientes cuatro horas, 

decayendo posteriormente. La esporulación, determinada a las 18 horas después de 

terminada la fase de crecimiento exponencial (tiempo normalmente utilizado para 

cuantificar la formación de esporas en estas condiciones), nos asegura que el número de 

esporas es máximo, 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 añadir glucosa (4 gil) al medio de cultivo en condiciones aerobias (Figura 7.2.2), se 

observó una mayor formación de biomasa (2.77 gil al inicio de la fase estacionaria). 

También se detectó una mayor formación de acético (hasta 1.3 gil) durante las primeras tres 

horas del cultivo, el cual permanece aproximadamente constante, hasta que es consumido 

una vez que se agotó la glucosa. B. subrilis presentó dos velocidades de crecimiento en 

estas condiciones: la primera (1.76 h-\ mayor a la que se consiguió sin glucosa; y la 

segunda (0.52 h·1) después de que el acético se acumuló por arriba de 1 gil Y hasta que se 

agotó la glucosa, esto es debido a la naturaleza compleja del medio de cultivo. La velocidad 

de fomlación de CO2 también fue proporcional al crecimiento y se redujo drásticamente 

cuando se consumió toda la glucosa. Como era de esperarse, la producción de ~­

galactosidasa se inició al agotarse la glucosa e iniciar la fase estacionaría, y fue 

47 



aproximadamente la mitad de la formada en el medio sin glucosa (330 U/mgB,omau). De 

manera similar la espoculación (14%), también se redujo a la mitad con respecto al cultivo 

sin glucosa, ambos fenómenos se pueden deber al efecto represivo que ejerce la glucosa 

sobre el proceso de espoculación (Schaeffer el al., 1965). Por esta razón, el medio Schaeffer 

es el seleccionado para estudiar el proceso de esporulación. 

Se encontró 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 existía ningún reporte al respecto. Los estudios 

sobre la regulación de la fermentación se han hecho por lo general en medios mínimos y 

complejos conteniendo glucosa y ácido pirúvico, ya que no han observado crecimiento con 

solo glucosa (Nakano el al .. 1997, Cruz Ramos el al., 2000). Sin embargo B. subtilis fue 

capaz de crecer poco en comparación a las condiciones aerobias (Figura 7.2.3), 

observándose una fase de adaptación larga de 7 horas y reducciones del 86% (0.25 h· l
) Y 

96% (0.1 gil) en la veloc idad de crecimiento y la cantidad de biomasa alcanzada, 

respectivamente. La poca glucosa que se consumió fue convertida eficientemente en ácido 

láctico (>90% de conversión de glucosa en láctico). No se detectó la producción de bióxido 

de carbono ni de acético. La actividad de G-galactosidasa fue prácticamente nula y no se 

pudo detectar la presencia de esporas resistentes al calor, estos resultados se corroboraron 

en una segunda cinética. Al parecer la fermentación láctica es el último recurso que tiene B. 

sllbti/is para reciclar el poder reductor (NADH+H'¡') generado en la glicólisis al metabolizar 

la glucosa. En este sentido, la disminución en la velocidad de crecimiento (y la biomasa 

generada) se puede atribuir a que en esta vía no se genera tanta energía en comparación, por 

ejemplo con el ATP generado al catabolizar el piruvato a acetato, así mismo se sugiere que 

la limitación energética no es capaz de sustentar la producción de p-galaclosidasa y 

formación de esporas durante la fase estacionaria. El empleo de un medio conteniendo 

piruvato y glucosa a concentraciones de 50rnM ("fermentación") 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 Condición aFase de b 
~ cXMAX Product 'n-gal <Esporulación 

retardo (h") (gil) o (U/mgBloMASa) (%) 

(h) 

Schaeffer Aeróbico O lAl 0.88 Acético 600 32 

Schaeffer + Aeróbico O 1.76 2.77 Acético 329 14 

fGlucosa 0.52' 

Schaeffer Anaeróbico O O Ninguno O O 

Schaeffer + Anaeróbico 7 0.25 0.10 Láctico 10 O 

fGlucosa 

3Duración de la fase de retardo, bveloc idad especifica de crecimiento, cbiomasa máxima 

bservada, dactividad de B·Galactosidasa especifica alcanzada a las 4 horas después de terminada la 

lse de crecimiento exponencial , ecuantificación de esporas a las 18 horas después de terminada la fase 

e crecimiento exponencial, fconcentración de glucosa de 4 gil, &velocidad de crecimiento específica 

urante la segunda fase de crecimiento. 
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f:ura 7.2.1 Cinéticas de crecimiento, formación de acético, velocidad de evolución de COl (CER) y 
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Fig. 7.2.3 Cinética de crecimiento, pOlencia! oxido-reducción, consumo de glucosa y 
formación de láctico en condiciones anaeróbicas 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 (Pries! 1993). Las pruebas 

en condiciones anaeróbicas incluyen: 

1.- La evaluación del crecimiento en caldo nutritivo; como se demostró en estas 

condiciones B. sub/ilis no puede crecer. 

2. - La valoración en el mismo medio suplementado con glucosa para realizar la prueba de 

femlentación (Durham); tal como se encontró, el crecimiento es reducido y lento, y dado 

que se presenta una fennentación láctica no se detecta la producción de gas (la cual se toma 

como indicativa para clasificar a los microorganismos como fennentativos). 

Con medio Schaeffer demostramos crec imiento 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 el al. 

2002; Cruz Ramos el al. 1998; Nakano el al. 1997). Nakano el al. (1997), postulan que B. 

subrilis no induce la síntesis de algunas enzimas de la glicólisis y por lo tanto no fonna 

eficientemente piruvato, sin embargo nosotros encontramos que más del 90% de la glucosa 

es convertida en láctico y en consecuencia en piruvato. Cruz Ramos el al. (1998) 

obtuvieron una variedad de productos de fennentación empleando glucosa y pirúvato. 

Clements el al. 2002 argumenta que el piruvato es usado como aceptar final de electrones, 

nuestros resultados indican que en condiciones de fennentación la conversión de pirúvico 

en láctico es usado para reciclar las coenzimas reducidas (ver figura 4.4.1). A partir de estas 

hipótesis y los resultados obtenidos en esta tesis, se sugiere que el efecto observado al 

adicionar ácido pirúvico, para promover el crecimiento en condiciones anaeróbicas (sin la 

adición de aceptares 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 aceptar del 

exceso de coenzimas reducidas generadas, por ejemplo en la vía de pentosas. Además, 

todos los trabajos en los que se ha evaluado el desempeño de B. subtilis en anaerobiosis han 

sido realizados con cepas que tienen alguna auxotrofia, generalmente a triptófano. No 

obstante, resultados recientes en nuestro laboratorio (Hemández~Bustos, 2003) han 

revelado que las cepas protótrofas de B. sublilis tienen la capacidad de crecer poco y lento 

(hasta 0.6 gil de células con un tiempo de duplicación de 17 h), en medio mineral~glucosa 

(sin adicionar piruvato), y producir lactato con eficiencias de conversión 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 

("fennentación") 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 mostró por primera vez que B Sllblilis es capaz de crecer lentamente en el medio 

Schaeffer-glucosa bajo condiciones anaerób icas en comparación a lo visto en condiciones 

aerobias y después de una fase de adaptación larga. La glucosa es convertida en ácido 

láctico. 
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2 . ~ Estos resultados permiten explicar el porque por muchos alias se le considero a este 

microorganismo el ejemplo clásico de uno aerobio estricto. 

3- Se postula que el empleo de glucosa y pirúvato es inadecuado para estudiar el proceso 

fermentativo de B. subti li s dado que este funciona como aceptor de electrones. 

7.3 CULTrvO DE Bacillus subtilis EN CONDICIONES ANAEROBIAS EN 

MEDIO SCHAEFFER-NlTRATO 

Cuando se suministró nitrato (4 nunol; 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 inició después de una larga fase de 

adaptación de 15 horas (Figura 7.3.1). La velocidad específica de crecimiento fue de 0.72 

h- l
, 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 aceptar final de electrones sobre un proceso netamente 

fermentativo (fermentación láctica). Aprox imadamente 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 COITobora que en el medio Schaeffer no hay crecimiento 

fermentativo . La cant idad de biomasa formada fue de solo 0.09 gil. El nitrato fue 

convertido en nitrito, indicando la presencia de actividad de la nitrato reductasa, el nitrito se 

acumuló , confonne el nitrato fue consumido, durante las fases de crecimiento y 

estacionaria. Después de agotarse el nitrato, y el nitrito llegar a su máxima acumulación, se 

presentó una reducida lisis celular. La acumulación observada de nitrito se puede deber a 

una limitación en la producción de coenzimas reducidas necesarias para la conversión del 

nitrito a amonio, o bien la imposibilidad de inducir la formación de la nitrito reductasa. 

Posiblemente un incremento en la concentración de nitrato seria suficiente para continuar el 

crecimiento e inducir la síntesis de nitrito reductasa. Así mismo, se acumulo una pequeña 

cantidad de acético durante ambas fases y una fracción de este fue consumido una vez que 

se agotó el nitrato, la fuente de carbono son las sustancias presentes en el medio de cultivo 

complejo Schaeffer, muy seguramente aminoácidos. Bajo estas circunstancias la 
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producción de ácido acético, a partir de pirúvico, 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 disminuyó en 60 mV, se redujo otros 30 mV durante la fase 

estacionaria y posteriormente subió durante la lisis celular. Concomitante a la acumulación 

de acético se produjo CO2, el cual puede provenir de la descarboxilación de aminoácidos o 

del pirúvico producido como intermediario. No se detectó la producción de esporas 

resistentes a calor y la actividad B-galactosidasa resultó muy baja (26 U/rng biomasa). 

7.3.1 APORTACIONES. 

1.- Al adicionar nitrato al medio Schaeffer (4 mmo!), se adiciona un aceptar final de 

electrones y en estas condiciones se incrementa la velocidad de crecimiento especifica con 

respecto a una condición fermentat iva y menor a aquella obsetvada 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 obsetva una producción de acético por la presencia de nitrato (aceptar de 

electrones). No hay energía suficiente para inducir el proceso de esporulación. 
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7.4 EFECTO DE LA CONCENTRACIÓN DE NlTRA TO y GLUCOSA. 

En las cinéticas anaerobias B. subtilis en medio Schaeffer, con solo nitrato, se acumula 

ácido acético y con glucosa láctico. En condiciones aerobias se produce ácido acético y 

cuando existe una limitación de oxígeno se produce butanodiol (teniendo como 

intennediario acetoina) y en la fennentación ácido-mixta se producen adicionalmente ácido 

succínico y etanoL Entonces había que estudiar el efecto de la concentración de nitrato y 

glucosa juntos(donador y aceptor final de electrones) para detenninar que metabolitos se 

producen bajo limitación y exceso de nitrato. Se estudió el efecto de la concentración de 

nitrato en condiciones anaeróbicas sobre el crecimiento y el metabolismo de B. subrilis Se 

decidieron utilizar 22.4 mM (4 gil) de glucosa en todos los cultivos, variando la 

concentración 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 estequiométrico, para las relaciones 

iguales o mayores a 1 se obtendría el máximo de ATP y poder reductor por mol de glucosa 

utilizada, mediante la producción de acético tal y como se muestra en la siguiente ecuación: 

KNO, + C,H 120, + H,O - 2 CH,COOH + 2 CO, + N1LOH + 5 113 ATP + KOH (1) 

El otro caso extremo lo constituye la condición de generación mínima de A TP Y NADH, 

esta situación se presenta por la producción de acetoina: 

KNO, + 2 C,H 120, - 2 C,H,O, + NH,OH + 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-reducción. Esta 

disminución es proporcional al crecimiento (Tabla 7.4.2), obteniéndose un valor promedio 

de 124 +/- 24 m V por cada (gil) de biomasa formada. Este cambio se da porque el producto 

de la oxidación de la glucosa, CO2, sale del sistema y el nitrato es reducido a amonio 

principalmente. Esta medición permitiria segui r el curso de la fermentación (Dahod, 1982) 

y resulta interesante porque pudiera usarse en el control de la cinética, por ejemplo adición 
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de mas sustratos, 10 que realmente es difícil hacer fuera de línea (hay que cuantificarlos). 

De igual forma la evolución de bióxido de carbono es proporcional al crecimiento y 

consumo de glucosa. En los cultivos conteniendo 4, 8, 12 Y 16 mmol de nitTato, cuando éste 

o el nitrito acumulado se agotan, ocurre un cambio metabólico de conversión de glucosa en 

ácido láctico, en lugar de acético, y por tanto la evolución de CO2 decrece, tal como 

sucedió en la cinética en que solo se adiciono glucosa. 

A diferencia de los cultivos aeróbicos, no se presentó una fase estacionaria prolongada. La 

duración de ésta dependió de la concentración de glucosa residual , por lo que resultó mas 

extensa para las concentraciones de nitratos de 4 a 12 rumol (4.5, 4 Y 3 horas) y para 

concentraciones de nitratos mayores disminuyo desde 2 horas (16 mmol) hasta inexistencia 

(24 rnmol). Posteriormente, al agotarse el nitrato y/o nitrito y/o la glucosa en todos los 

cultivos se observó 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 ácido 

acético es consumido en la fase estacionaria para producir la energía necesaria para iniciar 

el proceso de esporulación y su culminación. Estos resultados son contrarios a los 

observados por Marino et al. (2001), quienes muestran en sus resultados una fase 

estacionaria bien definida uti lizando la cepa JH642 en medio mínimo y suplementado con 

glucosa (50 mM) Y nitrato o nitrito (10rnM), que es una relación 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 fermentación láctica, estos resultados no los podemos 

explicar. 

Conforme la concentración de nitrato se incrementó, el consumo de glucosa también 

aumentó hasta alcanzar una concentración de 16 mmol de nitrato (relación molar 

glucosa/nitrato de 1.4) en que la .glucosa se agoto. La cantidad de biomasa también ~e 

incrementó desde un valor de 0.5 gil hasta 1.04 gil para las concentraciones de nitrato 

utilizadas de 16 a 24 rumo!. 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 rumo!. La velocidad específica de crecimiento 
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inicial fue de l.0 h· l en promedio (+/- 0.08 h· I ), esto es solo una reducción del 32% con 

respecto a la velocidad detectada en condiciones aerobias. Posteriormente hay una 

reducción en la velocidad de crecimiento hasta un valor de 0.28 h·1 (+/- 0.05 h· l
) para las 

concentraciones de nitrato de 8 a 24 rnmol. Esta disminución en la velocidad de 

crecimiento se debe a la naturaleza compleja del medio, es decir primero se usan los 

componentes mas fáciles de uti lizar y posteriormente los de menor preferencia. Estos 

resultados no han sido reportados antes, principalmente porque otros autores nunca han 

trabajado en fermentadores y específicamente con control de pH. Al inicio de las cinéticas 

se produce ácido 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 observó indirectamente que la enzima 

nitrito reductasa se indujo cuando hay una acumulación inicial de nitrito, el cual es 

posteriormente convertido en amonio, a excepción 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). Hoffinan el al. (1998) reportaron que la 

actividad de la nitrito reductasa se iniciaba inmediatamente después de la aparición de 

nitrito, sin embargo al revisar sus cinéticas se observa una conversión de nitrato a nitrito 

hasta una concentración de 6 rumol que contradice 10 reportado. Si la utilización de nitrito 

hubiera sido posterior a la reducción total del nitrato, es probable que se hubieran 

presentado problemas por la toxicidad del nitrito acumulado. Clements el al. (2002) 

mostraron que B. subri!is no puede crecer cuando se utiliza nitri to como aceptar final de 

electrones en condic iones anaerobias, a diferencia de lo mostrado por Cruz Ramos el al. 

(1998) Y Marino el al. (2001), posiblemente esta diferencia se deba a que estos últimos 

usaron una mezcla de glucosa y piruvato. Mas aun Cruz Ramos et al. (I998) observaron 

el mismo perfil de productos en condiciones de respiración de nitratos que en fermentación 

(glucosa-piruvato) y si n embargo encontraron que la actividad de la piruvato 

deshidrogenasa se reducía 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 anaeróbicas o a 
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no tener un control de pH. En nuestro caso desde un pnnclpJO 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 había nitrato presente. Una falla en la 

inducción de la nitrito reductasa lleva a una acumulación de nitrito. Lo único que se sabe, 

en la regulación de la nitrito reductasa, es que necesita haber nitrito, producto de la 

reducción 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 expresión del metabolismo de nitrato a amonio. Esta deducción tiene 

sustento en la información que se tiene de cómo se mantiene este control en E.coli. La 

acumulación final de productos depende de la concentración de nitrato que se haya 

utilizado (Tabla 6.4. 1). Conforme la concentración de nitrato se fue incrementando, la 

formación de ácido láctico decreció y la acumulación de ácido acético aumentó. Estos 

resultados son parecidos a los obtenidos con glucosa o nitrato independientemente, 

acumulaóón de ácido láctico o acético. Se detecto una acumulación de butanodiol, que en 

un principio se incremento (hasta 16 mmol de nitrato) y posteriormente disminuyó, 

acumulándose en su lugar el intermediario de la vía, acetoina. Se detectaron pequeñas 

cantidad~:s de ácido succínico (0. 15 gil), pero no de etanol, resultado que esta de acuerdo a 

lo encontrado por Cruz el. al. 2000 y en controversia a lo reportado por Nakano eral. 1997. 

La disminución en la duración de la fase estacionaria y la lisis celular que se presenta 

resultan en una fonnación de esporas y de actividad B-galactosidasa prácticamente nula 

(Tabla 7.4.1). 
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Tabla 7.4.1 Parómerras de los cultivos por IOle de Bacillus subtilis usando diferentes 
concentraciones de nitrara a la cOl1celllración de glucosa de 22.2 mmol. 

Nitrato (mM) 

Parámetro Unidades 4 8 12 16 20 24 

Relación GJc/nitrato mol/mol 5.56 2.78 1.85 1.39 1. 11 0.93 
11 }3 etapa b·1 1.02 0.96 1.16 0.92 1.00 0.98 

}l 2 3 etapa b·1 0.26 0.20 0.30 0.31 0.34 

Biomasa gil 0.50 0.71 0.86 0.95 1.16 0.99 

Glucosa Consumida mM 10. 1 13.0 17.3 21.3 21.3 22.0 

Nitrato Consumido mM 4.01 8.00 11.7 16.3 18.7 16.8 

Nitrito Residual mM O O O O 004 0.04 

Lactato mM 8.60 3.90 3.33 1.86 2.05 1.12 

Acetato mM 6.30 11.67 17042 21.80 20.65 19.01 

Butanodiol mM 2.9 4.0 4.0 404 0.0 0.6 

Acetoina mM O O O 2.1 9.8 9.3 

Esporulación % O O O 0.01 0.01 0.001 

Actividad B-Gal U/mg 26 14 8 38 31 23 

Tabla 7.4.2 Variación del potencial de oxido reducción en función de fa formación de 
biomasa durante el crecimiento de Bacillus subtilis. 

Relación glucosa/nitrato 

(mol/mol) 

2.8 

1.8 

lA 

1.1 

0.92 

PROMEDIO (Desv.Est.) 

Variación Redox lBiomasa 

(mV l(gll)) 

128 

140 

93 

152 

108 

124(24) 
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Cuando ambos el donador de electrones (glucosa) y el aceptar de electrones (nitrato) se 

adicionan al medio de cultivo, se incrementa la velocidad específica de crecimiento y la 

producción de biomasa. La velocidad de crecimiento que se presenta en estas condiciones, 

con respecto a las condiciones aeróbicas es menor, y se sugiere que se debe principalmente 

a la disminución en la eficiencia energética de la respiración anaerobia y a que la glucosa es 

metabolizada a productos de fermentación. La segunda etapa que se observó a una menor 

velocidad de crecimiento, se puede deber a que se agotaron los compuestos (por ejemplo 

algún aminoácido) de más fácil asimilación en el medio complejo. La formación de 

biomasa se incrementó y alcanzó 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 generación de energía proveniente 

del catabolismo de la glucosa y la respiración de nitrato a amonio. Cuando cualquiera de los 

compuestos que funcionan como donadores y aceptares 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/glJiomasa·h, la cual es 

simi lar a aquella encontrada en cultivos continuos o alimentados a altas velocidades de 

crecimiento (Sauer el al., 1997; Martinez el al., 1998). Esto indica que la actividad 

glicolítica en estas condiciones es alta, hecho que se había postulado corno posible causa de 

la limitación para el crecimiento fennentat ivo de B. sublilis (Nakano, el. al. 1997) 

Conforme se incrementó la concentración de nitrato, a una concentración fija de glucosa, se 

favoreció la producción de ácido acético y a medida que se terminaba el nitrato, se 

acumulaba ácido láctico. A bajas concentraciones de nitrato, las coenzimas reducidas 

formadas ya no pueden usarse en la reducción de nitrito a amonio y por lo tanto la relación 

de coenzimas reducidas a oxidadas se incrementa, 10 cual favorece la producción de ácido 

láctico. El butanodiol también se sintetiza cuando la concentración de nitrato está limitada. 

Cuando no se presenta está limitación, las coenzimas reducidas se reciclan en la reducción 

de nitrato en amonio y se observa una acumulación preferente de acético y acetoina. Estos 

resultados permiten sugerir que muchos de los estudios que se han llevado cabo a nivel 

genético y de regulación deben ser revalorados en vista de no haber tomado en cuenta la 
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posible limitación del nitrato. En las condiciones encontradas se sugiere que la relación 

glucosa/nitrato que debe utilizarse es del orden de 1.39 molar para mantener el sistema en 

una condición estequiométrica que pennita la respiración de nitratos y sin la acumulación 

de nitrito. Condiciones diferentes de la proporción de concentraciones glucosa/nitrato, 

como por ejemplo la empleada por Cruz-Ramos el al. (2000) de 5.56, resultan inadecuadas 

para evaluar la respiración nitratos, ya que en esas condiciones se encontró que se favorece 

la fennentación láctica, la cual resulta indispensable en el crecimiento anaeróbico de B. 

Sublilis 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 respiración de nitratos, nitritos y fennentación (glucosa-piruvato). Esto se debe a que el 

piruvato adicionada junto a la glucosa también sirve como aceptar de las coenzimas 

reducidas y hace que las conclusiones resultan erróneas. 

Al parecer la ruta de síntesis de acetoina, que transfonna al ácido pirúvico en acetoina y 

butanodiol, le sirve a las células para poder regular la uti lización del poder reductor 

producido, sin la necesidad de cambiar abruptamente de una producción de ácido acético a 

ácido láctico. Esto es en fonna pausada pasar de la producción de acetoina a butanodiol 

cuando comienza a haber un exceso de coenzimas reducidas y en caso de persistir esta 

acumulación, inducir la síntesis de ácido láctico e inactivar la síntesis de acético. También 

esta ruta es importante porque se acumulan metabolitos de naturaleza neutra. 

Contrariamente a lo reportado por Cruz-Ramos el al. (2000) nosotros no observamos 

acumulación de butanodiol en condiciones de fennentación y mucho menos una reducción 

en su acumulación debido a la ad ición de nitrato. Ellos no detectaron una acumulación de 

acetoina ya que las condiciones que emplearon (glucosa-piruvato) y una relación de 

concentraciones glucosa/nitrato de 5 no pennite observar Jos resultados que reportamos. 

La ausenc ia de una fase estacionaria prolongada parece ser la causa de la limitada 

producción de actividad de B-galactosidasa y de la insignificante esporulación, sin embargo 

en presencia de glucosa es posible obtener una fase estacionaria de corta duración. La lisis 

celular que se presentó en estas condiciones es resultado de una ausenc ia de fuente de 

energía (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 predisposición de B. subtilis de li sarse por el efecto combinado del 

agotamiento de glucosa y la presencia de iones divalentes (Jolliffe, el. al. 1981; Martínez er 

al., 1997). 

Los resultados obtenidos de los incisos 7.2, 7.3 Y 7.4 nos penniten 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 oxígeno. 
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Fig.7.4.7. Metabolismo de la glucosa en condiciones aerobias (A). microaerofilicas 
(limitación de oxígeno) (E), Fermentativas (e) y de respiración de nitratos 
(D) 
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7.4.1 APORTACIONES. 

1.- Se observo que B. subrilis es capaz de crecer tan rápido bajo respiración de ni tratos 

como en condiciones aerobias. 

2.- Se observo que los principales productos finales del metabolismo en anaerobiosis son; 

ácido acético, ácido láctico, acetoina y butanodiol. Cuando hay una limitación de nitrato se 

produce ácido láctico. Cuando no esta limitado, se produce acético y butanodiol y a una 

limitación incipiente de nitrato, se acumula acetoina en lugar de butanodiol. 

3.- El nitrato es convertido en nitrito, después de una acumulación de este se induce la 

expresión de la enzima nitrito reductasa, que convierte el nitrito en amonio. 

4.- Cuando se tennina el nitrato y la glucosa no se presenta una fase estacionaria como la 

observada en condiciones aerobias, motivo por el cual tanto la fonnación de esporas, como 

la actividad de D-galactosidasa son prácticamente inexistentes. 

5.- Se sugiere que la relación glucosa/nitrato que debe utilizarse es del orden de 1.39 molar 

para mantener el sistema en una condición estequiométrica que permita la respiración de 

nitratos y sin la acwnulación 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 UTILIZACIÓN DE CULTrvO ALIMENTADO EN EL CRECIMIENTO DE 

B. subrilis EN CONDICIONES ANAEROBIAS. 

En los experimentos por lote en anaerobiosis se observó que no se desarro llaba una fase 

estacionaria como en los cultivos aerobios, eventualmente las células se lisaban y la 

esporulación era prácticamente nula. Uno de los objetivos planteados es obtener 

infannación, en condiciones anaerobias, sobre los niveles de esporulación y expresión de 

laeZ controlada por el promotor aprE, el cual se activa durante la fase estacionaria, para 10 

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 respiración activa. Para alcanzar 

este fin, se decidió alimentar un fl ujo constante de una solución conteniendo al donador de 

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

La solución conteniendo una concentración de glucosa de 0.46 M Y de nitrato de 0.336 M 

(relación molar glucosa/nitrato de 1.4) fue alimentada a un flujo de 0.24 ml/min. Se escogió 

la relación 1.4 porque en los culti vos por lote se observó que en esta relación las células 

crecen respirando nitrato y no fermentando la glucosa a láctico. Asumiendo la generac ión 

de 1 gil de células (ver tabla 6.4. 1), el flujo fue seleccionado para abastecer la velocidad 

específica de consumo de glucosa que se obtuvo para tener un crecimiento balanceado [1.2 

(galc/gCel .h) I 0.18 (galclmmoIGlc) = 6.7 (rnmoIG1c/gCel. h)J . La alimentación se inició antes de 

que la glucosa y el nitrato se terminaran (una concentración de glucosa arriba de 1 gil) . En 

la figura. 7.5.1 se presenta la cinética de este experimento, como puede observarse la 

concentración 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 

respirac ión de nitrato a amonio (no hubo acumulación de nitrito) y la conversión de glucosa 

a ácido acét ico, acetoina y butanodiol. Aunque la cantidad de esporas se incrementó 

significativamente (5.6 X 10 6 ), el porcentaje de esporulación fue de solo 0.29%. La 

activ idad de t3-galactosidasa, relacionada a la expresión del gen aprE fue tan alta (280 
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U/mgeel), en términos especificas, como aquella observada en condiciones aeróbicas en 

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

Tomando esta fermentación como base y con la finalidad de intentar mejorar la 

esporulación e incrementar la actividad enzimática de p-galactosidasa, se aumento y 

disminuyo el flujo másico de alimentación en ± 30 % y posteriormente en un + l 0%. 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 alimentación de 

glucosa y nitrato en 30% se observo un decremento en la producción de enzima y esporas. 

Esto se debe a que a diferencia a Jo observado en la cinética tomada como base y a pesar de 

presentarse una fase estacionaria no hubo un acoplamiento con respecto a la respiración 

(aumento en la concentración de nitritos y/o glucosa). Al emplear un flujo de alimentación 

incrementado en un 10 % con respecto a la cinética basal, se observo (Tabla 6.5) una 

reducción del 30% en actividad enzimática y de un orden de magnitud en esporulación. 

Tabla 7.5.1 Efecto de la variación en la alimentación de glucosa y nitrato sobre la 
esporulación y actividad ~galaclOsidasa de Bacillus subtilis BSR6. 

Velocidad de Esporas Actividad p-gal. especifica max . 

alimentación· máximas (U/mg Biomasa) 

Número/mI 

BASE 1.8 X lO " 279 

30 % MAYOR ND 41 

10 % MAYOR 3.0X lO' 195 

30%MENOR 700 26 

MEJOR CULTIVO 14,000 38 

POR LOTE 

AEROBIO 2.2 X lO 600 
. . 

-Con respecto a la ahmentaclOn de (1.20 gIh) Y ",trato (0.30 gIh) como base . 

l\TD.- No detectadas. 
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La expresión de este gen en condiciones aerobias tiene lugar en el medio de cultivo 

Schaeffer durante el inicio del proceso de esporulación y este resultado en condiciones 

anaerobias sugiere que dicho proceso también se induce en condiciones anaeróbicas. Sin 

embargo sería necesario estudiar genes de las diferentes etapas del proceso de esporulación, 

a fin de detenninar en que etapa se detiene la fonnación de esporas. La producción de 

enzimas por B. subtilis en condiciones ana aerobias ha sido poco explorada y los resultados 

presentados muestran en principio su factibilidad. Con la final idad de estudiar la 

producción de enzima p-galactosidasa en condiciones anaerobias, se realizaron dos 

cinéticas con la cepa 111 , 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 condiciones 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, pennitió encontrar una fonna de operación del 

bioreactor en que se desarrollo una fase estacionaria en que la concentración de glucosa es 

mínima y el metabolismo esta dirigido a producir la máxima cantidad de energía (ac. 

acético, butanodiol/acetoina y amonio). La actividad de la enzima p-galactosidasa (AprE se 

encuentra funcional) observada en esta operación resulto tan alta como la detenninada en 

aerobiosis, lo que sugiere que el B. subtilis inicia el proceso de esporulación, pero que se 

detiene en alguna etapa subsiguiente. 

2.- La inducción de enzimas hidroJíticas en esta fonna de operación, ejemplificada por la 

actividad de p-galaclOsidasa y por el empleo de dos cepas, una de las cuales es 

sobreproductora, sugiere que es posible pensar en la producción de enzimas en condiciones 

anaerobias. 
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7.6 RELACIONES ESTEQUlOMETRICAS y DETERMlNACION DE FLUJOS 

METABOLICOS. 

Con la finalidad de tener un conocimiento cinético y energético mas precIso sobre el 

metabolismo en condiciones de respiración de nitratos se hicieron detenninaciones de los 

flujos metabólicos (rnrnoVg biomasa-h) a partir de cinéticas de cultivos lote diseñados ex-, 
profeso. En estos cultivos la concentración de glucosa y nitrato se incrementó a 8 y 2 gil 

respectivamente (relación molar 1.4), con la finalidad de poder llevara cabo un mayor 

número de mediciones durante el crecimiento logarítmico. 

Las ecuaciones empleadas para los balances (Bulthuis er al., 1991; Papoutsakis el al. , 1985) 

son: (1) representa el catabolismo de la glucosa al través de la ruta de las pentosas, se 

asumió que el NADPH producido podría ser convertido en NADH (Sauer el al., 1997), o 

bien utilizado directamente en las reacciones para producción de productos fennentación O 

para la reducción del nitrato a amonio; (2) representa la ruta de la glicólisis; las ecuaciones 

de la (3) a la (7) constituyen la conversión de pirúvico a los diversos productos acumulados 

(láctico, acético, acetoina, butanediol y succínico, respectivamente); la ecuación (8) es la 

conversión de nitrato a amonio. Posterionnente se presentan los balances de coenzimas 

reducidas. Los ténninos del lado izquierdo representan las coenzimas reducidas o 

consumidas durante el cataboli smo de la glucosa: C6H l206 es la glucosa total consumida; 

[A] es la glucosa catabolizada por la ruta de las pentosas, el resto es catabolizada por la vía 

de la gl icólisis; los otros ténninos representan las coenzimas producidas o consumidas en la 

acumulación de productos (acético, láctico, butanediol y succínico, respectivamente); y los 

témúnos del lado derecho de la ecuación son la utilización de coenzimas reducidas en la 

reducción del nitrato y el nitrito a amonio. A partir del balance de coenzimas reducidas es 

posible calcular la cantidad de glucosa catabolizada por la vía de las pentosas. El siguiente 

balance corresponde al ca:, es decir el producido a partir de los productos acumulados, el 

cual se compara con el CO2 medido experimentalmente y por lo tanto representa una 

comprobación de los balances antes efectuados. Finalmente se presenta el balance para 

calcular el rendimiento en ATP (se utilizó una eficiencia en la fosforilación oxidativa 
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(A TPINADH) de 1.3 para la cadena respiratoria con la enzima nitrato reductasa de B. 

subtilis y la producción o consumo de A TP en las ecuaciones 1, 2 Y 4). 

3 C,H120 , - ---+. 5 C,H,O, + 3 CO, + ll NADH + 5 A TP 

CóH120 ó -----+. 2 C,ILO, + 2 NADH + 2 ATP 

C3H40 2 + NADH • C,H,O, 

C,ILO, 

2 C,H,O, 

NADH, + 2 C, ILO, 

• 
• 

C,H,O,+ NADH + ATP + CO, 

C,H,O, + 2 CO, 

----+. C,H"O, + 2 CO, 

----+~ Ácido Succínico C,H,O, + 2 NADH + CO, 

KNO, + 4 NADH -------+. KOH + N1LOH + H,O 

BALANCE NADH 

2 [C,HIlO, catabolizada] + 5/3 A + C,ILO, - C,H,O, - C,H"O, - 2 C,H,O, 

~ 4 NO, - 3NO, 

BALANCE DE CO, 

(6.6.1) 

(6.6.2) 

(6.6.3) 

(6.6.4) 

(6.6.5) 

(6.6.6) 

(6.6.7) 

(6.6.8) 

CO2 Total = C2fL02+ 2 (C4H!Q02 + C4H100 2) - C4Hó0 4 + CóH120 ó proveniente de 

pentosas 

PRODUCClON DE A TP 

ATP Total ~ C,H,O, + C,H,O, + 2 C,ILO, 

+ 2 (C,H " O, + C,H,O,) + 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 acumulación de productos. 
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Figura 7. 6.1 Cinética empleada en la estimación de flujos metabólicos (experimento A). 
Bacillus slIbtilis bajo condiciones Qnoeróbicas de respiración de nitratos. 
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Tabla 7.6.1 Distribución de productos de las cinéIicas presentadas en las figuras 7.6.1 y 
7.6.2. 

Producto A B 
(mmo!) 
Acético 39,00 40,30 

Butanodiol 15,90 17,80 

Acetoina 5,45 2,16 

Láctico 2,44 2,56 

Succínico 1,19 1,10 

CO,(caJc)* 93,00 91,80 

CO, medido 94, 14 98,26 

NO) Reducido 32,26 32,00 

NO, O O 
*Calculado por la ecuación (10). A Y B son dos experimentos 

independientes. 

La cantidad de CO2 representa el 36 % de todo el carbono proveniente de la glucosa, 

seguido de un 30 y 31 % para el ácido acético y el conjunto acetoina-butanodiol, 

respectivamente, también se observaron pequeñas cantidades de succínico, de tal manera 

que se recuperó el 98% del carbono proveniente de la glucosa consumida en los productos 

cuantificados. Mientras que la cantidad de CO2 cuantificada tuvo una variación de ± 4.2% 

con respecto a la cantidad total de CO2 calculada a partir de las concentraciones de los 

productos (ecuación 10). Cabe recordar que en la sección 7.2 se mostró que B. subtilis no es 

capaz de crecer en condiciones anaeróbicas en medio Schaeffer sin glucosa y que al 

adicionar glucosa el medio se obtiene poco crecimiento y producción de láctico. En 

conjunto estos resultados indican, de nuevo, que los componentes del medio Schaeffer 

(aminoácidos, vitaminas, etc.) son utilizados para fonnar la masa celu lar y que la glucosa es 

empleada para generar poder reductor, productos y energía en anaerobiosis. Además la 

energía extra obtenida de la reducción del nitrato a amonio pennite que se pueda generar 

una mayor cantidad de biomasa cuando se utiliza nitrato como aceptor final de electrones 

en comparación con la poca biomasa que se obtiene en condiciones de fermentación . Así 

mismo en ausencia de nitratos, B. subtilis convierte glucosa en láctico con rendimientos 

mayores al 80% del teórico (figura 7.2.3; Hemández-Bustos 2003), lo cual indica que la 

generación de 2 ATP por mol de glucosa (obtenidos a nivel de fosforilación de sustrato) no 
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son suficientes para sostener un mayor y prolongado crecimiento de B. SUblilis, y que la 

generación de A TP adicional por la conversión del pirúvico en acético y la reducción del 

nitrato favorecen el su crecimiento en condiciones anaeróbicas. 

Utilizando el balance de coenzimas (ecuación 9), se calculó que un porcentaje de la glucosa 

en las condiciones de estudio es catabolizada por la ruta de las pentosas. Los balances de 

oxido-reducción y de hidrógeno fueron 0.99 ± 0.05 y 1.011 ± 0.01 respectivamente, 10 cual 

indica una excelente consistencia de los resultados obtenidos. Los valores calculados para 

el rendimiento de A TP 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 encontró 

que en la vía del ácido acetico la generación de ATP representa el 47%, mientras que en la 

producción de acetoina-butanodiol y la respiración del nitrato la generación representa el 26 

y el25 % respectivamente, indicando la importancia relativa de cada vía. 

En la Tabla 7.6.2 se muestran los flujos metabólicos que se obtuvieron a partir de los datos 

cinéticos del consumo de glucosa y fonnación de productos. El fl ujo de [onnación de ácido 

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 partición del carbono para dividirlo 

proporcionalmente. Son escasos los reportes sobre la producción de butanodiol por B. 

subri/is, ya que no se le considera un buen productor de este metabolito, lo cual se puede 

explicar por la amplia acumulación de ácido acético ya que reduce el rendimiento de 

butanodiol. Basados en este hechos, la interrupción de la vía para la producción de acético 

en B. sublilis conduciría a la obtención de cepas que potencialmente canalizarían la mayor 

parte de la glucosa hacia la fonnación de acetoina-butanediol en cultivos anaerobios con 

relaciones glucosa/n itrato iguales o menores a 1.4. Por otro lado, el flujo metabólico de de 

producción de diol (acetoina y butanodiol) fue la mitad de aquella observada en 

EllterobaCler aerogelles, 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 el al., 1994). El consumo de glucosa en 
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condiciones anaerobias es tan rápido como aquel observado en condiciones aerobias a altas 

velocidades de dilución (Sauer el al., 1997; Goel el al, 1993; Martinez 1997) y por lo 

tanto no representa una limitación para el crecimiento anaerobio. 

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

Sustancia (mmoJ/gc,,-h) (mmolcfgc,,-h) 

qglucosa 6.65 39.91 

qA.celico 5.48 10.96 

q Oiol 
, 

3.18 12.74 

q C02 14.90 14.90 

q NOJ 5.18 

~Butanodiol yacetoina 

Tanto en los experimentos donde se alimento glucosa-nitrato (sección 7.5), como en las 

corridas para determinar los flujos metabólicos, se observó un incremento en la 

concentración de biomasa con respecto a aquellos obtenidos por lote, este hecho refuerza la 

hipótesis de que la generación de biomasa para B. subti/is en condiciones anaeróbicas esta 

limitada por la obtención de energía y que por tanto la generación 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 glicólisis 

como la única ruta catabólica de la glucosa. Dos evidencias se tuvieron para decir que la 
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ruta de las pentosas estaba funcionando en condiciones anaeróbicas, esto es el balance de 

las coenzimas y la comparación del balance de C02 de las rutas metabólicas con la 

evolución de este determinada experimentalmente. Más aún el metabolismo esta dividido 

en el metabolismo catabólico que depende de la utilización de la glucosa y la respiración, y 

el metabolismo anabólico que depende de los ingredientes del medio Schaeffer. La 

consistencia obtenida en los balances de carbono, coenzimas, ATP, de oxido-reducción y 

de hidrógeno, penniten sugerir que el ciclo de Krebs no está activo, lo cual está en 

concordancia con lo mostrado anterionnente por Nakano el al. (1998). En E. coli se ha 

encontrado que la represión del ciclo de Krebs en condiciones de respiración anaerobia de 

nitratos se debe a las condiciones anaeróbicas y principalmente a la represión que ejerce la 

glucosa (Prohl el al., 1998). 

Adicionalmente, existe la posibilidad de que en condiciones fermentativas haya una 

producción 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-fonnato 

liasa que le permite convertir el pirúvico en acetilCoA, sin producir coenzimas reducidas, 

en cambio B. subtilis solo puede convertirlo en acetilCoA con la fonnación 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 producción de butanodiol, sin embargo 

sobra al menos una molécula. Los productos mayoritarios observados en las vías 

fennentativas de B. subtilis son ácido acético, acetoina-butanodiol y ácido láctico, la 

primera produce coenzimas reducidas, la segunda vía tiene un balance de una o dos 

coenzimas producidas en exceso por cada dos moléculas de ác ido pirúvico producido y solo 

en la fonnación de ácido láctico 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 nitrógeno molecular salir del suelo, otra posibilidad es que los 

microorganismos (entre ellos B. subrilis) 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 reducción de una molécula de nitrato a amonio en condiciones 

anaeróbicas (el inverso de la mtTificación). E. coN no puede crecer con nitrato como fuente 

de nitrógeno en condiciones aerobias, en cambio B subtilis si puede. El poder reductor que 

genera B. subtjlis lo puede emplear para acoplarlo a la reducción del nitrato, lo cual le 

resulta favorable y nos permite plantear que este comportamiento fisiológico es una, entre 

otras posibles razones por las cuales B. subtilis es exitoso para permanecer y sobrevivir en 

el suelo. Recientemente Blencke, el 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, 10 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 formación de 

triptófano y nucleótidos, por Jo cual la actividad constitutiva de esta ruta de las pentosas 

resulta favorable para su crecimiento. En el suelo la hemicelu losa de los vegetales es 

hidrolizada en pentosas, las cuales snven de fuente de carbono y energía 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 descripción cinética y energética de cómo Bacil/us sublilis es capaz de 

crecer en condiciones de respiración de ni tratos. 
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8.0 CONCLUSIONES. 

1.- Se corroboró que el empleo de un sensor de oxido-reducción es adecuado para utilizarse 

en condiciones en las que concentración de oxigeno son muy bajas y permitió definir una 

condición inicial estándar en los cultivos anaerobios llevadas a cabo. También se comprobó 

que los cambios en el potencial de oxido-reducción correlacionan con el crecimiento de B. 

subtilis en condiciones anaerobias con respiración de nitratos. 

2.- B. subtilis crece lentamente y poco en medio neo (Schaeffer) en anaerobiosis, 

fennentando, en estas condiciones, la glucosa eficientemente en ácido láctico. Sin embargo, 

el crecimiento y la velocidad de [onnación de biornasa se incrementan cuando se utiliza 

nitrato como aceptar final de electrones y se produce un cambio en el perfil de fonnación 

de productos. 

4.- El crecimiento anaeróbico es tan rápido bajo respiración 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 proporción molar de 1.4 glucosa / nitrato, permite que las coenzimas 

reducidas se uti li cen en la conversión de nitrato a nürito, después de una acumulación de 

éste último se induce la ninito reductasa que convierte el ninito en amonio y los 

metabolitos que principalmente se acumulan son acético y acetoina. Una limitación de 

nitrato lleva a la formación de butanodiol en lugar de acetoina 

La producción de acético en condiciones de respiración de nitratos representa la vía más 

importante de obtención de energía, esta le pennite producir A TP Y poder reductor. 

5.- Cuando se tennina el nitrato y la glucosa, no se presenta una fase estacionaria como la 

observada en condiciones aerobias, sino li sis celular motivo por el cual tanto la formación 

de esporas, como la actividad de p-galactosidasa son prácticamente inexistentes. 
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6.- El empleo de cultivos alimentados con nitrato-glucosa, pennitió establecer una fase 

estacionaria. En estas condiciones la actividad específica de ~-galaclosidasa (expresión de 

aprE) es tan alta como la detenninada en aerobiosis, sin embargo el nivel de esporulación 

es menor al 0. 1 %. Estos hechos sugieren que B. subtilis inicia el proceso de esporulación 

pero no logra completar el mismo. La inducción de aprE, en dos cepas con diferentes 

niveles de expresión, indican que es posible la producción de subtili sina u otras enzimas 

hidroliticas, tanto en birreactores como en el suelo, en condiciones anaerobias con 

respiración de nitratos. 
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9.0 PERSPECTIVAS. 

1.- Debido a que el metabolismo anaerobio de Bacillus subtilis parece sencillo, se podría 

utilizar en la producción de algunos metabolitos como; ácido acético, ácido láctico, etanol , 

butanodiol, etc . 

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

respiración de nitratos, por ejemplo: almidón, xilosa, arabinosa, etc. 

3.- Estudiar la producción de enzimas hidrolíticas en condiciones anaerobias. 

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

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

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

anaeróbicas. 
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11.0 APÉNDICES. 

11.1 PRESENTACIÓN DE ARTicULO. 

En el manuscrito se presentan los resultados obtenidos en cultivos por lote, aerobios y 

anaerobios, en los cuales se varió la concentración del nitrato, a una concentración fija de 

glucosa en medio complejo, así como los obtenidos con los cultivos alimentados (l 

Espinosa- de-los Monteros, A. Martínez y F. Valle. 2001. Metabolic prefiles 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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Abstrae! Cultures using ni lrate as Ihe terminal electron 
acceplor were eonducled in SchaefTer 's medium 10 eval­
uale che ¡rowlh performll1\ee and melabolic profiJes n( 
80cillul l llb/ilis, and ilS potential to cxpress Ihe aprE 
(subtilisin) ¡ene under anoxie conditions. Nitra!e was 
conycrted 10 ammonia through nitrile reduction; and dif­
(erent producI profiles wtJe obscrved during tbc growth 
phase when nitrate wu added 111 ve.riow conccnltlllions 
(4-24 mM) to Schaeffer's mediwn eonta;ning glucase 
(48 t-I). ¡f "itrate was not limiting, lben aeetic acid md 
acctoin were aecumulaled, suggesting a limitation of re­
duced cafletan; but, ¡fnitrate became limiling, Ihen lac­
Lie l eid aod bUlwl.ediol werc accumulaled, suggesting an 
excess of redueed eofaclots. Due to a Slrong Iysis al the 
onsct o( tbe eod o( Ihe growth phase, sporulation (re­
queney and oprE expressioo were negligible in anaero­
bic batch cultures. Fed-batch fermentation allowed the 
deYclopmcnl of a Slalionary phase lhrough a contiouous 
supply o( glucose and nitrale. In this case, sporulatioD 
frequeo cy was almost null , but in!ereslingly oprE ex­
prcssion was similar 10 that found in aerobic cultures. 

Introduction 

Bodllu.f l ubrilis is a hns! commonly uscd for (be indus· 
trial produclioD 01' de¡::radatiye e[lZ)'mes, such as sublili· 
sin (Zukowski 1992). Subtilisin is coded hy the oprE 
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gene aod it! production is tri~gered al the onse! of the 
stationary phase. oprE-locZ trans lation fusions haye 
bcen used cxlensiyely lo characlerizc oprE expression 
under aerobic eonditions (Ferrari el al. 1986, 1993: 
Martinez et al. 1997). 

In !he absence of oxygen, B. lubrilis eao use nitrale as 
lbe fina l elecuon acceptor (or respiration (Priest 1993). 
Unlil now, mast o( the work related 10 ilS anaerobic 
physiology hu dcalt with doning, sequenciog, eharac­
terizalion, and regulation o( 8 . l ubti/is genes byolyed io 
che respiralory nitrale reduetase System (Nakano et al. 
1997; Nakano and Zuber 1998). However, there is alacle 
of sludies quautifying metabolic profiles, k.ioelic param· 
elers of Cellular growth, and sporulation-re1a!ed event!, 
such as the produclion of dcgradative enzymes under 
conditions of anaerobic nitnlle respiration. 

To eyaluatc tbe physiological perronnanee of B. sub­
/i/is durina anaerobic growth, including product-(orma· 
lion profiles and kinelic pllramelers, we srudied ¡he er­
feel o( differenl initial wltllle concentrations in pH-con. 
troUed batch cultures. To avoid eellular lysis and lo al­
low !he deyelopmcnl of the slationary phase in e..naerobie 
cultures, nitrate and glueose were fed al tbe cnd of Ihe 
cxponenlial growlh. aprE gene eXfJression was assessed 
in thcse cultures as p.galaclosidasc enzyme actiyity, us­
ing an oprE-lacZ IInnslation fusion wlegrated mto the 
amyE loeus of 8. subtilis. 

Materials and methods 

MicTOOr¡anilm, lnoc:ula dcvelopmcnl Ind nledil 

B. ~"MIfJ $lra¡n BSR6 (flI1prE. MmyE. /ri.s.A , glyB, aprE.:/acl, 
C",-; Jan el 11. 2000) ~nllininr. In ilprE.loeZ lrans.\a1ion fw¡ion 
i ~legraled inlO lhe /J,.,yE locus wu uwd in.1I expcrimcnlS. Stock 
~ullurc, were mlinl.1.ined ;n fr07.f:n ... ¡als 1I -10'C conlainins 12% 
¡:I)'«JOI. for fermo: nlor cul!\1U"J, Sc:hacITer ', lpCIrull lion medium 
11 pH 7 (Sc: hlelT"er el 11. 1965) WI5 used Ind wpp'cmented with 
¡:1\1~K. nilrone. or bolh, u indiC.l.leG In W Re$ullS. A loop or 
CCll5 I.Ikcn from frolen slock was U2IUfeITed \0 a 11: $1 tube: wi¡h 
) mi Luria brotll. Afler ' 2 h, 1 mi was lransfermi 10 12~-ml 
T.f1u1r.1 conll;n in¡: 25 mI or Luna brolh. lnocul. WeH gro""n 10 
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lB' 
.11 <>plIca! detuity .. 1 600 nm (ODtI!P) of 1.0 (approl. 2 11). Test 
tubes ando naskl werc ine .. b.lI:d al 37 ·C and 300 rpm (Gn incu­
b.lor; NBS Seientifie Ca., Ncw Bl'UMWick, NJ.). 

fnmenlOf tUINtU 

Al1 rC"nn~nlOr cultures we~ iniliated wilh 2% it>OCu lum. Aerobi<: 
.. nd &/'Inrobie tNoleh e1l11U~5 "'ere "med 0111 in a bamed, ¡lirnd­
¡anl: rermmlOT al J7 ~C alld SOO rpm. ",¡lb .. wor\ting "oJume of 
, 1 (M ul!igcn rennenlor, NQS Seienlif,c Ca., Ncw BT\IIIswiek., 
NJ.). !he fermentar ,",as equ;l7Pd with onc six_bl.dIe Rl.lshton im­
pcllf:r. !he pH wu conuolled al 7 by aUlomalie additions ofO.S M 
N.OH or 0.35 M H)PO~ 5OlulIOns. Díssolvcd olt}'gen wu 
mUliund ",¡lb .. pollrofl11.phic OlC)'gen probe (Melller-TolecLo, 
Wilminllon. Mau.). Foam WIf control1ed wilh So/. (",Iv) (!IOd. 
¡rade 5¡ ¡«Ine. For , erobi" cultures," 110'" !'ale of 1 vvm "'11 uaed 
and o x)'¡cn partía1 ,,", SSUTe lIe",", dropped below 200/. of lir satu­
rllion . 

For In.erobje cultures , prelimiMory tests wilh !he use: or ¡he 
OXY,C11 probe sho"'ed !ha! value! of 0% in oxygen partial p~$­
IUle do no! anule anaerobie eondition$; and a high variabi lily 
"'1$ round in euhu~ pc:rfonnln«. As reponed (Kjaecrsu rd 
1977; SrinivN et 111 . 1988), redollt vllueJ 1..., reliable in senling 
vcry lo'" level. or dcplelion of ollty,en in li'luid eulrures. Henec, 
I n eVllllltion "'as eanied out, ' plrg,ng ninogcn gas II l no", rile 
or 100 ml min- ' before ¡n()Culllion; &nd IRlCrobic I;Ondilions 
"'ne ddin«l ",hen 1 Itlble vllue Wlli relehed. using 1 redox 
prOobe: (Mcblcr.Toledo, Wilminglon, Mus.). SUth eonditions 
"'en: observcd lner 4 h ofnllrogcn bllbbHng ilnd a v.lue ofaboul 
-90 mV "'as ltuined.. To inercase lIX'uraey in I n.crobie !;Ondl· 
1;0"'11, n¡trogen "'&1 sp&r¡ed for .5 h befo.., inoculabon and 
lhrougllout ineubalion. 

Fed·batch an.urobie eul1ures _,.., T\ln al the same conditionl 
u5ed. in baleh cultuR:, ",¡th IR in itial eonecntration of 4 Illucose 
t-"1 and 16 mM Ritme {Le. 1 1.39 mola, ratio}. Fcd.balch opemion 
""&1 in¡!ialed bef~ nilnote and , Iuco$!: dtplclion (¡Jurosc !;OIICCII' 
I~Lion aboye I & t-"1). A .alution of , llICOsc and nilrale, with Ihc 
sarnc molar ratio uRd fOI !he inilial batch atalc, ""as fed Il a n ow 
11ILe ofO.24 mi min-l, ~ing I peri,tallie pump (M ¡nipl~ 2; Gil­
~, l"ilhl:fl, F~tw:t). Tbc fed soIution ""N prc-pared. al I caneen· 
trllion or O.46 M fOI ¡¡u_e and 0.34 M fOI nimlc. 

Analyticllm<:lhods 

Tbc 00.00 was meuu~d with 1 OU·70 spcecroplKllomclCT 
(Beekm.an, Fullcrton, Cl lif.) Ind was eonvcrted lo dry ~II ""eigll l 
pe!" litel, leeot4ing lO 1 calibration curve (1 00=0.3.5 i 1-' ). Sun· 
ple~ were ee:nuifu&ed. and froun unli l 1n&lysi s. GIUC05c 1"&1 mea· 
sured ",,¡Ih an enzyml lie IJIllyzer (EkllChem OT60 11: Kodd" R~ 
ehuler, N.Y.). Acetate, I.ellle, acelOin, succinate, and butarw:diol 
"'fre meuured by J.lPLC aMlysis (Ma"inc~ el 11. 199M). Nitrate 
and ",::i ~e ",.r. ,jetcnn;nd with MClkoquan, leSI strips an,j a RQ 
fin rer ... clomeler (Merl<.. OamlSldl, GCTTIllJly). Spore, ¡e,istanl 10 
huI WCTII e¡tillllled as (\ucllbcd by Niekolson 100 Sello ... (1990) 
III(! lIuadrupl icl le eounll o( •• eh dilul ion ""ere done. II-Gal..,IOI¡' 
(\~ I ctivi1y was meuured 100 one \lnit AA of enryme a.ctivity 
""u c;!efined as Ihe amaunl oren-zyrne hydrol~n, 1 runolONPG 
mirr' 1I 28'C (Fem.ri el 11. 1986). 

Results 

Acrobic and anaerobic growth 
of B. subtilis ib mcd ium with and wilbout glucose 

111 order to cbaraeterize 8 . sub/ilis al1aerobie perfor­
mUlee, aerobie aod anaerobic cultureS were eomparc:d 
us ing SehaefTCT's medium alone and Sthaeffer's mcd.ium 
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f ll' l ...c 811clllw ! Ilbtlli.! ba!ch culrure,: I Aerobie cullure in 
SebufTu', ,Iucose (4 g 1-1) mediu.m, b Anacmbie culrutc in 
Scl\acf'l"er ', &1ueose (4 & 1-1) mediwn, .nd e Anaerobie a¡tlUft in 
Schlclfe¡', mcd,um ... ilh 4 mM nirrate 

5upplc:mented witb 4 g glucose I-t. The specific growth 
rate in aerobic batch cultures wa.s 1.41 h- I and lbe maxi­
mum biomass at lbe oose! of the statiooary phase was 
0.88 g 1-' . Aeetic acid was the only prodUCI deteeted dur­
ins growth and evenrually it was COD5umed during lbe 
stationary phase. Sporulation frequenty and I}-S1!.lactosi. 
dase enzymat.ic llctivities rclated to the expression of 
aprE are shown in Table l . When ¡Iucose was addcd 10 
Scblleffer's medium undcr aerobic conditions, increased 
values of biomass and acetie acid eonccntrations werc at­
tained (Fig. la, Table 1). Acctic 1!.cid was aiso cOnsumed 
during the slationary pllase. During the firsl 2 h of 
Ihis eUllure, a growth rate similar lO thnt obtained in 
Sehaeffer's rnedium was obscrved and a second growth 
phasc: was developcd with a lowcr rate (0.52 h-!). Likely 
due to a calabolic reprcssion efreet of glucose, both spo· 
rulafion flcqueney and I}·galaclosidllse uClivitics wcrc 
approlltlmatcly half of !hose observcd for !he aerobie 
control expcrimenl (Table 1). 

B. sl.iblUis did nOI grow when it was culrured 
under al1aerobic conditions usieg SchaefTer's medium 
(Table 1). Only wbcn an electron donor (glucose) was 
added (and afte r a lag pbase of 7 b) Wll S growth acb..tcved 
(Fig. lb). An 83% and 96% rcduetion in s rowth rate a.nd 
maximum biomass was obtained, rcspectively, in 
eomparison witb aerabie Sehaeffer's glucose culture 
(Tllble 1). Glueose was partialiy eonsumed and laclic ae­
id was!he only product detecled. ln addition, sporulation 
was absent and only necligible I}-galactosidase activity 
was deleeled (Table I). 
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T.ble 1 Surnmary ~1\I\Ls of bI",h cul ture. witb Bfl.cill...s ~i1iJ 
BSR6 and awr Schlcffrr ', medium 11on<: or Sclluffer', gllIOO. 
mediurn und.eT acrobic ltKI .nacrobic ~it¡on$.. p.Gal Spcc:ific 
~1.laelotiduc ac:ri .. ;ly 'Uallled • h .floCr !he cnd of CJtponcntilll 
groWlh, glllCttlf ¡Luc:oS<' added ,1 4 ¡ 1-'. '-"g lag phasc duratient, p 

Mcdlum Condillon Lo, , 
(h) (b-' ) 

Schacffct'1 Acrobic O 1.4\ 

Schlcffcr" 4- ¡\uo;ox Acrobic O \.47 
Sccond ,tage 0.S2 

Scbt.cfTcr·. An,crobic 0.0 
Schf.e!fcr', 4- ¡Iuc.oac An,clobic 7 0.2S 

Use ofnilTIIle as final electron acccptor 

Wben Schaeffer 's medium was supplemenled with ni­
trate (4 mM) for lInaerobic gro\.\lth, a long lag phase was 
oblaioed (15.5 h: Fig. l e). lbe specific growth rate dur­
ing Ibe exponential growth phase (0.72 h-I) was half of 
!hat developed under aerobic condit ions. bUI almosl three 
times lbe value for anaerobie Sehaeffer's ¡Iucose cul­
ture . However, a very low biomass produc¡ion was at­
tained (0.09 B ¡-I). Aeetic aeid and nitri le were 8CCumU­
lateO (Flg. l e). No sporulalion was observcd and a negli­
gible ~-galactosida.se activity was detecled (26 U mg-1 

biomus). 

Effect of nitrate eoneentralion nn B. fillbtilis growth 
in Ihe presenCe of glucosc 

Cultures werc grown 10 8SSCSS B. su.btilis pcrfonnanec in 
Sehaeffer', medium complernented with glueose (4 g ¡-I) 
as an cleetrOn donar and with various n ilrolle concentra­
tions (4-24 mM) as elcetron aeeeplor. lGnctic profiles 
for two nitrale cooceotrations are shown in Fig. 2; and 
Table 2 sununanzes sorne pararnelers of Ihe¡;e eulturcs. 
The lag pilase was reduceO to 5--ó h. As nitrale eonc~­
Iration incrcascd, total ¡Iucose consurnption increased 
100 and, for nitrate eoneentrations above 12 mM, ¡Iucose 
was tot. lly cooswned. Biomass production increascd 
from 0.5 g t-I 10 an average of 1.04 g ¡-I for nitrale COIl­
centrarlons ruging from 16 mM 10 24 mM. Clearly, two 
growth phases were observed for cultures wi th nitrale 
coneentralioos above 4 mM (Fig. 2). The inilial specific 
growth rate was 1.0 h- I on IIverage (±O.08 h-I), i.e. only 
a 32"1. reduction wilb respecl lO lbe growth rate obtained 
in acrobie eondilions. Mca.nwhile, a decline in growth 
rate was observed for lhe second phase, wilb a mean val· 
ue of 0 .28 1r1 (~0.05 trI) for culrwes with nitrale eon­
cenlBtions of 8-24 rnlvI. 

As sbown in Table 2, lbe aecumulalion of fermenta­
tion produclS is dependenl on nitrate and ¡Iueose avai l­
ability. As nitrale eoneentration mereastd, lactic ocid ae­
cumulation dcercaStd . Meanwhile, acelic acid aeeumula­
Ilon inereued wilb nitrale concentration. Buta.ocdiol 
aecumulatioo was praelieally constant ' from 4 mM 10 

' Bl 

spccific ¡rowtl'1 ftlC, S«ond ''''H' ~fic gro .... !h rile during !he 
sec:ond c:rponenlia¡ IU.gc, SponJltJfWfI rporulation r ... qucncy al 
lB h ana !he coo of exponential growch, X_ mu;lmum biomass 
olKalncd '11he cnd or uponcnti.l ¡roWlh 
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FIl. 1 EumplCl of 8. , ,,btills ba tch anlcrobic cultures in 
SchadTer', gll.lCOiIe medium lupplerncnted wi!h diffCTCnl nitrate 
eon~cr1tn1tionl. Salid ctrcl~ 4 mM nitr. te , Opt11 eire/u 20 mM 
n¡tflle 

16 mM nitrale and no sigo..if¡eant accumulalion was ob­
scrved above 16 mM. Mcanwhile, aec toin aecumulation 
was obscrvcd only for concentrations higber than 
16 mM. Undcr nitrale- limi ting eondilion!, or for molar 
r1ltios o r ¡ Iucose/nitrate highc:r than 2.78, molar concen­
trat ioas of lactate and butanediol werc predominan! over 
acetate and aeelom. For aU experiments under an.aerobic 
condilions dcscribeCl. abovc, eellular Iysis was observed, 
following exponcntial growth.. Hence sporulation fre­
quency and j3-galactosidasc aetivily werc praetic:aUy null 
iD atlacrobic batch cultures, compared 10 lbose obsCfVed 
undcr aerobie condilioos (sce TBbles 1, 2). 
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Tibie 2 Summary or batch annrobic culwres puomelers wilh B. 
s.u,¡ili., BSR6 u5ing differenl nitl"8.1e concen1rluionl and Schaef· 
fer', mediurn with 8111CO:5e 22.2 mM. V.lues shown ror glucose, 
nitrate, n¡lrile, laclale, acetite, bUl.I.lIcdiol and .celO;O "'ero: o~ 
lained &, thoe cnd Qr upanen!i.1 gfOW\h. ~GQI (l(tivfry Muimum 
~cific e-galaclosi&se lIcliviry anained .rlCT the cnd of uponen-

lial groWlh, Blom/US maximum biomus obtail\td a' !he cnd or ex­
POlIen!i.1 groWlh,!J. J.rllrage Ipl:cífie growth rate durina; lile ti,"" 
cxponenlial growth slase,!J. 2nd Sloge spe<:ific groW'lh rate during 
u'e II:<:Q!Kl exponenli.l growth 6tage, Sporllla rton sporulation freo 
quene)' \8 h I~r me end of uponenti.¡ groWlh 

Parameter UnilS Nilrl!C (mM) 

, 8 

Glucoseln i t~le Blia mol mor' 5.56 2.78 
J< 1 SI liLi.ge h·' 1.02 0.98 
p. 2nd stase h-I 0.26 
Biomass g r' O., 0.71 
Glllt05(; consumed mM 10_1 ll,O 
NilBce c.onsumed mM 4,0 1 8.0 
Residual n,trile mM 0.0 0.0 
Lact.ale mM S.8 J.' 
Aeelllt mM 8.3 11.67 
Bul.lnediol mM 2.' ' .0 
Autoin mM 0.0 0.0 
Sporulation % 0.0 0.0 
I).Cal"clivity U m¡¡-' 26.0 14.0 

Fed·batch c:ultur1:!S 

1I Is k:nown ¡ha! B. subtilis Is prone 10 Iysis in aerobic, glu­
cose-depleted cultures (Jollife et al. 1981; Martioez 
el al. 1997). We fOWld {ha¡ B. subtilis also Iysed wben glu­
cose andlor nitnlte were depleted in anaerobic Scbaeffer's 
glucosefnitratc cultures. Hence, lO avoid B. subtilis lysi5 in 
anaerobic conditions. fed-batch culrures wcre implement­
ed lo maintain a 6tationary phlloSc. Thrcc: cultures were 
conducted and similar resu1ts were obtained. A represtnta­
live Qne i5 shoWl1 in Fig. 3. A relatively high COllcentnl­
tion of biomass was obwoed (1.8 g !-I) and a cJear sta­
¡ionary phase was developed. Sporulatioo frequeocy 
(0.29"10) was 100 times Jowcr than tM.I observed under 
aerobic coo.ditions; and li-galactosidase specific activity 
(1 S h afier the onset of !he stationary phase) was very 
close to mat obtained in aerobie batch SchaefTer's glucose 
medium (280 U mg- I biomass; Fig. 3). 

Discussion 

B. subtilis growth is limited in anaerobic coo.ditions 
if mcdium is supplcmcntcd witb only ¡Iucose or Ilitrate 
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TI_(I» B. subtilis was nOI able to grow in anaerobic SchaefTer's 
(complex) medium and the addition of glucose or nitrale 
was necessary le obtain growth under such eooditions. 
Wheo. glueosc was added 10 SehaefTer's medium, fermen ­
tation was homolactie and, probably due to an inability tn 
rceyc1e rc.dueed eoenzymes, growth was lirnited. When 
oitrate was added, an ele<:troo. accepter was present nnd 
Ihe rcduced coenzymes produced ceuld be rec)'eled. Tbc 
specific growth rate was balflhe valuc oflllat oblained in 
aerobie eonditieo. and aeetic acid ..... as produced with the 
cencomitant preduction ef ATP (Nakaoe et al. 1997). 
Hewever. biomass production was limited by Ibe &meun! 
of fermentable eempounds in the medium. 

Flg. 3 Anacrobie (cd..bI.lch fermemation of 8. lublllis. Arrowdmotes 
\he lime al wmch fceding WI.S initiaLed (seo:: M.uerials and mc:1hods 
for a deWlcd deseription). frlal Act. ~abc!osidase aetiviry 

Nitrate avaiJabi lity ceO(rols fermentation product 
profiles with SebacfTer's glueose medium 

Fermeo.tation and respiration !cok place simuhaneously 
wben glucose aod nitrate were added tegether 10 
Schaeffer's medium and bo!h !he growtb rate and bio­
mnss productioo. beeame comparable to values ebserved 
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Fi,. 4 Pathways showin¡ fcnnentalion prodllCl5 (11I1YCIO"oi1u) and 
co(ac:tor requircmclIlS for B . .rtIblilf.r o;uJrures unde, anaerobic calMli­
tiOnJ fo, ~imiLin, and non-limiting mlnllc c:onc.enlrltions. úfi Jidr. 
rcrmentallon produets !hal lI$e reduced NADH for formation. Rig/tl 
sld#:: fe!1'llenwioTl prodlEtr. tIIaz a1low me genemian or addiliooa! 
reduced NADH and produce: ATP during fonnation. Reduction of 
nitnle IIling additioru.l reduecd NADH .lIowI Ihe genen.tion of 
ATP;.oo miucrian of niuilc 10 &mJT\Onii Ivoids 10xie cffecll 

in aerobic conditioD; and two growth stages developed 
fOl B. subtilis in anaerobic cultures in the presence of 
¡Jucose lUId nilJ'alc. During lbe rapid growth phase, the 
specific growth fate wa.r; only 32% lower tha.o the lIero­
bit counlerpart. As rieh nulricnts werc CJL:hausted, there 
was a twcHbirds decline in lbe growth retcj and growth 
slopped wheo eilhcr nitralc or glueosc: Wl$ depletcd. 
Glucosc was consumed mainly during tbe second c:xpo­
oential growth phasc:, wilh a mean glucosc: coosu.mption 
tate or 7.7 mmol &:011- 1 Ir' . Tbis value is similar 10 !hal 
found in conlinuous or fed -batch aerobic cultures al bigb 
specific growth tales (Sauer el al . 1997; Martina el al . 
1998), indicaling tbal glycolytic activity is bigh undcr ni­
tra~e respiration conditioos. As shown in Fig. 4, fermen­
tallon pattems changed with nitnlte availability. When 
nitnlte was limiling, an eJl:cess of reduce<! cocDZ)'lIlClS 
WI$ produced and could nOI be recycled; ud preferen­
tiaUy laclic acid and butanediol were produced. When 
nitnlte was in eJl:cess. acetoin and acetate were preferen­
tially accumulaled. These results suggesl a bierarcby on 
reduced coenzyme ulilizalion. First, !hey are used for ni­
trale and nitrite reduction and, laler oo. for acetoin re­
duction 10 butanediol; and only when nitrale, oitri le, and 
aceloin become limiting, is lactic acid produced. Acetic 
acid and acetoiD fermentatioo is energetieally belter, be­
cause mort ATP is produced and tbe maximum amount 
of reduced coel1%)'lnes needed for nitrate reduction 10 
ammonium is obtained. In swnmary, !hese results show 
thal !he glucose/nitrale ratio needs lo be ahout 1.39 iD OT­

der lo maintain a balanced lcspiro-fermentalive growth 
(see Table 2). Our sporulation resuhs from batch cultures 
are in concordance witb previous results (Hoffma.n el al. 
1995), l"hich reponed lhal B . .wbtilis losl its ability 10 
spornlate under anaerobie conditions. 

Fed-batch cultures avoid Iysis 
and allow tbe expression of Ihc Sublilisin gene 

Tbe up,.E npression is regulaled Ibrougb a compkx nel­
work. (Valle aod Femui 1989; Fernn el al. 1993). Con-

'" Comitanl witb !he beginning or tbe developmental pro-
cess and spore formation in aerobic CO!l.ditions and rich 
media, aprE eJl:pression is triggered al !he onsel of!be 
stationary pha.se (Ferrari el al. 1986, 1993; Maninez el 
al. 1997). 

Al. reponed previously for aerobic cultures (JolUffcn~1 
al. 1981; Maninez el al. 1997), a strong Iys;s l"as also 
observcd in anaerobic cultures wben eilher glucose 
(electron donor) or n;lrate (e lectron acceplor) was de· 
pleted. Lysis was preseot in all batch cultllftS and was 
!bree limes (aster arter elucose depletion !han after ni­
trate deplet ion. Hence, no cells were available fOl opTE 
expreSSlon. Tbe use of fed-batch techn.iques allowed Ibe 
development of a stalionary pbase and avoided tbe Iysis 
stage, tru-ough !he continuoU5 supply oí 10 electron do­
nor and ac~eplor. Tbe development of a statiOOII)' phase. 
togelher Wltb a ¡Ol" glucose concentration in tbe culturc 
medium, probably inilialed !he devclopmental process. 
Under tbcsc circumstanccs, a low frequency of spornla­
tion was observcd (0.29%), confuming !he limited ca­
pacity of B. sublilis 10 sporulale under anaerobic condi· 
tions. H.owever, j}-g~lactosidase activity, relaled lO oprE 
expressl0n, was as hlgb as Ihat observed for aerobic cul­
ture wi!h !he Wlle medium. To Out knowledge, this is 
tbe finl repon of o.prE expressioo from B . .wbtiJis in ano 
aerobic conditions. HydJolytic enzymes are produced 
l"ben simple sugars are limiled, a situation wbieb can oc· 
Cut naturally under aerobic or anaerobic conditions al­
though the metabolic eoergy requirements uDder ana~ro­
bit eonditions are difficu!t ro satisfy. Thercfore, !be C{)D­

tinuous addit;on of numents io limited amOUDts 15 Deces­
Uf)' fo!!he produclion of!hese enzyroes under anacrobie 
conditions. Ncvertbelc5S, the ll-ea1aclosidase values un­
der anaerobic fed batcb were similar lo values under aeT­
obic condilioDs wi!h Scbaeffer's ¡Iucose medium (280 U 
vs 330 U ~.galaclosidase m¡-I biomass); and optimiza­
ti.on slUdies can I~ 10 an . i?"provement in o.prE expres-
510n under anaeroblc condlllons. Furtbennon::, anaerobie 
cuJ~s llave ~e advantage of simple and safe operating 
conditlons, Wltb less energy cOD$umplion !han aerobic 
cultures. 11 15 Iikely lhal o!her senes thal code for degra­
dative enzymes or olber belerologous proleins under Ihe 
control of!he ap,.e regulalor)' region can be expresscd 
usiog n itrate/glucose. anaerobic, fed-batch cultures' and 
fuMer work necds 10 be done in this direction. B. ;ubti­
lis has tbe capacity 10 mctabolizc a wide range of carbon 
compounds, from simple sugars 10 polymers, so the pro­
duction of fenncntalion products, such as acetoin aod 
butanediol, or derivalivc.s of tbese, can be done by con­
troUin8 tbe anaerobic metabolismo Qverall, !hese results 
demonstrate tbe ability and strategies of B. subzilis for 
survival under anaerobic cooditions. 

Ackn01ll'ltd~tmfbll T«hnieal suppon from M. EflUido lnd G. 
HmLÍnIkZ is ~lefully aeknowledged. We .ue gnleful lO T. 
Ood¡e. G. GOSSCl. V. Hemandet and"t. Meril\O fo, (,itiul nview 
of !lIia ~nU$CripL CON¡\CYT Ind IlV fioanci.Uy lupponed 
J.E.M. 
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11.2. GENES INVOLUCRADOS EN EL METABOLISMO ANAEROBIO EN 

Bacillus subtilis 

Gen Probable función o producto Homologia en Escherichia co/i 

aprE Proteasa alcalina 

nprE Proteasa neutra 

Jael p-galactosidasa ¡aeZ 

spo genes del proceso de esporulación 

resE 

aerobiaJanaerobia 

Sensor con actividad cinasa: respiración 

resD 

filr 

Regulador de la respuesta: respiración 

aerobialanaerobia 

Regulador anaeróbico 

lIorK, lIire Proteínas que participa en el 

transporte de nitrato y nitrito 

IIarGHIJ Forman parte y participan en la 

formación de la nitrato reductasa IlarZYWV 

nasDEF 

arfM 

Forman parte y participan en la 

formación de la nitrito reductasa 

Modulador de la respi ración y 

[nr 

lIarK, lIire 

norGHIJ 

nirBD 
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fermentación anaerobia 

lelE? Lactato deshidrogenasa y IdhA 

transporte de lactato 

alsSD Acetolactato sintetasa y descarboxilasa 

hmp Flavohemoglobina hmp 

pla Fosfotransacetilasa p/a 

aek Acetato cinasa ack 
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