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Lista de Abreviaturas. 
 

Ack:                        Acetato cinasa 

ACS:                       Acetil-CoA-sintetasa 

AEBSF:                  Clorhidrato de 4-2 aminoetil-benceno sulfonilo fluoruro 

ATP:                       Adenosín trifosfato 

CcpA:                      Proteína de control catabólico A 

Cit:                          Citocromo 

Cox:                        Citocromo oxidasa 
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DCPIP:                   2,6-diclorofenolindofenol   

DHAP:                    Dihidroxiacetona fosfato 

DNA:                      Ácido desoxirribonucléico 

DQ:                        Decil quinona 

EDTA:                    Ácido etilendiaminotetraacético 

FAD:                      Dinucleotido de flavín adenina 

FADH:                   Dinucleótido de flavin adenina reducido 

FBF:                      Fructosa 1,6-bifosfato 

FMN:                     Flavín mononucleótido 

G-3-P:                   Glicerol-3-fosfato 

Glpk:                     Glicerol cinasa 

HPr:                      Proteína pequeña, termoestable y rica en histidina. 
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Hrs:                       Horas 

LB:                        Luria Broth 

MQ:                       Menaquinona 

MSR:                     Medio super rico 

NAD:                     Nicotinamida adenina dinucleotido- Forma oxidada 

NADH:                  Nicotinamida adenina dinocleótido-Forma reducida 

NDH-I:                  NADH-deshidrogensa tipo I 

NDH-II:                 NADH-deshidrogensa tipo II 

PEP:                     Fosfoenolpiruvato 

PMS:                    Phenazine metholsufato 

PTA:                     Fosfotransacetilasa 

PTS:                     Sistema de transporte de fosfotransferasa 

Qox:                     Quinol oxidasa 

RCC:                    Represión catabólica por carbono 

SDH:                    Succinato deshidrogenasa 

Sitios cre:             Elementos de respuesta de catabolito 

TMPD:                  Tetrametil-p-enilendiamin 

 

 

 



 

 

3 

Resumen. 
 

Las bacterias requieren de los nutrimentos necesarios para desarrollarse. Algunas pueden ser 

específicas y seleccionar fuentes de carbono que les suministren la mayor cantidad de energía 

para su crecimiento. Bacillus subtilis es una bacteria gram positiva, aérobica facultativa, autóctona 

del suelo, presenta un mecanismo llamado represión catabólica por carbono (RCC), que le sirve 

a la bacteria  utilizar una fuente de carbono preferentemente a partir de una mezcla en el medio 

de crecimiento, así como utilizar el carbono limitante de acuerdo a sus capacidades metabólicas; 

además se caracteriza por tener una cadena respiratoria ramificada; la cual presenta tres 

deshidrogenasas: NADH-deshidrogenasa, Succinato-deshidrogenasa y Glicerol-3-fosfato-

deshidrogenasa, que  transfieren electrones desde los sustratos a las menaquinonas, y continúan 

hacia dos ramas, una con quinol oxidasa y otra como citocromo oxidasa como acarreadores de 

los electrones. Estas características le han permitido adaptarse a diferentes medios en que se 

encuentre, y es posible que la expresión de complejos respiratorios se adecúe al mismo. En este 

trabajo se cultivó a la bacteria con tres distintas fuentes de carbono: Succinato, Acetato y Glicerol, 

durante 5, 9 y 23 hrs, para caracterizar la cadena respiratoria. Se realizó una curva de crecimiento 

para comparar las tres fuentes de carbono, encontrando que el crecimiento de la bacteria con los 

medios Succinato y Glicerol es similar, comparándolos con el medio de Acetato en el cual se 

presentó un crecimiento más lento. La cantidad de proteína membranal y la concentración µM de 

citocromos c (550nm), b (560nm) y a (600nm) fue mayor a las 23hrs en las tres fuentes de 

carbono, además se detectó la presencia del citocromo tipo d en las membranas con succinato 5 

hrs y glicerol 5 y 9 hrs.  Se midieron las actividades de los complejos respiratorios utilizando 

espectrofotómetro de doble haz (Aminco, modernización OLIS). La actividad del Complejo NADH-

DH II fue mayor a las 5 hrs y 9 hrs en las membranas con glicerol, sin embargo, a las 23 hrs la 

actividad disminuyó. En los medios con succinato y acetato la actividad fue similar a las 5 hrs, 
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aumentando a las 9 y 23 hrs en las membranas con succinato, no así con acetato. La actividad 

de los complejos: SDH, Citocromo bc y Citocromo c oxidasa, aumentaron de acuerdo a las horas 

de crecimiento en las tres fuentes de carbono, siendo glicerol el de menor actividad. Se midió la 

actividad de la Succinato-oxidasa utilizando como sustrato succinato-menadiona, obteniendo 

mayor consumo de oxígeno en las membranas con acetato en los tres tiempos de crecimiento 

comparado con las membranas con succinato y glicerol, datos que son comparables con lo 

obtenido en la medición de la actividad del complejo SDH. También se midió Ascorbato-TMPD-

oxidasa ambas por oximetría, en ella se obtuvo mayor consumo de oxígeno a las 9 hrs en las 

membranas con succinato y a las 23 hrs con acetato, siendo las membranas con glicerol donde 

se obtuvo bajo consumo de oxígeno, datos que de igual manera se relacionan con lo obtenido en 

la medición del complejo caa3. Por lo tanto, concluimos que los complejos respiratorios se ven 

influidos por la fuente de carbono mediante el proceso de represión catabólica por carbono. 
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Introducción. 
 

Las bacterias requieren de los nutrimentos necesarios para desarrollarse. Para lograr éxito 

en la evolución, tienen que ser eficientes y competitivas en momentos de escasez y abundancia 

de nutrimentos (Stülke y Hillen, 2000). 

La mayoría de las bacterias pueden utilizar diversos compuestos como fuentes de carbono. Estas 

y su cantidad son a menudo limitadas, aunque pueden ser abundantes y múltiples en otros 

momentos. Algunas bacterias pueden ser específicas y tener ventaja ante otras bacterias al ser 

capaces de utilizar diversas fuentes de carbono presentes en su hábitat, permitiéndoles 

seleccionar aquellas que les suministren una mayor cantidad de energía para su crecimiento, 

como por ejemplo la bacteria Bacillus subtilis (Lambert, 2011). 

1. Descripción de Bacillus subtilis. 
 

B. subtilis, es una bacteria Gram positiva autóctona del suelo, se encuentra ampliamente 

distribuida en diversos hábitats los cuales ha colonizado eficientemente. Es un microorganismo 

en forma de bacilo móvil, puede encontrarse como células individuales o en pequeñas cadenas, 

crece en un intervalo de temperaturas de entre 15 a 50 °C. En su metabolismo, puede reducir el 

nitrato a nitrito, e hidrolizar almidón y caseína, se caracteriza por poseer metabolismo aeróbico 

facultativo (Winstedt y von Wachenfeldt, 2000). Pertenece al grupo II de las especies Bacillus, el 

cual se caracteriza por producir ácidos (como ácido poliglutámico) a partir de una variedad de 

azúcares incluyendo la glucosa (Priest., 1993).  

Bacterias aeróbicas y aeróbicas facultativas como B. subtilis pueden responder a cambios en el 

medio ambiente mediante el uso de diferentes tipos de vías respiratorias (Winstedt y von 

Wachenfeldt, 2000). 
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2. Cadena Respiratoria de B. subtilis. 
 

Bacillus subtilis presenta una cadena respiratoria ramificada (Figura 1). En condiciones aeróbicas 

utiliza oxígeno como aceptor terminal de electrones y en condiciones anaeróbicas utiliza nitrato y 

nitrito como aceptor terminal de electrones (von Wachenfeldt y Hederstedt, 2002). Tiene tres 

deshidrogenasas: NADH-deshidrogenasa, Succinato-deshidrogenasa y Glicerol-3-fosfato-

deshidrogenasa asociadas a la membrana, las cuales transfieren los electrones extraídos de los 

sustratos para reducir a la menaquinona (MQ-7) en menaquinol, continuando hacia dos ramas, 

una con quinol oxidasas y otra con citocromo oxidasa como aceptores de los electrones (Fig. 1) 

(Winstedt y von Wachenfeldt, 2000).  

 

Figura 1. Cadena Respirato r ia de Bacillus subtilis 168. Las líneas continuas representa n la vía común del transporte de electrones , y las 
líneas punteadas representa n la vía alterna de transporte de electrones . (von Wachenfeldt y Hederstedt , 2002). 

 

2.1 Componentes de la Cadena Respiratoria. 

2.1.1. Deshidrogenasas. 

En condiciones aerobias B. subtilis utiliza los electrones transportados en la cadena respiratoria 

para reducir el oxígeno a agua. Uno de los principales donadores de electrones en la respiración 

es el NADH+H+ producido en la glucólisis y en el ciclo de los ácidos tricarboxílicos. Existen dos 

tipos de NADH deshidrogenasas unidas a la membrana (NDH-I y NDH-II), descritas en bacterias 
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para catalizar la oxidación de NADH+H+ a NAD+. La clasificación de estas enzimas está en 

función de la capacidad de generación de energía (Härtig y Jahn, 2012). Todos los miembros del 

grupo NADH-deshidrogenasa 1 (NDH-I) son enzimas de múltiples polipéptidos con capacidad de 

bombear protones, contiene grupos flavín mononucleótido (FMN) y hierro-azufre no 

covalentemente unidos como grupos prostéticos. Las enzimas NDH-II, no tienen la capacidad de 

generar un gradiente de protones. Estas enzimas son polipéptidos individuales y contienen al 

grupo flavín adenín dinucleótido (FAD) no covalentemente unido además de no presentar grupos 

hierro-azufre (Yagi, 1991). 

La NADH deshidrogenasa presente en B. subtilis es del tipo NDH-II (Figura 1), contiene FAD 

como grupo prostético. Basadas en la similitud de la secuencia de la enzima presente en 

Escherichia coli, B. subtilis 168 tiene tres NADH deshidrogenasas, YjlD, YumB y YutJ. La NADH 

deshidrogenasa que usa la bacteria en la cadena respiratoria es el tipo YutJ (Sone et al., 2004; 

von Wachenfeldt and Hederstedt, 2002).  

SDH: succinato deshidrogenasa (Figura 1) ó más precisamente un succinato: quinona 

oxidorreductasa (SQR) es parte del ciclo de Krebs y de la cadena respiratoria, realiza la oxidación 

de dos electrones del succinato a fumarato en el citoplasma acoplado a la reducción de la 

quinona. Tiene tres proteínas: SdhA, SdhB y SdhC;  SdhA tiene un peso aproximado a 65-kDa, 

es una flavoproteína con un FAD unido covalentemente, SdhB pesa aproximadamente 29-kDa, 

contiene 3 grupos fierro-azufre 2Fe-2S, 3Fe-4S y 4Fe-4S, que funcionan en la transferencia de 

electrones entre el grupo flavina y hemo b del citocromo b558 en la proteína SdhC y por último la 

proteína SdhC de 23-kDa, contiene 5 segmentos transmembranales y un dímero SdhAB anclado 

en el lado citoplasmático de la membrana con funciones de transferencia de electrones a la MQ-

7. Esta enzima presenta un citocromo b-558 (que absorbe a 558 nm), como parte funcional de 

este complejo.  Se ha reportado que en Bacilos como B. megaterium, B. cereus y B. subtilis, 
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pueden utilizar succinato como fuente de carbono y energía (von Wachenfeldt y Hederstedt, 2002; 

Härtig y Jahn, 2012). 

Glicerol-3-fosfato deshidrogenasa (Figura 1), es esencial en los procesos de respiración celular, 

glicólisis y la biosíntesis de fosfolípidos. En E. coli, el glicerol-3-fosfato puede ser metabolizado 

adicionalmente a dihidroxiacetona fosfato mediante cualquiera de dos enzimas unidas a la 

membrana, dependiendo de las condiciones de crecimiento. El posible papel de este proceso es 

la captación de glicerol y glicerol fosfato generados por la descomposición de fosfolípidos y 

triglicéridos. En condiciones aeróbicas, B. subtilis expresa el gen glpD variante aeróbico del 

sistema de transferencia de electrones que codifica para glicerol-3-fosfato deshidrogenasa 

presente en la membrana de B. subtilis capaz de reducir a la menaquinona (Härtig y Jahn, 2012; 

Yeh y cols., 2008). Bajo condiciones anaeróbicas, una glicerol-3-fosfato deshidrogenasa diferente 

se expresa preferentemente. Este complejo de proteína tri-heterodimérica, está codificada por el 

gen glpACB, y se ha demostrado que es una flavoenzima (enzima que funciona en la oxidación 

del piruvato, ácidos grasos y de aminoácidos), está débilmente unida a la membrana 

citoplasmática que ocurre a menudo en vesículas asociadas con fumarato reductasa; se ha visto 

que en la bacteria E. coli puede reducir menaquinona a menaquinol. La subunidad del complejo 

GlpABC, en condiciones anaeróbicas convierten el glicerol-3-fosfato a dihidroxiacetona fosfato 

(DHPA) usando fumarato como aceptor terminal de electrones.  (Cole y cols., 1988). 

2.1.2. Menaquinona- MQ-7. 

B. sutbilis presenta Menaquinona (MQ) como componente redox móvil en la cadena respiratoria 

(Figura 1). Está compuesta por un sistema de anillo de naftoquinona a la que está unido un 

número variable de unidades de isoprenilo. La MQ-7 tiene una cadena lateral isoprenoide de siete 

unidades (Fig.2) (Taber, 1993). 
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Figura 2. Fórmula estructura l de la Menaquinona MQ-7 (2 Metil-3 Heptapren il - 1, 4 Naftoquinona) . 

2.1.3. Citocromos. 

Los citocromos tienen como grupo prostético al hemo que contiene hierro unido covalentemente, 

el hierro del hemo de un citocromo puede estar oxidado (Fe3+) o reducido (Fe2+) cuando funciona 

en la cadena trasportadora de electrones. La clasificación de los diferentes tipos de citocromos 

se basa en la estructura química del hemo y la manera en que está ligado al polipéptido. El 

citocromo tipo a contiene al hemo A que es una forma modificada de la protoporfirina IX en la que 

se ha añadido a la molécula un grupo formilo. El citocromo tipo b tiene el hemo B (protohemo IX) 

que se encuentra dentro de la membrana y no puede fijar oxígeno. El citocromo tipo c alberga al 

protohemo IX covalentemente unido a uno o más residuos de cisteína y finalmente el citocromo 

tipo d que contiene dos hemos tipo b y un hemo tipo d unido al oxígeno para catalizar la reducción 

de O2 a H2O. B. subtilis requiere de citocromos para su crecimiento y puede sintetizar los 

citocromos tipo a, b, c y d (von Wachenfeldt y Hederstedt, 1992; Wu y cols., 1992). Estos 

citocromos transfieren electrones de componentes de bajo potencial a oxidasas terminales. 

B. subtilis 168 contiene cuatro citocromos unidos a la membrana: CccA (citocromo c-550), CccB 

(citocromo c-551), ambos citocromos son de bajo peso molecular cuya función fisiológica es 

desconocida. Por último, están dos citocromos, QcrC (citocromo c-554) y CtaC (citocromo c-551), 

pertenecientes al complejo bc y a la oxidasa terminal citocromo caa3 (Fig.3). El citocromo d 

pertenece a la oxidasa terminal tipo bd (von Wachenfeldt y Hederstedt, 1992; von Wachenfeldt y 

Hederstedt, 2002). 
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Figura 3. Citocromos presentes en Bacillus subtilis 168. Los cuatro citocromos se encuentra n unidos a la membra na . La secuencia de 
aminoác idos de los dominios hemo C de CccA, CccB, y QcrC son muy similare s. El dominio hemo C de CtaC es diferente a los otros tres 

citocromos, pero muy similar a la del citocromo caa3 de varias especies de Bacillus (von Wachenfeldt y Hederstedt , 2002). 

 

2.1.4. Complejo tipo b6c. 

En especies de Bacillus, el complejo bc tiene tres proteínas: la proteína Rieske (QcrA) que 

contiene un grupo (2Fe-2S). La subunidad QcrB es un citocromo b6, tiene cuatro segmentos 

transmembranales alfa helicoidales, dos hemos tipo b unidos por medio de dos residuos de 

histidina, que sirven como ligandos axiales. Los hemos se denominan: bH (potencial alto), se 

encuentra en la parte negativa de la membrana donde se reduce la MQ y bL (potencial bajo), se 

encuentra cerca del lado positivo de la membrana donde el menaquinol se oxida. Se sabe que 

existe un tercer hemo unido covalentemente a la proteína en la cisteína 45. QcrC es un citocromo 

tipo c semejante al citocromo c551, esta proteína tiene tres cruces transmembranales y es 

semejante a la subunidad IV de los complejos fotosintéticos denominados b6f, por tanto, se puede 

denominar complejo b6c. (Winstedt y von Wachenfeldt, 2000; von Wachenfeldt y Hederstedt, 

2002). El menaquinol es oxidado por el complejo b6c, que transfiere los electrones a un citocromo 

c oxidasa caa3 (Figura 1) (Arzaquina y cols., 1999; García y cols., 2012).  

2.1.5. Oxidasas Terminales. 

El flujo de electrones a través de la cadena respiratoria está acoplado a la generación de un 

gradiente electroquímico de protones a través de la membrana celular, utilizado para la síntesis 
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de ATP y otros procesos que consumen energía. El paso final de la respiración aeróbica es la 

reducción de oxígeno a dos moléculas de agua (O2+4e-+4H+
2H2O) catalizado por un grupo de 

enzimas unidas a la membrana llamadas oxidasas terminales que pueden contribuir al gradiente 

electroquímico (von Wachenfeldt y Hederstedt, 2002). Son proteínas hemo o hemo-cobre que 

oxidan reductores de menor potencial y utilizan los electrones para reducir el oxígeno a agua. Las 

oxidasas tienen afinidad en ambientes aeróbicos. Se ha estimado que cerca del 90% del oxígeno 

que es consumido es reducido a agua por las oxidasas (Taber, 1993). 

La cadena transportadora de electrones de B. subtilis presenta dos ramas, una rama de quinol 

oxidasa y otra rama de citocromo oxidasa. Tiene tres oxidasas terminales que forman parte de 

esta última rama: citocromo oxidasa caa3, citocromo oxidasa aa3, citocromo oxidasa bd, y el 

operón YthAB que codifica para una oxidasa terminal tipo bb´ (Figura 1). Los distintos tipos de 

oxidasas presentes le brindan a la bacteria la capacidad para crecer en una enorme variedad de 

condiciones ambientales dependiendo de la concentración de oxígeno (Winstedt y von 

Wachenfeldt, 2000; Toledo Cuevas, 1997). 

Las oxidasas tipo a pertenecen a la súper familia hemo-cobre, su característica es que tiene una 

subunidad homóloga de tipo I al del citocromo c oxidasa mitocondrial, bombea protones a través 

de la membrana citoplasmática en respuesta a la transferencia de electrones. La citocromo 

oxidasa caa3 está codificada por los genes ctaCEDF; dos genes adicionales ctaA y ctaB que se 

requieren para la producción de las citocromos oxidasas caa3 y aa3; además de la biosíntesis del 

grupo prostético hemo a; y la citocromo aa3 está codificada por los genes QoxABCD. La oxidasa 

terminal tipo bd es distinta a las demás oxidasas, ya que no está relaciona con las oxidasas hemo-

cobre. Esta oxidasa no bombea protones en comparación con las oxidasas hemo-cobre. Las 

oxidasas terminales se bloquean por cianuro o azida, salvo algunas que pueden ser resistentes 

a estos inhibidores (von Wachenfeldt y Hederstedt, 2002; Castillo, 2005). 
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B. subtilis presenta una cuarta oxidasa terminal descrita a partir del genoma secuenciado, en la 

cual se identificó un grupo de genes ythA, ythBy ythC. Hay evidencia espectroscópica que sugiere 

a una oxidasa terminal tipo bb’. Se ha reportado que la presencia de las quinol oxidasa caa3, 

citocromo aa3 y citocromo bd, son esenciales para el crecimiento aeróbico de B. subtilis, siendo 

la citocromo aa3 más importante para el crecimiento aérobico (Winstedt y von Wachenfeld, 2000). 

Las oxidasas caa3 y aa3 en membranas de B. subtilis fueron aisladas utilizando como fuente de 

carbono succinato (Henning y cols., 1995).  

3. Metabolismo de B. subtilis. 
 

B. subtilis tiene un mecanismo llamado represión catabólica por carbono (RCC), que le sirve para 

utilizar una fuente de carbono preferentemente a partir de una mezcla en el medio de crecimiento, 

así como utilizar el carbono limitante de acuerdo a sus capacidades metabólicas. La regulación 

molecular de la RCC se puede dar de dos formas, la primera se da reprimiendo los genes 

catabólicos y los operones mediante la proteína de control catabólico A, CcpA, la cual previene 

la transcripción de genes actuando sobre sitios cre (elementos de respuesta de catabolito). La 

segunda manera se da al no inducir operones catabólicos gracias a la fosforilación de la enzima 

HPr, que puede estimular la actividad de algunas enzimas, inductores, activadores 

transcripcionales, o antiterminadores (Forero y Sánchez, 2008; Brückner y Titgemeyer, 2002).                                              

La RCC por fuente de carbono se da a través de diversos sistemas de control, el más conocido 

es el sistema de fosfotransferasa dependiente de fosfoenolpiruvato (PTS). Tanto en E. coli como 

en Bacillus subtilis, se transportan más de 20 carbohidratos diferentes por el sistema PTS, 

utilizando fosfoenolpiruvato (PEP) como donador de grupo fosfato. El sistema PTS consta de dos 

enzimas generales no específicas que son la enzima EI y la proteína estable al calor HP; y las  

enzimas EII, que son una gran cantidad de permeasas específicas para cada carbohidrato (Fig. 

4) (Forero y Sánchez, 2008). Las señales de la RCC son dependientes de las enzimas HPr 
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(proteína pequeña, termoestable y rica en histidina), HPr cinasa/fosfatasa (HPr-K/P) y la enzima 

de control catabólico (CcpA), encargadas de censar el estado fisiológico de la célula y regular el 

consumo de carbono.  

Cuando la glucosa u otra fuente de carbono es rápidamente metabolizada, genera intermediarios 

metabólicos como la fructosa 1,6-bifosfato (FBF), reaccionando a través de dos vías. La más 

sencilla, incorporándose a la vía de la glucólisis para generar fosfoenolpiruvato (PEP) y obtener 

piruvato como producto final y la segunda, activando la HPr-K/P que fosforila a HPr en la serina 

46, formando una interacción de HPr-Ser-P con CcPA permitiendo que CcpA se una a regiones 

de DNA denominados sitios cre (elementos de respuesta de catabolito) (Fig.4) (Forero y Sánchez, 

2008; Stülke y Hillen, 2000; Varela y Grotiuz, 2006; Fugita, 2009). 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Figura 4. Mecanismo y activación molecu la r de la RCC de B. subtilis. Ocurre cuando una fuente de carbono preferente como la glucosa, 

fructosa o manosa es rápida me nt e metaboliza ble e increme nt a la concentrac ión celular de fructosa 1,6 -bifosfa to activando la HPr 
cinasa/fosf atas a (HPr-K/P) que fosforila a HPr (proteína pequeña, termoesta b le y rica en histidina) y Crh (proteína homologa a HPr) en 

serina 46. La interacción de HPr-Ser-P con CcpA se une a regiones de DNA denomina das sitios cres (elementos de respuesta de 
catabolito ); permitie ndo que el comple jo FBF-HPr- Se r- P- Cc pA unido a cre en las regiones regulato rias de operones sensibles a RCC, 

inhiben la iniciación a la transcripción .  Fugita Yasaturo, 2009; Forero y Sanchez 2008). 
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Todos los genes u operones que participan en el catabolismo de carbohidratos son regulados por 

proteínas de control específico e inductores requeridos para su expresión, de esta manera la 

represión de los genes empleados en la utilización de carbohidratos alternos asegura que 

únicamente sea expresada una cantidad mínima de genes, para producir una cierta cantidad de 

energía y elementos carbonados a partir de una fuente de carbono. Cuando una sola fuente de 

carbono está disponible, la RCC está presente, siendo consecuencia del metabolismo del 

carbohidrato que actúa como un dispositivo de autorregulación interna que limita el consumo del 

carbohidrato y funciona como un sistema economizador de alimento (Forero y Sánchez, 2008). 

Las características del metabolismo de B. subtilis, pueden permitir que se incorporen otras 

fuentes de carbono además del succinato. Stülke y Hillen (2000), mencionan que el glicerol 

externo puede ser captado a través de facilitadores. En bacterias la absorción del glicerol está 

mediada por el facilitador de difusión del glicerol GlpT, una proteína integral de membrana que 

cataliza el equilibrio rápido de gradientes de concentración de glicerol a través de la membrana 

citoplasmática. El glicerol intracelular se convierte en glicerol 3-fosfato por la enzima glicerol 

cinasa que utiliza ATP como donante fosforilo. Glicerol-3-P no es un sustrato del facilitador de 

difusión del glicerol y por lo tanto permanece en la célula, donde se metaboliza más. Como 

resultado, la fuerza motriz para la captación del glicerol es generado por la fosforilación de glicerol 

mediante la enzima glicerol cinasa (Charrier y cols., 1997). 

En B. subtilis están presentes los genes glp del catabolismo del glicerol organizado por las 

unidades transcripcionales glpP, glpFK, glpD y glpTQ. GlpF y GlpT son acarreadores del glicerol 

y glicerol-3-fosfato externo, permitiendo el paso a través de la membrana citoplasmática. Dentro 

de la membrana citoplasmática, la enzima glicerol cinasa (GlpK) fosforila a la molécula glicerol-

3-fosfato a través de la deshidrogenasa GlpD generando dihidroxiacetona fosfato (DHAP) y 

NAD+los cuales se reintegran a la glucólisis (Fig. 5) (Lewin y cols., 2009). Los electrones que 

resultan del glicerol-3-fosfato se transfieren a una flavoproteína deshidrogenasa para formar 
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FADH2. Esta enzima alimenta a la cadena respiratoria de electrones en una manera similar a la 

de succinato deshidrogenasa. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 5. Metabolis mo del Glicerol en B. subtilis. Descripción general del metabolis mo de glicerol en B. subtilis y la función celular de las 
proteínas codificada s por los genes glp. La proteína GlpP en el citoplas ma se une a G3P y media la regulación de la expresión génica 

por anti-terminac ión de la transcripción . GlpF y GlpT son un facilitador de captación de glicerol y una permeasa G3P. DHAP: 
dihidrox iac et ona fosfato; G3P: glicero l-3- fosfa to . Los promotores se indican mediante flechas delgadas dobladas . Termina dores de la 
transcripc ión se indican mediante un anillo en un palo. Las flechas sólidas indican las vías metabólicas . Las flechas sin fondo indican 

un efecto positivo sobre la expresión génica, es decir, anti-terminac ión de la actividad. Lewin y cols, 2009. 
 

B. subtilis regula la producción de acetato a través de dos vías. La primera vía mediada por la 

acetil-CoA sintetasa para la interconversión de acetato a acetil-CoA y la segunda vía utilizando 

acetil fosfato como intermediario de la enzima acetato cinasa para ser catalizada por la 

fosfotranscetilasa para formar acetil-CoA e incorporarse al ciclo de Krebs (Fig. 6) (Grundy y cols., 

1993).  

 

 

 

 

 
 

Figura 6. Vía de interconve rs ión de acetato y acetyl-CoA en B. subtilis. La utilizac ión de acetato requiere acetil-CoA sintetasa (ACS). La 
excreción de exceso de etilo se produce por una vía de dos pasos. La conversión de acetil -CoA a acetil fosfato utilizando 

fosfotransc et ilasa (PTA), y el desglose de acetil fosfato de etilo (que resulta en la síntesis de una molécula de ATP), requiere de acetato 
cinasa (Ack), (Grundy y cols., 1993). 
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Una gran diversidad de genes y operones activan al complejo CcpA (enzima de control catabólico) 

y P-Ser-HPr (que actúa como represor o activador de la transcripción). El complejo CcpA activa 

directamente a los genes ack y pta e indirectamente al operon alsSD, involucrados en la 

formación de acetato y acetoína, de B. subtilis en crecimiento con glucosa. Además de involucrar 

a numerosos genes que participan en el metabolismo del carbón, también existen genes 

involucrados en el metabolismo del nitrógeno y del fosfato, citZ codifica para la enzima citrato 

sintasa, una de las primeras enzimas del ciclo de Krebs. Varios de los genes que codifican para 

el ciclo de Krebs utilizan transportadores intermediarios y genes involucrados en la respiración 

(Fugita Yasaturo, 2009; Sonenshein, 2007).    

A través de estas vías es posible que la bacteria asimile el acetato exógeno y lo incorpore en su 

metabolismo a través del ciclo de Krebs para obtener NADH y FADH2 como donadores de 

electrones utilizados en la cadena respiratoria. 

En B. subtilis el sistema de respiración es severamente reprimido por la glucosa. El operon 

resABCDE, es indispensable para la respiración ya que codifica tres proteínas involucradas en la 

biogénesis del complejo citocromo c. Además, se ha encontrado que el gen cccA que codifica 

para el citocromo c550 es reprimido por glucosa a través de la interacción directa con el complejo 

CcpA/P-Ser-Hpr. Por otra parte, el operón cydABCD, codifica para la citocromo oxidasa tipo bd, 

que es reprimida por la enzima de control catabólico CcpA (Fugita Yasaturo, 2009). 

Henning et al., 1995, aislaron membranas de B. subtilis utilizando como fuente de carbono 3% de 

succinato, y purificaron a la citocromo oxidasas caa3 y la aa3. Por otro lado, Wu et al., 2010, 

evaluaron el efecto del glicerol en la concentración Polyγ-Acido Glutamico), en la cepa B. subtilis 

NX-2, utilizando concentraciones crecientes de glicerol y encontraron que, a las concentraciones 

de 10, 20 y 30 (g/l) hay la mayor producción de biomasa. 



 

 

17 

En este trabajo se pretende evaluar la actividad de los complejos respiratorios de B. subtilis, 

utilizando tres fuentes de carbono distintas, a tres tiempos diferentes del desarrollo del cultivo. 

De esta manera esperamos conocer cómo los complejos respiratorios se desarrollan en estas 

condiciones.  

Hipótesis. 

B. subtilis es una bacteria que puede adaptarse al medio en que se encuentre, por lo que es 

posible que aún en condiciones aeróbicas, las expresiones de los complejos respiratorios se 

adecúen ante la presencia de tres fuentes de carbono (succinato, acetato y glicerol), alimentado 

así directamente la cadena respiratoria vía deshidrogenasas: NADH deshidrogenasa, SDH 

deshidrogenasa y Glicerol-3-fosfato deshidrogenasa. Por tanto, es posible que se observen 

cambios en la actividad de los complejos respiratorios, bajo las diferentes fuentes de carbono y 

horas de crecimiento del cultivo. 

Objetivos. 

General: 

 Comparar la actividad de los complejos respiratorios de B. subtilis a 5, 9 y 23 hrs de 

crecimiento en un medio en el que se probarán tres diferentes fuentes de carbono 

(succinato, acetato ó glicerol). 

Particulares: 

 Analizar el crecimiento de la cepa B. subtilis WT en las tres diferentes fuentes de 

carbono y tiempos de cultivo establecidos. 

 Aislar a las membranas celulares de la bacteria crecidas en cada cultivo. 

 Evaluar las actividades de los complejos respiratorios de las membranas aisladas, por 

espectrofotometría y oximetría. 
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Materiales y Métodos. 
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Preparación de cultivos y crecimiento de la bacteria. 

Se utilizó la cepa Bacillus subtilis 168 obtenida del Bacillus Genetic Stock Center (Ohio State 

University). La bacteria se creció en cajas Petri de plástico con medio LB (Luria Bertani) 15 g/L 

de agar, por 24 hrs a 37°C. Posteriormente una colonia se colocó en 3.5 ml de medio líquido 

súper rico (MSR) con 3% de succinato ó 3% de acetato de potasio ó 1% de glicerol durante toda 

la noche a 37°C en agitador orbital a 200 rpm.  Se prepararon cultivos de 1 L con medio súper 

rico MSR en matraces de 2.8 L de capacidad, con cada fuente de carbono y se agregaron los 3.5 

ml de bacterias como inóculo, suplementado con 300 µl/L de solución de micronutrientes (para 

100 ml: 2.2g MnCl2, 0.5g ZnSO4-7H2O, 0.5g H3BO3, 0.016g CuSO4-5H2O, 0.025g Na2MoO4-

2H2O, 0.46g Co(NO3)2-6H2O y 0.5 ml H2SO4 concentrado). Los medios se cultivaron en periodos 

de 5, 9 y 23 hrs a 37°C en agitador orbital a 250 rpm, y se midió la Densidad Óptica (D.O.) a 600 

nm  al finalizar los periodos de crecimiento (Henning y cols., 1995). 

Se realizó una curva de crecimiento de la bacteria con cada una de las fuentes de carbono 

midiendo la Densidad Óptica (D.O) a 600 nm durante el periodo de 0-9 hrs y 23 hrs de crecimiento. 

Con los datos obtenidos se calculó el tiempo de duplicación con las siguientes formulas: 

 

  
Donde: 
 µ= velocidad especifica de crecimiento en h-1 (masa) 
 X2= número de bacterias en inicio de la fase exponencial  
 X1= número de bacterias en fase de latencia 
 t2= tiempo de inicio de la fase exponencial 
 t1= tiempo 0 de crecimiento 
 
Cosecha de células y obtención de membranas. 

La cosecha se llevó a cabo por centrifugación diferencial en un rotor GSA (Sorvall) a 5000 rpm 

durante 15 minutos a una temperatura de 4°C. La pastilla obtenida se lavó con 100 mM de 

fosfatos de potasio, pH 6.6, y se centrifugó a 10000 rpm en un Rotor SS-34 (Sorvall). La pastilla 

µ=In X2 – InX1  

 
 t2 – t1 

td=   In 2 
µ 
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de bacterias obtenida se lavó con el mismo amortiguador y se centrifugó nuevamente. Las células 

de B. subtilis se almacenaron en forma de pastillas a -20 °C. La obtención de membranas se 

realizó siguiendo el protocolo de Henning y cols., 1995 y Hägerhäll y cols., 1992. Las pastillas 

obtenidas de B. subtilis se descongelaron con agua tibia, y se re-suspendieron a una 

concentración de 30 g/L con amortiguador de 50 mM de fosfatos de potasio a pH 8.0. Se agregó 

AEBSF (4-(2-Aminoethyl) benzenesulfonyl fluoride hydrochloride) inhibidor de proteasas a una 

concentración final de 0.1mM. Se añadió lisozima a una concentración final de 0.3 g/L junto con 

0.01 g/L de DNAsa y RNAsa. Los cultivos se incubaron durante 15 min a 37 °C a 140 rpm, 

posteriormente se agregó 10 mM de MgSO4 y una mezcla de inhibidores de proteasas (5mM ε-

aminocaproico y 2 mM EDTA). Las células se incubaron durante 30 min a 37 °C, posteriormente 

se agregó EDTA-Na 15 mM final (de una solución stock 0.3 M, pH 7.4), dos minutos más tarde, 

se añadió 10 mM de MgSO4. 

Las células no lisadas se centrifugaron a 5000 rpm durante 20 min a 4°C. Los sobrenadantes 

reunidos se centrifugaron nuevamente a 11000 rpm por 42 min. La pastilla obtenida se re-

suspendió en 40 ml de amortiguador de 0.1M de fosfatos de potasio pH 6.6, y se centrifugó a 

15000 rpm a 4°C durante 15 min. Nuevamente la pastilla obtenida se re-suspendió en un volumen 

mínimo, y un volumen igual de glicerol; posteriormente se agregó 0.1mM de AEBSF y la mezcla 

de inhibidores de proteasas mencionada. Las membranas se homogenizaron a 4°C, y se 

congelaron con nitrógeno líquido.  Posteriormente se almacenarón a -70°C. 

Cuantificación de la concentración de proteína total. 

 Método de Lowry. 

La cuantificación de proteína total de las membranas obtenidas se realizó por el método de Lowry 

y cols, (1951) y Markwell y cols, (1978); modificado para proteínas de membrana. 
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Se realizó por duplicado una curva patrón con las siguientes cantidades: 0, 10, 20, 40, 80, 150, 

200 µl de solución de 100 µg/ml de Albúmina Sérica de Bovino (BSA), a cada tubo, posteriormente 

se agregó 1 ml de una mezcla de dos soluciones: 99% solución  “A” (20 g de Na2CO3, 4 g de 

NaOH, 2 g de KNaC4H4O6·4H2O y 1% de SDS) y 1% de solución “B” (4% de CuSo4 5H2O), al 

término se dejó incubando durante 10 min, después se agregaron 100 µl de Folin-Ciocalteau fenol 

1:1 con agua destilada a cada muestra, todas las muestras se dejaron incubar durante 30 

minutos. 

Las muestras problema (membranas) se colocaron en cantidades de 20, 40 y 80 µl realizando 

una dilución 1:100 con agua destilada; finalmente todas las muestras fueron leídas a 750 nm en 

el espectrofotómetro BioMate3 Thermo, tomando como blanco la concentración 0 µl de BSA. Con 

los datos obtenidos se realizó una curva patrón donde se interpolaron las absorbancias de las 

muestras para obtener el promedio de las concentraciones de proteína µg/µl. 

Método espectrofotométrico por U.V. 

Se utilizó el método de Glick y Pon, 1995, con una solución 0.6% de SDS. El método consistió en 

tomar 1 ml de solución 0.6% de SDS como blanco; posteriormente se tomaron 10 µl de 

membranas diluidas en 990 µl de solución 0.6% de SDS. Las muestras se leyeron a una longitud 

de onda de 280 nm, en el espectro BioMate3 Thermo. La concentración de proteína total de 

membrana se calculó a partir de la siguiente formula reportada por Glick y Pon (1995): 

 
 

 
Obtención de la concentración de citocromos por espectro de absorción. 
 

Se realizaron espectros de absorción diferenciales (reducido con ditionita-oxidado) de las 

membranas aisladas, en un intervalo de longitud de onda de 400-650 nm con un 

0.12 de Absorbancia de la muestra = 10 mg de proteína  
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espectrofotómetro de doble haz Aminco DW2, modernización de OLIS, utilizando 2 mg de 

proteína de membrana disuelta en amortiguador de fosfato de potasio 50 mM, pH 7.0. 

Se realizó una línea base con amortiguador contra aire, en la celdilla de muestra con el 

amortiguador para calibrar a cero; posteriormente se diluyeron las muestras en amortiguador de 

fosfato de potasio 50 mM pH 7.0. Se corrió el espectro de las membranas oxidadas contra aire, 

a continuación, se agregaron granos de ditionita a la muestra asegurándose de mezclar bien, se 

corrió nuevamente el espectro reducido con ditionita. Finalmente se realizaron espectros de 

absorción diferenciales haciendo la resta del espectro reducido con ditionita menos oxidado, para 

así poder observar los picos de la región alfa en donde se encuentran de los citocromos: 

citocromo c 550 nm, citocromo b 560 nm, citocromo a 600 nm y citocromo d 628 nm, utilizando el 

Software OLIS.  

Para calcular las concentraciones de los citocromos presentes se tomaron los coeficientes de 

extinción reportados por de Vrij et al, 1987 y Arzaquina et al, 1999, para B. subtillis, donde 19.1 

mM-1 cm-1 para cit c + c1, 20 mM-1 cm-1 para cit b del complejo bc, 16.5 mM-1 cm-1 para cit a de la 

citocromo oxidasa y 17 mM-1 cm-1 para cit d de la citocromo oxidasa tipo bd. Finalmente, con la 

ecuación de la ley de Lambert-Beer se obtuvo la concentración µM de citocromos y la cantidad 

relativa expresada en nmoles de cada citocromo por mg de proteína.  

Ecuación de Lambert-Beer: 

   A= εdc  
Donde: 

  A= Absorbancia 
  ε= Coeficiente de extinción molar 
  d= distancia del paso de luz en cm (1 cm) 
  c= concentración molar. 
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Medición de actividades enzimáticas de los cuatro complejos respiratorios de las 
membranas aisladas. 
 

La actividad enzimática de cuatro complejos respiratorios SDH, NADH-II, b6c y caa3 se realizó 

utilizando el espectrofotómetro de doble haz Aminco DW2, modernización de OLIS, (usando el 

modo DUAL, en el que dos haces de luz con diferentes longitudes de onda pasan a través de la 

muestra). Para cada ensayo se utilizaron 0.3 mg de proteína de muestra y se diluyó en una 

relación 1:3 de volúmenes con buffer de actividad pH 7, (250 mM de sacarosa, 50 mM de fosfato 

de potasio monobásico, 50 mM de fosfato de potasio dibásico, 0.01% de Tween-20, 0.2 mM de 

EDTA y 1 mM de Azida de sodio). La muestra diluida se incubó en hielo durante media hora. 

Para medir la actividad de los complejos SDH y NADH-II se usaron las longitudes de onda de 600 

y 750 nm (modo DUAL) en donde se siguió la reducción del DCPIP (2,6-diclorofenolindofenol), 

se muestra un ejemplo en la Figura 7.  

Se ajustó a cero la absorbancia con amortiguador de actividad añadiendo azida de sodio, (igual 

al amortiguador de actividad + azida de sodio 1 mM), y se agregaron  los reactivos en el siguiente 

orden: 40 µM DCPIP,1mM NaCN, membranas de B. subtilis (0.3mg de proteína), 50 µM NADH, 

8 µM  rotenona, 40 µM DCPIP, 5 mM succinato de sodio, 1mM PMS (Phenazine metholsufato 

mínimo 90% UV), 10 mM malonato, 40 µM DCPIP (opcional) y 80 µM DQ (Decil Quinona), en la 

tabla 1 se muestra la función de cada uno de los reactivos.  

 

 

Figura 7. Trazo representativo de la 
medición de la actividad los complejos 

NADH-DH II y SDH por espectrofotometría de 
membranas con succinato crecidas a 23 hrs. 
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Tabla 1. Reactivos utilizados para medir la actividad de los complejos NADH-DH II y SDH en las membranas 
de Bacillus subtilis. 

Reactivo Función 

Amortiguador de activ idad con 
azida de sodio. 

Regulador de pH 7.0 
Inhibidor del complejo IV 

NaCN Inhibidor de la citocromo c oxidasa (complejo IV) 

Membranas Membranas conteniendo a los complejos respiratorios 

DCPIP (2,6 diclorof enolindof enol) Aceptor artif icial de electrones, cuando esta reducido es de color azul y  al oxidarse cambia a 
incoloro. 

NADH Sustrato para NADH deshidrogenasa (complejo I) 

Rotenona Inhibidor de NADH deshidrogenasa (complejo I) 

Succinato Sustrato para la SDH (complejo II) 

 
PMS 

Aceptor de electrones soluble que recibe los electrones directamente de la quinona reducida por el 
complejo II, es una v ía más rápida para reducir al DCPIP 

Malonato Inhibidor de la SDH (complejo II) 

DQ (decil quinona oxidada) Para v erif icar inhibición del complejo II 

 

 

Se tomaron las pendientes resultantes de los siguientes reactivos: NADH, rotenona, PMS y 

malonato. Finalmente utilizando el coeficiente de extinción del DCPIP (22mM-1 cm-1, de Vrij y cols., 

1987) y las pendientes obtenidas del trazo y la ecuación de la ley de Lambert-Beer se calculó la 

velocidad de reducción (Bénit y cols., 2006). 

La actividad de los complejos b6c y caa3, fueron medidos a longitudes de onda de 550 y 540 nm, 

donde se siguió la óxido-reducción del citocromo c de corazón de caballo (Figura 8).  

Se utilizó amortiguador de actividad sin azida de sodio. Para medir la actividad del complejo b6c 

se agregaron los siguientes reactivos (en orden de adición): 30 µM de citocromo c oxidado (donde 

se ajustó a cero la absorbancia), 1 mM de NaCN, membranas de B. subtilis (0.3mg de proteína), 

200 µM de DBH2 y finalmente 1µM de Antimicina (Figura 8).  

La actividad de la caa3 se midió agregando los siguientes reactivos (en orden de adición): 10 µM 

de citocromo c reducido, 8µM de rotenona, membranas de B. subtilis (0.3mg de proteína) y 

finalmente 1mM de cianuro de sodio (Figura 8).  
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Figura 8. Trazos representativos de la medición de la actividad de los complejo b6c y caa3 por 
espectrofotometría de membranas con succinato crecidas a 23 hrs. 

 
 

Tabla 2. Reactivos utilizados para medir la actividad de los complejos b6c y caa3 en las membranas de 
Bacillus subtilis. 

 
 

 

 

 

 

 

Se tomaron las pendientes resultantes de la adición de los siguientes reactivos: membranas, 

cianuro de sodio, DBH2 y antimicina. Para determinar la velocidad de reducción u oxidación del 

citocromo c se usó el coeficiente de extinción de 19.1 mM-1 cm-1 del citocromo c, reportado por 

Bénit y cols., 2006, la ecuación de la ley de Lambert-Beer y las pendientes obtenidas. En la tabla 

2 se muestra la función de los reactivos utilizados para medir la actividad del complejo b6c y caa3. 

Reactivo Función 

Amortiguador de activ idad sin 

azida de sodio. 

Regulador de pH 7.0 

 

Citocromo c reducido 

Abs 0.19-0.2 estable 

Sustrato para la citocromo c oxidasa (complejo IV) 

Rotenona Inhibidor de la NADH deshidrogenasa (complejo I) 

Membranas Membranas conteniendo los complejos respiratorios 

NaCN Inhibidor del complejo citocromo c oxidasa (complejo IV) 

Citocromo c oxidado Observ ación de la activ idad del complejo III  

DBH2 Sustrato para la quinol: citocromo c oxidasa (Complejo 
III) 

Antimicina Inhibidor del complejo bc1 (complejo III) 
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Medición del consumo de oxígeno.  
 
Se utilizó el equipo de unidad de control del electrodo CB1-D3 y la cámara de oxígeno del 

electrodo DW1 de la marca Hansatech. Se realizaron dos ensayos diferentes a temperatura 

ambiente para medir la actividad de las Quinol oxidasas utilizando como sustratos Ascorbato-

TMPD y Succinato-Menadiona, en un amortiguador de fosfato de sodio 25 mM pH 7. El primer 

ensayo consistió en agregar amortiguador, posteriormente se agregaron las membranas (0.5 mg 

de proteína) y los reactivos en el siguiente orden: Ascorbato/TMPD (5mM ascorbato, 5µM 

Tetrametil-p-enilendiamina (TMPD), 10 mM azida de sodio (NaN3) y 5mM NaCN. En el segundo 

ensayo se agregó de igual manera amortiguador para estabilizar el oxímetro y los reactivos en el 

siguiente orden: 20mM de Succinato, membranas (0.5mg de proteína) + 200 µM Menadiona 

(incubadas por dos minutos), 10mM azida de sodio (NaN3) y 5mM NaCN como inhibidores. 

Finalmente se calculó la velocidad de la pendiente de cada reactivo utilizando la concentración 

de nmoles de oxígeno disueltos en agua a una temperatura de 25°C correspondiente a 253.4 

nmol/ml de O2. Los valores de expresaron en nmoles de O2 min-1 mg-1 (Assempour y cols., 1998). 

Análisis estadístico. 

Se realizó el estadístico (t-Student) para ver si hay diferencias significativas en la actividad de los 

complejos respiratorios en las diferentes fuentes de carbono y en los tres tiempos de crecimiento, 

además se puso una cuarta gráfica comparativa para observar las diferencias entre los diferentes 

tiempos de cultivo. Para la realización de las gráficas se utilizó el programa GraphPad PrisM 6. 
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Resultados y discusión. 

1. Crecimiento de Bacillus subtilis en tres diferentes fuentes de carbono. 
B. subtilis utiliza glucosa como fuente principal de carbono para la obtención de energía a partir 

de rutas metabólicas centrales como la glucólisis, el ciclo de Krebs y un sistema de 

fosfotransferasa de azúcares (PTS), (Stülke y Hillen, 2000; Blenkle et al, 2003).  

En este trabajo se analizó el crecimiento de B. subtilis utilizando tres fuentes de carbono distintas 

a tres tiempos de crecimiento diferentes, con el fin de conocer la expresión de los complejos 

respiratorios de la bacteria bajo estos parámetros.    

El succinato, acetato y glicerol forman parte del metabolismo aerobio de B. subtilis los cuales 

estando en el medio externo pueden incorporarse a través de proteínas acarreadoras, 

alimentando la cadena transportadora de electrones. Estas características los hacen buenos 

sustratos para la bacteria (Stülke y Hillen, 2000 Grundy y cols, 1993). 

En la figura 10 se muestra el crecimiento de B. subtilis ante las diferentes fuentes de carbono 

utilizadas. En general, se observó una tendencia de crecimiento similar con succinato y glicerol 

en las tres fases de crecimiento (logarítmico (0-4 hrs), exponencial (4-7 hrs) y estacionario (7-23 

hrs) y tiempo de duplicación (en la fase exponencial) similar. Con acetato, el tiempo de duplicación 

y crecimiento fue mayor durante la fase exponencial (Figura 10, Tabla 3). Grundy y cols., 1993, 

mencionan que el acetato es una fuente de carbono pobre para B. subtilis, debido a la ausencia 

de la derivación del ciclo del glioxilato (una variante del ciclo de Krebs), por lo que la bacteria en 

crecimiento con acetato requiere de la adición de una fuente intermediaria del ciclo de Krebs, 

como es el glutamato. Con lo reportado anteriormente, si queremos obtener tiempo de duplicación 

menor con esta fuente de carbono y obtener mayor rendimiento celular durante la fase celular, 

de la bacteria cuando se crece con acetato como fuente de carbono sería recomendable agregar 

glutamato como fuente de carbono extra para mejorar su crecimiento.   
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Figura 10. Curva de crecimie nt o represent ativa de B. subtilis en las tres fuentes de carbono . En cada tiempo se tomó la  DO a 600 nm de 

longitud de onda. En la gráfica se indican las fases de crecimie nt o en la curva. Fase Est (Estacionaria) , Fase Log (Logarit mic a) y Fase 

Exp (Exponenc ia l) . 

 
 

Tabla 3. Tiempo de duplicac ión en la fase exponencia l de B. subtilis. Datos obtenidos de una sola curva de crecimie n to . 

 

 

 
2. Obtención de células de B. subtilis crecidas en las tres fuentes de carbono. 
Las células de B. subtilis se obtuvieron en abundancia a las 23 hrs de cultivo en las tres fuentes 

de carbono, con un promedio de 15 g/L de células (Tabla 2). En el cultivo de 5 hrs con acetato la 

cantidad de células obtenidas fue muy baja (2.82 gr), por lo que se crecieron dos litros de 

bacterias (1 L por separado) en este medio, para así obtener suficientes células para la 

preparación de membranas.  

En la tabla 4, observamos que se obtuvo más cantidad de biomasa en el medio con glicerol, esto 

concuerda con lo reportado por Mukherjee y Das 2005, que evaluaron el efecto de diferentes 

fuentes de carbono durante el crecimiento y la producción de biosurfactantes en cepas de B. 

subtilis DM3 y DM4, y vieron mayor producción de biomasa en el medio con glicerol. 

 
Fuentes de carbono 

 

 
Succinato 

 

 
Acetato 

 

 
Glicerol 

 
Tiempo de duplicación (min) 

 
36 

 
77 

 
39 
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Estos datos comprueban que el metabolismo de la bacteria difiere en las tres fuentes de 

carbono y en las hrs de crecimiento del cultivo. En primer lugar, tenemos un crecimiento 

similar de la bacteria con los medios succinato y glicerol, sin embargo, con acetato la 

cantidad de biomasa es menor en los tres tiempos medidos comparada con succinato y 

glicerol. 

Tabla 4. Cantida d de células obtenida s en las diferentes fuentes de carbono . Promedio de dos extracciones diferentes. 

 

 

 

3. Cantidad de proteína de membrana.  

Se realizaron dos métodos de cuantificación de proteína con el fin de comparar los valores de 

concentración de proteína obtenida por ambos métodos. Para cada una de las muestras se 

obtuvieron cuantificaciones de proteína similares por ambos métodos (tabla 5), de esta manera 

corroboramos que nuestras determinaciones son correctas. La concentración de proteína de 

membrana en las tres fuentes de carbono aumentó conforme a las horas de crecimiento. En los 

medios con succinato y glicerol las concentraciones de proteína obtenida por los dos métodos 

fueron similares. Los resultados obtenidos fueron los esperados ya que la cantidad de proteína 

fue aumentando conforme las horas de crecimiento, aunque en el medio con acetato la cantidad 

de proteína fue similar a las 5 y 9 hrs de crecimiento y hasta las 23 hrs donde ya se presentó un 

aumento en la concentración. En las membranas con acetato, se obtuvo una diferencia 

significativa en la cantidad de proteína de membrana comparada con succinato y glicerol a las 5 

y 9 hrs, mientras que a las 23 hrs hubo una mayor diferencia significativa con las membranas con 

succinato, (Tabla 5). 

 5 hrs 9 hrs 23 hrs 

 
Fuentes de 
carbono 

  
Succinato 

 
Acetato 

 
Glicerol 

 
Succinato 

 
Acetato 

 
Glicerol 

 
Succinato 

 
Acetato 

 
Glicerol 

 
Peso 

húmedo 
(gr/L) 

 

 
 

5.53 

 
 

2.82 

 
 

5.62 

 
 

7.42 

 
 

3.82 

 
 

7.72 

 
 

14.22 

 
 

12.93 

 
 

17.79 
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 Tabla 5. Concentrac ión de proteína determina da por los dos métodos espectrofo t omé tr ic os (Lowry, U.V.) y proteína total (mg) de 
membra na en 1L de cultivo. Datos promedio de dos extracciones independie ntes . 

 

 

 

 

 

 

 

 

4. Espectros de absorción de las membranas aisladas y concentración de citocromos. 
 

A través de los espectros de absorción de las membranas de B. subtilis, se determinó el tipo y la 

cantidad de citocromos presentes durante el desarrollo de la bacteria en las tres fuentes de 

carbono. Los espectros de absorción de las membranas obtenidas se muestran por fuente de 

carbono y el tiempo de crecimiento para así apreciar las diferencias que se encontraron en los 

citocromos los cuales son componentes esenciales de la cadena respiratoria de B. subtilis. 

En la figura 11 se muestran los espectros de absorción diferenciales (reducido con ditionita menos 

oxidado) en un intervalo de 500 a 650 nm de longitud de onda, los citocromos presentes en las 

membranas se identificaron por las longitudes de onda de cada uno de ellos (entre paréntesis): 

cit c (550 nm), cit b (560 nm), cit a (600 nm) y cit d (628 nm), (Henning y cols.,1995; Azarkina y 

cols.,1999).  

En la tabla 6 se muestran las longitudes de onda para cada tipo de citocromo y la tabla 7 muestra 

las concentraciones de cada citocromo por fuente de carbono y tiempo de crecimiento. 

 

  
5 hrs 

 
9 hrs 

 
23 hrs 

 
Fuentes de 
carbono 

 

  
 

Succinato 

 
 

Acetato 

 
 

Glicerol 

 
 

Succinato 

 
 

Acetato 

 
 

Glicerol 

 
 

Succinato 

 
 

Acetato 

 
 

Glicerol 

Volumen total 
(ml de  

Membranas) 

 
5.5 

 
5 
 

 
7 
 

 
5 
 

 
5.5 

 

 
5.5 

 

 
7 
 

 
6.5 

 

 
5.5 

 
 
 

Proteína 
(mg/ml) 

 
Lowry  

 

 
5.66 

 
5.07 

 
5.53 

 
10.01 

 
4.29 

 
6.58 

 
16.71 

 
9.21 

 
10.30 

 
U.V 

 

 
6.79 

 
5.53 

 
6.70 

 
8.33 

 
5.26 

 
9.33 

 
15.08 

 
9.74 

 
15.67 

Proteína  
(mg totales) 

 

 
33.51 

 
26.53 

 
41.51 

 
40.16 

 
26.32 

 
44.89 

 
111.27 

 
63.26 

 
70.38 
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Tabla 6. Longit ud de onda de los picos de los citocromos observados en los espectros de absorción para cada tipo de membra na a los 3  
diferentes tiempos de crecimie nt o . ND: No Detectado . 

 

Figura 11. Espectros de absorción diferenciales (reducido con ditionita menos oxidado) de las membranas aisladas en el 
rango de 500 a 650 nm de longitud de onda.  Se utilizaron 2 mg de proteína de las membranas para cada una de las 

muestras. Los picos de los citocromos fueron los siguientes: c (550nm), b (560nm), a (600nm) y d (628nm) (Henning et 
al.,1995; Azarkina et al.,1999). 

 

 

  
5 hrs 

 
9 hrs 

 
23 hrs 

 
Fuentes de carbono 

 

  
Succinato 

 
Acetato 

 
Glicerol 

 
Succinato 

 
Acetato 

 
Glicerol 

 
Succinato 

 
Acetato 

 
Glicerol 

 
 
 
 

Longitud de 
onda (nm) 

 
Cit  c 

 

 
554 nm 

 
551 nm 

 
551 nm 

 

 
551 nm 

 
554 nm 

 
554 nm 

 

 
550 nm 

 
550 nm 

 
550 nm 

 
Cit  b 

 

 
557 nm 

 
553 nm 

 

 
558 nm 

 
558 nm 

 
558 nm 

 

 
560 nm 

 
558 nm 

 

 
558 nm 

 

 
558 nm 

 
 

Cit  a 
 

 
600 nm 

 
597 nm 

 
600 nm 

 

 
600 nm 

 
600 nm 

 

 
600 nm 

 
600 nm 

 
600 nm 

 
600 nm 

 
Cit  d 

 

 
628 nm 

 
ND 

 
628 nm 

 
ND 

 
ND 

 
627 nm 

 
ND 

 
ND 

 
ND 
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Con succinato, la concentración y altura de los picos de los citocromos b y a fue mayor a las 9 

hrs, y la concentración del citocromo c fue mayor a las 23 hrs. Durante las 5 hrs se detectó la 

presencia de un citocromo d (Tabla 6, Figura 7). En el medio con acetato la altura de los picos de 

los citocromos c y b fue mayor a las 23 hrs, al igual que la concentración de los citocromos c, b y 

a. A las 9 hrs hubo mayor concentración de citocromos b y a en las membranas con acetato. En 

estas membranas no se detectó la presencia del citocromo tipo d. Finalmente en el medio con 

glicerol observamos mayor concentración de los citocromos c, b y d a las 9 hrs (Tabla 7, Figura 

11). 

Los citocromos tipo c fueron los más notables en las membranas con glicerol y acetato a las 5 

hrs de crecimiento a 551 nm de longitud de onda (Figura 11). En las membranas con succinato, 

el pico del citocromo c se encontró a 554 nm, característico del citocromo c del complejo b6c 

(Figura 11, Tabla 6), reportado por de Vrij, W y cols., (1987). La concentración de citocromo c fue 

similar en los medios con succinato y glicerol, pero fue tres veces mayor en el medio con acetato 

(Tabla 7). Por otra parte, también se detectó la presencia del citocromo tipo b en las membranas 

crecidas a 5 hrs, con succinato un pico a 557 nm y con glicerol a 558 nm y para las membranas 

con acetato el pico se detectó a 553 nm (Figura 8, Tabla 5). Estos citocromos pueden ser el 

citocromo b2 del complejo SDH, y citocromo b1 del mismo complejo, o del citocromo b del complejo 

b6c (reportado por Hägerhäll, C y cols., 1992; de Vrij, W y cols., 1987). Henning, W y cols., (1995) 

reportan el pico del citocromo a en 600 nm corresponde a la citocromo oxidasa aa3. En las 

membranas crecidas a 5 hrs con succinato y glicerol el pico lo encontramos a 600 nm, mientras 

que con las membranas con acetato lo encontramos cercano a 600 nm (Figura 8).  

En la tabla 7, podemos observar que las concentraciones de los citocromos b y a crecidas a 5 hrs 

son mayores en las membranas con glicerol y la concentración más baja la presentaron las 

membranas con succinato. Cabe señalar que a este tiempo encontramos también la presencia 
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del citocromo d a 628 nm en las membranas con succinato y glicerol, identificado como la oxidasa 

bd (Azarkina, N y cols., 1999). 

A las 9 hrs, se observó un aumento en la concentración de los citocromos c, b y a en las tres 

fuentes de carbono (Tabla 7). La concentración más alta del citocromo c se obtuvo en las 

membranas con succinato, encontramos el pico a 551 nm, correspondiente al citocromo c-551 

(cccB) que es una lipoproteína, cuya función se ha sugerido que es un sustrato de un citocromo 

c oxidasa alterna y distinta al tipo caa3 (von Wachenfeldt y Hederstedt, 2002; Kay y cols., 1997). 

Por otro lado, en las membranas con acetato y glicerol el pico lo encontramos a 554 nm (Figura 

11, Tabla 6) perteneciente a QcrC, subunidad del complejo b6c (von Wachenfeldt y Hederstedt, 

2002; de Vrij, W y cols., 1987). El citocromo tipo b en las membranas con succinato y acetato lo 

encontramos cercano a 558 nm atribuible a la SDH, la concentración más alta de este citocromo 

se obtuvo en las membranas con acetato (Tabla 7). En las membranas crecidas con glicerol se 

identificó un citocromo tipo b a 560 nm que puede ser atribuido al citocromo b de la oxidasa 

terminal tipo bd; ya que en estas membranas se observó un pico a 627 nm que puede ser el 

citocromo d de la oxidasa terminal bd (Azarkina, N y cols., 1999). La concentración del citocromo 

a fue similar en las membranas con succinato y acetato y menor en las membranas con glicerol. 

En las tres fuentes de carbono el pico del citocromo a se encontró a 600 nm (Tabla 6, Figura 11). 

Conforme la bacteria va entrando a la fase estacionaria podemos ver aumento de la 

concentración de los citocromos en cada fuente de carbono. En las tres fuentes de carbono 

encontramos el citocromo c a 550 nm correspondiente al citocromo caa3 (Tabla 6), sin embargo, 

la concentración fue más alta con acetato seguido del medio con succinato y finalmente glicerol 

(Tabla 7). Este último medio presentó menor concentración de citocromo c y b a las 23 hrs con 

respecto a las concentraciones obtenidas a las 9 hrs (Tabla 7). Los citocromos b se encontraron 

a 558 nm en las tres fuentes de carbono (Tabla 6), nuevamente atribuible a la SDH, la 

concentración más alta de este citocromo fue con acetato. Esto puede deberse a que el acetato 
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puede ser regulado mediante la vía acetil-CoA sintetasa para la interconversión de acetato a 

acetil-CoA e incorporarse al ciclo de Krebs para poder reducir a la SDH en la cadena respiratoria 

(Grundy y cols., 1993). 

A las 23 hrs encontramos al citocromo a a 600 nm en las tres fuentes de carbono (Tabla 6). 

Debido a que no encontramos los mismos picos de absorción en las membranas, estos datos nos 

sugieren que la expresión de los citocromos se adapta a las horas de crecimiento y las fuentes 

de carbono. 

Tabla 7. Concent rac ión relativa de citocromos expresados en nmoles de cit/mg de proteína. Datos prome dio de dos extracciones 
independie ntes . ND: No Detectado. 

 

 

Se obtuvo el cociente de hemos con los datos de la tabla 6 con el fin de obtener las proporciones 

de citocromos y ver qué complejos respiratorios podrían estar presentes en cada una de las 

membranas en los tres tiempos de crecimiento (Tabla 7). 

Tabla 8. Cociente de hemos, calculados a partir de los nmoles/mg de proteína obtenidos en los citocromos . ND: No Detectado. 

  
5 hrs 

 
9 hrs 

 
23 hrs 

 
Fuentes de 

carbono 
 

  
Succinato 

 
Acetato 

 
Glicerol 

 
Succinato 

 
Acetato 

 
Glicerol 

 
Succinato 

 
Acetato 

 
Glicerol 

 
 
 
 

nmoles 
de 

cit/mg 
proteína 

 
Cit  c 

 

 
0.218 

 
0.600 

 

 
0.220 

 
0.910 

 
0.780 

 
0.605 

 
1.150 

 
1.510 

 
0.575 

 
Cit  b 

 

 
0.255 

 
0.430 

 
0.530 

 
0.759 

 
1.115 

 
0.730 

 
0.933 

 
1.510 

 
0.635 

 
Cit  a 

 

 
0.096 

 
0.140 

 
0.240 

 
0.405 

 
0.445 

 
0.270 

 
0.546 

 
0.740 

 
0.370 

 
Cit  d 

 

 
0.017 

 
ND 

 
0.148 

 
ND 

 
ND 

 
0.130 

 
ND 

 
ND 

 
ND 

 
 
 

 
5 hrs 

 
9 hrs 

 
23 hrs 

Fuentes de 
carbono 

  
Succinato 

 
Acetato 

 
Glicerol 

 
Succinato 

 
Acetato 

 
Glicerol 

 
Succinato 

 
Acetato 

 
Glicerol 

 
 
 

Cociente 
de 

hemos 
 

 
b:c 

 

 
1.16 

 
0.71 

 
2.40 

 
0.83 

 
1.42 

 
1.20 

 
0.81 

 
1.00 

 
1.10 

 
a:c 

 

 
0.43 

 

 
0.23 

 

 
1.09 

 

 
0.44 

 

 
0.57 

 

 
0.44 

 
0.47 

 
0.49 

 
0.64 

 
b:a 

 

 
2.65 

 
3.07 

 
2.20 

 
1.87 

 
2.50 

 
2.70 

 
1.70 

 
2.04 

 
1.71 

 
b:d 

 

 
15 

 

 
ND 

 

 
3.58 

 

 
ND 

 

 
ND 

 

 
5.61 

 
ND 

 
ND 

 
ND 
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Podemos observar que en las membranas crecidas a 5 hrs la proporción de b:c fue >1 en las 

membranas con glicerol y <1 en las membranas con acetato (Tabla 8). La relación b:c nos sugiere 

la presencia de los complejos b6c y SDH (Hägerhäll y cols., 1992; Yu y cols.,1995) 

Por otro lado, los picos alfa de los citocromos a las 5 hrs de crecimiento son diferentes en las tres 

fuentes de carbono. El pico más alto de los citocromos c y b se presenta en las membranas 

crecidas con glicerol, a continuación, las membranas con succinato y finalmente acetato, mismos 

que se mantienen a las 9 hrs de crecimiento (Figura 11). La relación de hemos (b:c) a las 9 hrs 

de crecimiento la proporción fue ligeramente más alta en las membranas con acetato comparada 

con glicerol y succinato. A las 23 hrs de crecimiento en las tres fuentes de carbono los picos de 

los citocromos son diferentes (Figura 11), sin embargo, la proporción de b:c se mantuvo en las 

membranas con succinato y disminuyó ligeramente en las membranas con acetato y glicerol 

(Tabla 8). En la misma, podemos observar que la proporción de a:c se mantuvo constante en casi 

todas las membranas en las tres hrs de crecimiento, excepto por las membranas con glicerol a 

las 5 hrs en donde se presenta la mayor proporción de a:c indicativos de la presencia del complejo 

caa3 (Henning, W y cols., 1995).  

La proporción de hemos b:a nos podría indicar la presencia del complejo SDH (Hägerhäll, C y 

cols., 1992),  y de las quinol oxidasas aa3, bd y bb.  Como se puede ver en la tabla 8, la proporción 

de hemos b:a fue mayor en todas las membranas comparada con b:c y a:c. Durante el crecimiento 

a las 5 hrs, la proporción de b:a fue mayor en las membranas con acetato, luego succinato y 

finalmente glicerol. En las membranas con succinato y glicerol encontramos un pico de absorción 

a 628 nm atribuible a la quinol oxidasa bd, con la proporción más alta de b:d en las membranas 

con succinato comparado con glicerol; en estas últimas membranas observamos que el pico a 

628 nm  se mantuvo hasta las 9 hrs de crecimiento (Figura 11, Tabla 6). Esta información puede 

ser comparable al trabajo realizado por Azarkina, N y cols., (1999),  donde encuentran a la quinol 
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oxidasa bd y bb  en  la mutante LUH27 de B. subtilis (que carece de la citocromo oxidasa caa3 y 

la quinol oxidasa aa3) crecida con glucosa como fuente de carbono. 

5. Actividad de los complejos respiratorios por espectrofotometría. 
5.1Complejo NADH-DH II. 

El complejo NADH deshidrogenasa es un componente clave en la cadena respiratoria, ya que es 

la primera enzima de la misma. El NADH se oxida por dos enzimas alternativas, NADH: quinol 

oxidoreductasa, que transloca protones y conserva la energía redox en un gradiente de protones 

y NADH deshidrogenasa tipo II, la cual no transloca protones. La NADH deshidrogenasa es 

regulada de manera diferente a partir de las enzimas del ciclo de Krebs (Molenaar y cols., 2000). 

En crecimiento con fuentes de carbono, el NADH es el donador de electrones más importante 

para la cadena respiratoria (Gyan y cols., 2006; Bongaerts et al., 1995); sin embargo, se ha visto 

que, en bacterias crecidas con diferentes fuentes de carbono, la regulación del complejo NADH-

DH II es diferente de acuerdo a las fuentes de carbono utilizadas por la bacteria (Sakurai y cols., 

2011; Bongaerts et al., 1995).  

Conforme la bacteria va creciendo, la actividad de NADH-DH II va aumentando en las membranas 

con succinato y glicerol, sin embargo, en las membranas con acetato la actividad es similar a las 

5 y 23 hrs, con una disminución ligera a las 9 hrs (Tabla 9, Figura 12). A este respecto, 

encontramos datos comparables al nivel de expresión de gen de la enzima, de Acetobacter aceti 

en donde la expresión del gen ndh para el complejo NADH-DH II fue menor con acetato como 

fuente de carbono en comparación con glucosa (Sakurai y cols., 2011).   

La actividad del complejo NADH-DH II (Figura 12), a las 5 hrs de crecimiento fue mayor en las 

membranas con glicerol seguido de las membranas con succinato y finalmente acetato. En las 

membranas crecidas a 5 hrs con los medios succinato y glicerol se presentaron diferencias 

significativas (p< 0.01).   
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La actividad de la NADH-DH II a las 9 hrs fue significativamente diferente en las tres fuentes de 

carbono. Al entrar a la fase estacionaria, la actividad fue mayor en las membranas con succinato 

(Tabla 9, Figura 12). A las 23 hrs del cultivo, se observaron diferencias significativas de la 

actividad de NADH-DH II entre las tres fuentes de carbono, por lo que podríamos decir que la 

enzima va adquiriendo adaptación, principalmente en las membranas con succinato (Figura 12). 

Esto es comparable con el crecimiento aeróbico de la bacteria E. coli con succinato, acetato y 

glucosa, en donde los equivalentes reductores como NADH, son suministrados a la cadena 

respiratoria, suponiendo una completa oxidación de los sustratos utilizados (Bongaerts et al., 

1995).  

Tabla 9. Activida d del complejo NADH-D H II en Bacillus subtilis  en las diferentes fuentes de carbono en los tres tiempos de crecimien t o. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 12.  Actividad del complejo NADH-DH II expresada en nmoles de DCPIP red min-1 mg-1 en las tres fuentes de carbono 
a los tres tiempos de crecimiento.  Datos de dos extracciones independientes, tres mediciones para cada extracción. 

 

 
Fuente de carbono 

 

Activ idad de la enzima NADH-DH II 
(nmol de DCPIP red min-1 mg-1 proteína) 

 
5 hrs. 

 
9 hrs. 

 
23 hrs. 

Succinato 

Acetato 

Glicerol 

36.56±1.70 (n=6) 

35.30±5.09 (n=6) 

49.40±5.08 (n=8) 

53.85±2.63 (n=6) 

24.82±1.76 (n=6) 

76.49±3.48 (n=6) 

130.8±3.42 (n=6) 

36.27±1.60 (n=6) 

73.42±0.97 (n=6) 
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En un estudio realizado por Molenaaer y cols., (2000), en la bacteria Corynebacterium 

glutamicum, durante crecimiento exponencial en diversas fuentes de carbono, se encontró que la 

actividad de la NADH-DH II puede estar relacionada con el grado de reducción del sustrato. En 

este caso la actividad más alta se encontró en las células crecidas con manitol y una oxidación 

completa de este sustrato genera un equivalente reductor extra de NADH en comparación a la 

oxidación de la glucosa o acetato, donde la actividad es más baja. Este efecto generado en las 

diferentes fuentes de carbono en la actividad de la enzima en C. glutamicum puede estar 

ocurriendo en nuestras membranas crecidas a 23 hrs ya que la actividad más alta se presentó en 

las membranas crecidas con succinato generando un equivalente reductor extra de NADH (en la 

glucólisis) en comparación a las membranas con glicerol y acetato. Lo que también podría estar 

ocurriendo a las 9 y 5 hrs en las membranas con glicerol donde la actividad es más alta 

comparada con succinato y acetato (Tabla 9, Figura 12). 

 

5.2. Complejo SDH. 

En el artículo de Park y cols., (1995), se menciona que a partir de mediciones de la actividad 

enzimática de SDH en células crecidas bajo diferentes condiciones, se presentan niveles 

elevados de la enzima en condiciones aeróbicas con glucosa como fuente de carbono.  Esto 

concuerda con nuestros resultados, ya que nuestras condiciones de crecimiento fueron 

aeróbicas, aunque no utilizamos glucosa como fuente de carbono encontramos un aumento 

considerable de la actividad de la enzima en nuestras fuentes de carbono. Sin embargo, 

observamos que la actividad del complejo SDH fue menor en las membranas con glicerol y mayor 

en las membranas con acetato (Figura 13). Por lo tanto, suponemos que hay una preferencia por 

la fuente de carbono utilizada. 
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 A diferencia de la actividad de la NADH-DH II, la actividad del complejo SDH fue mayor en las 

membranas con acetato en los tres tiempos de crecimiento (Tabla 10, Figura 13). El acetato se 

incorporó al ciclo de Krebs a través de la acetil-CoA sintetasa para la interconversión de acetato 

a acetil-CoA y llegar al succinato a través del ciclo de Krebs, generando tres moléculas de NADH.  

A las 5 hrs de crecimiento la actividad fue similar en las membranas con succinato y glicerol, sin 

embargo, en esta última fuente de carbono la actividad disminuyó a las 9 hrs de crecimiento, 

mientras que en las membranas con succinato y acetato hay un aumento de más del 50 % en la 

actividad (Tabla 10).  

Tabla 10. Actividad del complejo SDH en Bacillus subtilis  en las diferentes fuentes de carbono en los tres tiempos de crecimie nt o . 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 13.  Actividad del complejo SDH expresada en nmoles de DCPIP red min-1 mg-1 en las tres fuentes de 
carbono a los tres tiempos de crecimiento.  Datos de dos extracciones independientes, tres mediciones para 
cada extracción. 
 

 
Fuente de carbono 

 

Activ idad de la enzima SDH 
(nmol de DCPIP red min-1 mg-1 proteína) 

 
5 hrs. 

 
9 hrs. 

 
23 hrs. 

Succinato 

Acetato 

Glicerol 

37.11±4.16 (n=6) 

89.92±5.83 (n=6) 

22.05±2.12 (n=6) 

67.22±0.64 (n=6) 

220.7±10.69 (n=6) 

13.98±1.18 (n=6) 

234.4±15.64 (n=6) 

281.7±21.79 (n=6) 

40.43±1.11 (n=6) 
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A partir de las 5 y 9 hrs de crecimiento se pueden apreciar diferencias significativas entre las 

membranas de bacterias crecidas con acetato contra succinato y glicerol. Al entrar a la fase 

estacionaria la actividad de las membranas con succinato aumentó de manera similar a las 

membranas con acetato, sin embargo, en las membranas con glicerol la actividad aumentó con 

respecto a los tiempos anteriores, pero siguió siendo más baja que las otras dos fuentes de 

carbono (Tabla 10, Figura 13). 

Retomando los espectros de absorción la proporción de b:a fue mayor en las membranas con 

acetato, luego succinato y finalmente glicerol, lo que concuerda con la actividad del complejo 

SDH, y presentó la misma tendencia a 9 y 23 hrs de crecimiento. 

A nivel de regulación de la expresión del operón sdhCDAB de la succinato deshidrogenasa de E. 

coli, Park y cols., (1995) midieron la actividad de la expresión de sdhC-lacZ en células crecidas 

aeróbica y anaeróbicamente con diferentes fuentes de carbono. La mayor expresión se obtuvo 

en la cepa WT en condiciones aeróbicas en el medio con acetato, seguido de fumarato y una 

disminución de la expresión de sdhC-lacZ en los medios con succinato y glicerol siendo iguales 

los valores. Estos datos son parecidos a los obtenidos por nosotros, la actividad de la SDH fue 

mayor con acetato seguido de succinato y finalmente glicerol en los tres tiempos de crecimiento 

(Figura 13). 

5.3. Complejo b6c. 

En este trabajo, observamos que el complejo b6c, presentó una actividad baja comparándola con 

la actividad de los complejos NADH-DH II y SHD (Tablas 9 y 10). A las 5 hrs de crecimiento se 

mostró una actividad similar en las tres fuentes de carbono habiendo diferencias significativas 

(P<0.005) en los medios de acetato y glicerol (Figura 14). Durante el crecimiento exponencial (9 

hrs) la actividad se incrementó al doble, sin diferencias significativas entre las tres fuentes de 

carbono. A las 23 hrs de crecimiento si se obtuvieron diferencias significativas entre fuentes de 
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carbono. La actividad aumentó en las membranas de glicerol y acetato, siendo este último el de 

mayor actividad (Figura 14). Por otro lado, en las membranas con succinato se obtuvo la misma 

actividad a las 9 y 23 hrs de crecimiento (Figura 14). 

Tabla 11. Actividad del complejo b6c en Bacillus subtilis  en las diferentes fuentes de carbono en los tres tiempos de crecimie nt o . 

 

 
 

 

 
 

Figura 14.  Actividad del complejo b6c en las tres fuentes de carbono a los tres tiempos de crecimiento. Actividad 
expresada en nmoles de citocromo c red  min-1 mg-1. Datos de dos extracciones independientes. Tres mediciones para cada 

extracción. 

 

 

Para medir la actividad del complejo b6c utilizamos como sustrato DBH2 (Decil ubiquinol). Este 

sustrato se utiliza para medir la actividad del complejo bc1 en mitocondrias de levadura (Gutierrez-

Cirlos y Trumpower, 2002). Sin embargo, para B. subtilis no es el sustrato adecuado ya que el 

 
Fuente de carbono 

 

Activ idad de la enzima b6c 

(nmol de Citocromo c red min-1 mg-1 proteína) 

 
5 hrs. 

 
9 hrs. 

 
23 hrs. 

Succinato 

Acetato 

Glicerol 

3.23±0.14 (n=6) 

3.61±0.10 (n=6) 

2.68±0.14 (n=6) 

9.21±0.89 (n=6) 

8.88±0.88 (n=6) 

7.38±0.61 (n=6) 

9.32±0.53 (n=6) 

12.43±0.82 (n=6) 

9.53±0.29 (n=6) 
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DBH2 es una benzoquinona y no una naftoquinona. La actividad del complejo de levadura es 

alrededor de 150 nmol de citocromo c red min-1 mg-1 (datos obtenidos en el laboratorio).  

En nuestro laboratorio se han realizado estudios para encontrar un buen sustrato para medir la 

actividad de complejo b6c utilizando diferentes naftoquinonas sintéticas realizando una 

comparación contra el DBH2. Hasta el momento se encontraron dos naftoquinonas: Juglona y 

Naftazarina que lograron estimular la actividad del complejo bc (García, 2010). Se sugiere 

utilizarlas para continuar con estos estudios. 

5.4. Complejo caa3. 
 

La citocromo c oxidasa cataliza la reducción del oxígeno molecular en una transferencia de cuatro 

electrones y cuatro protones en una reacción paso a paso para utilizar la energía libre de esta 

reacción y generar un gradiente de protones a través de la membrana (H. Richter y Ludwing, 

2009). 

La citocromo oxidasa caa3 de B. subtilis pertenece a la súper familia citocromo oxidasa. La 

diferencia clave en el citocromo caa3 radica en la adición de un dominio, homólogo al 

citocromo c mitocondrial, que se fusiona con el extremo C-terminal de su subunidad II 

(Assempour y cols., 1998). 

Durante la fase de crecimiento logarítmico (5 hrs) la actividad del complejo caa3 fue nula en las 

tres fuentes de carbono (), al medir la actividad enzimática no se observó pendiente 

representativa de la actividad de la enzima. Conforme va creciendo el cultivo (9 hrs), se observó 

mayor actividad en las membranas con succinato, no así en las membranas con acetato y glicerol 

(Tabla 12, Figura 15). Y finalmente en la fase estacionaria (23 hrs), se presentó una mayor 

actividad en las membranas con succinato y acetato sin diferencias significativas entre ambas. 

En cambio, en las membranas con glicerol la actividad permaneció baja, pero aumentó 50% con 

respecto a lo obtenido a las 9 hrs (Tabla 12).  
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Tabla 12. Actividad del complejo caa3 en Bacillus subtilis  en las diferentes fuentes de carbono en los tres tiempos de crecimie nt o. 
 

 
 
 
 
 

 

 
Figura 15.  Actividad del complejo caa3 en las tres fuentes de carbono a los tres tiempos de crecimiento. Actividad 

expresada en nmoles de citocromo c red  min-1 mg-1. Datos de dos extracciones independientes. Tres mediciones para cada 
extracción. 

 

Cabe la posibilidad de que otras oxidasas terminales se estén expresando en las membranas con 

glicerol en los tres tiempos de crecimiento. Debido a la presencia del citocromo d en las 

membranas con succinato y glicerol 5 y 9 hrs y un pequeño hombro a las 23hrs (Tabla 12, Figura 

15), podemos intuir que se esté expresando la quinol oxidasa tipo bd más que la caa3, debido a 

que hay más proporción de citocromos b:d sobre a:c (Tabla 12). Por lo tanto, podríamos decir 

que succinato y glicerol como fuentes de carbono favorecen más la expresión de la quinol oxidasa 

bd que del citocromo oxidasa caa3.  Estos resultados son interesantes pues no hemos encontrado 

trabajos en donde se documente la expresión de esta quinol oxidasa utilizando otras fuentes de 

 
Fuente de carbono 

 

Activ idad de la enzima caa3 

(nmol de Citocromo c red min-1 mg-1 proteína) 

 
5 hrs. 

 
9 hrs. 

 
23 hrs. 

Succinato 

Acetato 

Glicerol 

0.33±0.06 (n=6) 

0.30±0.10 (n=6) 

0.23±0.03 (n=6) 

8.28±0.48 (n=6) 

2.75±0.27 (n=6) 

1.76±0.22 (n=6) 

23.73±0.99 (n=6) 

23.10±1.45 (n=6) 

3.73±0.34 (n=6) 
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carbono, ya que los reportes que hay utilizan glucosa como fuente de carbono (Winsted y cols., 

1998; Azarkina, N y cols., 1999). 

Finalmente apreciamos una mayor actividad del complejo a partir de las 9 hrs y 23 hrs de 

crecimiento en las membranas con succinato y en las membranas con acetato a las 23 hrs. Las 

actividades fueron similares en ambas fuentes de carbono, lo que concordó con los espectros de 

absorción ya que la proporción de a:c es similar en ambas (Tabla 12, Figura 15). Estos datos 

concuerdan con lo reportado por Henning y cols., (1995), donde purifican al citocromo oxidasa 

caa3 y aa3 en membranas de B. subtilis utilizando succinato como fuente de carbono. Lo 

interesante es que la actividad con succinato y acetato fueron iguales, pensamos que esto puede 

deberse a que ambos sustratos provienen de ciclo de Krebs.  

 6. Actividad de Succinato y Ascorbato-TMPD Oxidasas. 
 

Como se mencionó, la cadena transportadora de electrones de B. subtilis tiene dos ramas de 

acarreadores de los electrones: una con la citocromo oxidasa caa3 y otra con quinol oxidasas 

(aa3, bd’ y la bb’) como aceptores terminales de electrones (Winstedt y von Wachenfeldt, 2000; 

Arzakina y cols., 1999). 

En este trabajo se evaluó la actividad de las oxidasas terminales utilizando como sustratos 

Succinato + Menadiona (Análogo de la menaquinona y precursor de la biosíntesis de la 

menaquinona) y Ascorbato TMPD como donador artificial de electrones para la citocromo caa3, e 

inhibidores como el azida de sodio para la caa3 y el cianuro que se une al citocromo a3 y al 

citocromo c del citocromo caa3. 

6.1. Succinato-Oxidasa. 

En el ensayo con succinato+menadiona se observó aumento en el consumo de oxígeno en las 

membranas con acetato a las tres horas de crecimiento del cultivo, la mayor actividad se obtuvo 

a las 9 hrs, algo similar ocurre en las membranas con succinato donde el consumo de oxígeno 
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fue menor (alrededor del 50% más bajo) en las tres etapas de crecimiento comparado con las 

membranas con acetato, y de igual manera el mayor consumo se presentó durante las 9 hrs de 

crecimiento (Tabla 13, Figura 16). Por otro lado, en las membranas con glicerol observamos que 

el consumo de oxígeno fue bajo, no habiendo diferencias significativas entre las 9 y 23 hrs de 

crecimiento. 

Estos resultados son similares a lo que obtuvimos en las mediciones del complejo SDH por 

espectrofotometría (Figura 13), con la misma tendencia en las fuentes de carbono siendo mayor 

acetato>succinato y >glicerol. 

Tabla 13. Actividad de Succinato- Ox ida sa de Bacillus subtilis  en las diferentes fuentes de carbono en los tres tiempos de crecimie nt o . 
 

Condiciones 
del ensayo 

nmol O2 min-1 mg-1 de proteína 

5 hrs 9 hrs 23 hrs 

succinato acetato glicerol succinato acetato glicerol succinato acetato glicerol 

Succinato + 
menadiona 

10.23±1.17 

(n=6) 

23.85±2.09 

(n=6) 

5.76±1.75 

(n=6) 

18.74±0.41 

(n=6) 

45.46±6.63 

(n=6) 

7.81±2.22 

(n=6) 

14.15±2.77 

(n=6) 

32.85±5.24 

(n=6) 

7.96±0.68 

(n=6) 

Azida de 
sodio 

7.64±2.13 

(n=6) 

21.16±2.82 

(n=6) 

3.05±1.03 

(n=6) 

15.8±1.30 

(n=6) 

45.67±4.80 

(n=6) 

6.68±1.24 

(n=6) 

11.26±2.65 

(n=6) 

27.6±5.85 

(n=6) 

6.56±0.82 

(n=6) 

Cianuro 

 

12.55±1.49 

(n=6) 

29.19±4.34 

(n=6) 

5.71±0.66 

(n=6) 

17.16±0.98 

(n=6) 

41.36±2.59 

(n=6) 

9.77±2.93 

(n=6) 

11.48±1.84 

(n=6) 

29.30±4.29 

(n=6) 

6.77±1.18 

(n=6) 

 
Bisschop y Konings, (1976), midieron la actividad de la NADH y SDH deshidrogenasas con y sin 

menadiona en la bacteria B. subtilis AroD deficiente de menaquinona y B. subtilis W23, en ambas 

bacterias observaron que tanto el consumo de oxígeno de la NADH y SDH deshidrogenasas se 

ve estimulado al agregar Menadiona. La actividad de la NADH oxidasa fue mayor (1632 nmol O2 

min-1 mg-1 de proteína) a la SDH (49 nmol O2 min-1 mg-1 de proteína). Este último valor coincide 

con lo que obtuvimos en las membranas con acetato al agregar Succinato+Menadiona (45 nmol 

O2 min-1 mg-1 de proteína) a las 9 hrs de crecimiento. Bisschop y Konings, (1976), realizaron las 

mediciones de las membranas en fase logarítmica, utilizando D-L-malato como fuente de 

carbono. 
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Figura 16.  Actividad de la Succinato-Oxidasa en las tres fuentes de carbono a los tres tiempos de crecimiento, expresada 
en nmoles de O2 min-1 mg-1. Datos de dos extracciones independientes. Tres mediciones para cada extracción. 

En la figura 16 vemos que la actividad de succinato oxidasa resultó más alta en la mayoría de los 

casos con cianuro comparado con azida de sodio. En las membranas con acetato observamos 

mayor actividad en los tres tiempos de crecimiento.  Al usar estos dos inhibidores vemos que con 

azida de sodio hay una ligera inhibición en casi todas las membranas, excepto en acetato 9 hrs 

en donde se presentó la única inhibición con cianuro (Tabla 13, Figura 16).  

Finalmente, a las 23 hrs de crecimiento el consumo de oxígeno disminuyó en las membranas con 

succinato y acetato comparado con las 9 hrs de crecimiento, aunque de nuevo, las membranas 

con acetato son las que siguen tuvieron mayor consumo de oxígeno comparado con succinato y 

glicerol (Tabla 12). 

Con estos resultados podemos ver la existencia de otras oxidasas terminales en las membranas 

aisladas. Si comparamos lo observado en los espectros de absorción podríamos decir que en las 

membranas con succinato y glicerol se estén expresando la quinol oxidasa tipo bd y posiblemente 

la bb’ ya que en estas membranas encontramos el pico del cit d. Se ha reportado la quinol oxidasa 

tipo bd en E. coli crecida con glucosa, P. aeruginosa crecida con succinato y G. oxydans como 
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insensible al cianuro, lo cual concuerda con nuestros resultados (Miura y cols., 2013; Cunningham 

y cols., 1997), 

Cabe destacar que el mayor consumo de oxígeno en los tres tiempos de crecimiento se obtuvo 

con las membranas con acetato, aunque en estas membranas no observamos la presencia del 

cit d por lo que pensamos que la quinol oxidasa tipo bb’ pueda estarse expresando.  

6.2. Ascorbato-TMPD Oxidasa. 

El citocromo oxidasa caa3 utiliza TMPD eficientemente como donador artificial de electrones y 

todo el flujo en este ensayo es acarreado por el citocromo c endógeno, una vez reducido por el 

Ascorbato, (Henning y cols., 1995).  

 
En este ensayo pudimos observar que durante las 5 hrs de crecimiento la velocidad de consumo 

de oxígeno fue baja, a partir de las 9 hrs de crecimiento aumentó la velocidad del consumo de 

oxígeno en las tres fuentes, pero en mayor medida en las membranas con succinato y para 

acetato y glicerol la velocidad fue similar (Tabla 13). A las 23 hrs el consumo de oxígeno aumentó 

en las membranas con succinato y acetato siendo mayor en esta última fuente de carbono, 

mientras en las membranas con glicerol no hubo aumento en el consumo de oxígeno (Figura 17). 

 
 

Tabla 13. Actividad de Ascorbato- TM PD Oxidasa de Bacillus subtilis  en las diferentes fuentes de carbono en los tres tiempos de 
crecimie nt o . 

 

Condiciones 
del ensayo 

nmol O2 min-1 mg-1 de proteína 

5 hrs 9 hrs 23 hrs 

Succinato Acetato Glicerol Succinato Acetato Glicerol Succinato Acetato Glicerol 

Ascorbato-
TMPD 

5.03±0.97 

(n=6) 

5.19±0.74 

(n=6) 

4.22±0.94 

(n=6) 

16.07±3.29 

(n=6) 

9.05±2.83 

(n=6) 

8.90±1.28 

(n=6) 

23.05±3.18 

(n=6) 

36.21±3.02 

(n=6) 

8.13±0.87 

(n=6) 

Azida de 
sodio 

5.25±0.78 

(n=6) 

5.34±0.84 

(n=6) 

4.47±0.99 

(n=6) 

12.83±2.02 

(n=6) 

7.59±2.55 

(n=6) 

9.46±1.39 

(n=6) 

18.28±1.93 

(n=6) 

22.68±2.12 

(n=6) 

6.69±1.33 

(n=6) 

Cianuro 

 

14.74±1.37 

(n=6) 

17.84±5.33 

(n=6) 

10.61±1.87 

(n=6) 

14.69±1.91 

(n=6) 

21.75±4.15 

(n=6) 

24.92±3.2 

(n=6) 

17.49±1.30 

(n=6) 

27.88±1.58 

(n=6) 

14.29±2.4 

(n=6) 
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Figura 17.  Actividad de la Ascorbato-TMPD Oxidasa en las tres fuentes de carbono a los tres tiempos de crecimiento, 
expresada en nmoles de O2 min-1 mg-1. Datos de dos extracciones independientes. Tres mediciones para cada extracción. 

 

Estos resultados concuerdan con la medición del hemo a-a3 por espectrofotometría para las 

membranas con glicerol, ya que la concentración de este citocromo es pequeña. Con estos datos 

podemos reforzar más nuestra teoría sobre la presencia de otra quinol oxidasa principalmente la 

tipo de bd, y que en estas membranas principalmente hay poca caa3, mientras que en acetato y 

glicerol hay más cantidad durante las 23 hrs de crecimiento (Tabla 11, Tabla 13). 

Comparado con el ensayo Succinato-Menadiona, en Ascorbato-TMPD vimos que no hay 

inhibición a las 5 hrs de crecimiento con azida de sodio en las tres fuentes de carbono (Tabla 13), 

a partir de las 9 hrs ya observamos una ligera inhibición en las membranas con succinato y 

acetato, la cual se mantuvo hasta las 23 hrs de crecimiento. En este tiempo de crecimiento, hubo 

una mayor inhibición en las membranas con acetato comparada con succinato y glicerol. Estos 

datos nos indican que en acetato la citocromo caa3 es la oxidasa predominante lo que concuerda 

con los valores de actividad del complejo obtenidos por espectrofotometría (Figura 12). 
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Al igual que el ensayo Succinato-Menadiona, en el consumo de oxígeno aumentó al agregar 

cianuro incluso fue mayor la pendiente que al agregar Ascorbato-TMPD (Tabla 13). Esto nos 

llamó la atención pues el trabajo realizado por Sousa y cols., 2013, encontraron una inhibición del 

100% al agregar cianuro de potasio al medir la actividad con Ascorbato-TMPD. Es posible que 

nuestras diferencias se deban a que ellos incubaron las membranas previamente con el inhibidor 

durante 10 minutos antes de realizar la medición del consumo de oxígeno y en nuestro caso 

nosotros no realizamos el ensayo de esa manera, ya que nosotros agregamos el inhibidor directo 

a las membranas durante la medición en el oxímetro.  

Con los resultados vistos hasta el momento, podemos decir que dependiendo de las condiciones 

de crecimiento, en particular la naturaleza de los sustratos de carbono, B. subtilis ajusta su 

metabolismo energético en el proceso denominado Represión Catabólica por Carbono; este 

proceso en bacterias Gram positivas no parece ser utilizado solo en el control de la expresión de 

operones catabólicos, sino también para coordinar las funciones metabólicas de la célula en 

respuesta a la disponibilidad de los elementos esenciales necesarios para el crecimiento celular 

(Monedero y cols., 2001).  

En la figura 18, se muestran esquemas representativos de la cadena respiratoria de B. subtilis en 

donde se aprecia el comportamiento de los complejos respiratorios con cada una de las fuentes 

de carbono, durante los tres tiempos de crecimiento, los valores indicados en flechas representan 

la actividad obtenida de los complejos en nmoles de sustrato usado min-1 mg-1 de proteína. Como 

se puede ver el metabolismo difiere ampliamente    a partir de la absorción del sustrato, la 

actividad de las membranas con succinato y acetato fueron de manera similar en la mayoría de 

los casos. Con glicerol la actividad se redujo significativamente.  

La respuesta a la represión catabólica por carbono   en la cadena trasportadora de electrones en 

regulación por varias vías distintas en respuesta a la fuente de carbono se ha reportado en 
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mitocondrias de S. cerevisiae encontrando niveles reprimidos de citocromos en células cultivadas 

con galactosa (Jin y cols., 2007). 

Enzimas que participan en la excreción de carbono son estimuladas por la presencia de glucosa. 

En B. subtilis, enzimas del ciclo de Krebs o proteínas de la cadena respiratoria como la succinato 

deshidrogenasa, citocromo c550 y c551, y citocromo c oxidasa caa3, son reprimidos en presencia 

de glucosa (Melin y cols., 1989; Monedero y cols., 2001). Bajo condiciones aeróbicas de 

crecimiento, cuando una fuente de carbono rápidamente metabolizable está presente, la 

fosforilación oxidativa se minimiza bajo las condiciones de represión de la síntesis de enzimas 

del ciclo de Krebs y proteínas de la cadena respiratoria, la presencia de carbohidratos 

rápidamente metabolizables puede estimular la expresión de genes glucóliticos, obteniendo 

suficiente energía de la glucólisis, (Monedero y cols., 2001). 
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7. Modelos de la cadena respiratoria de B. subtilis en las diferentes condiciones de 
crecimiento.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 18.  Caracterización de la actividad de los complejos respiratorios de B. subtilis en tres tiempos de crecimiento, con 
tres fuentes de carbono. Las líneas de colores representan las fuentes de carbono, los números representan los valores 

obtenidos de la actividad del complejo en nmol de sustrato utilizado min-1 mg-1. 
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 Conclusiones. 

Con base en los experimentos realizados, observamos que el desarrollo de B. subtilis depende 

de las condiciones de crecimiento, y los nutrientes a los que esté sometida la bacteria, las fuentes 

de carbono fueron esenciales para obtener un desarrollo óptimo. 

Durante el transcurso de crecimiento de la bacteria vimos un mayor rendimiento de células y 

concentración de proteína en los medios con succinato y glicerol en las tres fases de crecimiento, 

siendo acetato la fuente de carbono en la cual se obtuvo menor cantidad de células y por ende 

proteína. 

En los espectros de absorción, observamos que la concentración de citocromos fue variable 

dependiendo de la fuente de carbono y hrs de crecimiento. La mayor concentración de citocromos 

se presentó a las 23 hrs en los medios con succinato y acetato, y a las 9 hrs en el medio con 

glicerol, detectando la presencia del citocromo tipo d a las 5 hrs en los medios con succinato y 

glicerol y a las 9 hrs en el medio con glicerol. 

Al medir la actividad de los complejos respiratorios y actividad de oxidasas, vimos cómo es que 

B. subtilis ajusta su metabolismo dependiendo de la fuente de carbono. En los  complejos 

respiratorios la actividad de la NADH-DH II no se encontraron diferencias significativas en las tres 

fuentes de carbono a las 5 hrs, durante las 9 y 23 hrs la actividad del complejo fue mayor en los 

medios con succinato y glicerol; para el complejo SDH la actividad más alta se obtuvo en el medio 

con acetato; mientras que en el complejo b6c la actividad fue mayor en los medios con succinato 

y acetato durante las 5 y 9 hrs de crecimiento y con acetato a las 23 hrs y finalmente la actividad 

del complejo caa3 fue casi nula durante las 5 hrs de crecimiento, hasta las 9 hrs se presentó un 

incremento de actividad en el medio con succinato y a las 23 hrs en los medios con succinato y 

acetato.  
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En cuanto a la actividad de las oxidasas, la Succinato-Oxidasa, incrementó el consumo de 

oxígeno al agregar Menadiona como sustrato a las 9 hrs de crecimiento en las tres fuentes de 

carbono disparándose en las membranas con acetato, no se observaron inhibiciones 

significativas al agregar azida de sodio y cianuro. En la actividad de Ascorbato-TMPD oxidasa el 

consumo de oxígeno fue mayor a las 23 hrs con succinato y acetato, en este caso si se observó 

una ligera inhibición con azida de sodio, no así con cianuro en donde aumento el consumo de 

oxígeno. Al no haber  una inhibición significativa en ambos ensayos, podríamos decir que 

posiblemente se estén expresando otro tipo de quinol oxidasas como la bd’  y bb’ insensibles a 

estos dos inhibidores por lo que sería interesante realizar otro tipo de experimento en el cual se 

utilicen otros inhibidores específicos de las quinol oxidasas tipo bd y bb’ para corroborar si estas 

oxidasas terminales se están expresando en las tres fuentes de carbono, así como el uso de 

mutantes que carezcan de la citocromo oxidasa caa3  y de la quinol oxidasa aa3 crecidas en las 

diferentes fuentes de carbono en los tres tiempos de crecimiento. 

Bacillus subtilis se adapta a la fuente de carbono presente. De acuerdo al metabolismo de la 

bacteria se observó que el succinato y acetato son las fuentes de energía más eficientes para la 

bacteria. 

Perspectivas. 
 

Es necesario analizar estas membranas por medio de electroforesis nativa, para determinar la 

asociación de los complejos respiratorios en las tres fuentes de carbono y a los diferentes tiempos 

de crecimiento. Además, sería interesante poder realizar estudios a nivel de expresión de genes 

mediante un análisis de RNA con estas membranas para así poder determinar que genes de la 

cadena respiratoria se expresan en las diferentes fuentes de carbono.  
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