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RESUMEN 

Se han detectado algunos cambios en la actividad y el patrón de expresión de las 
isoenzimas de catalasa en varios microorganismos tomando en cuenta a la diferenciación celular. 
Con base en varias caracleristicas bioquimicas, se han descrito dos familias de catalasas: las 
catalasas tipicas y las catalasas-peroxidasas. La actividad de las primeras es independiente del pH 
(en valores de 5 a 11), son resistentes al tratamiento con disolventes como el cloroformo y el etanol 
y se inhiben especificamente con el 3-aminotriazol. La segunda familia tiene las dos aCtividades: de 
catalasa y de peroxidasa, su actividad de catalasa es dependiente del pH, son inaCtivadas por 
cioroformo y etanol y son más sensibles a la temperatura que las catalasas tipicas. 

En este trabajo se identificó en Bacíffus cereus la presencia de dos catalasas que tienen 
diferente movilidad electroforética. La más rápida es la catalasa vegetativa (cat-veg), que está 
presente durante el crecimiento exponencial e incrementa su actividad en el proceso de maduración 
de la espora. En las esporas se encuentran tanto la cat-veg como la catalasa más lenta exciusiva de 
la espora spo-prolla primera asociada al exosporio o tegumento (por lo que se le denominó spo­
teg) Y la segunda en el protoplasma. 

Tanto la cat-veg como la catalasa spo-teg pertenecen al grupo de las catalasas tipicas y 
nuestros datos sugieren que podrla tratarse de la misma enzima. 

La catalasa del protoplasma de la espora presenta además actividad de peroxidasa con 
diferentes sustratos artificiales por lo que pertenece al tipo de las catalasas-peroxidasas. Esta 
enzima se empieza a sintetizar al final del proceso de esporulación. 
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1. INTRODUCCiÓN 
1.1 Diferenciación celular 

La d~erenciación celular se define como el proceso por el cual el mismo genoma origina 
dos células ~erentes en su composición quimica, morfológica y en su función (Kenyan y 
Sandler, 1984). 

Durante la diferenciación celular pueden ocurrir cambios en la topologia del ADN y la 
presencia de algunas proteinas que lo estabilizan lo que le da una confonnación que le pennite 
tener una transcripción selectiva. 

La esporulación y genminación bacteriana son modelos tipicos de diferenciación celular 
que se empezaron a estudiar en 1950. En ellos se observó que las células esporulantes 
sintetizan ARNm y proteinas que no se encuentran en las células vegetativas mientras que, 
algunas moléculas vegetativas desaparecen de manera temprana en el proceso de esporulación; 
en particular, varios factores sigma juegan un papel muy importante en la regulación de la 
transcripción del proceso de la diferenciación (Galini y col., 1978). 

En los años recientes la esporulación bacieriana se ha estudiado como modelo para 
analizar la diferenciación celular investigando los mecanismos regulatorios a nivel transcripcional 
y traduccional de la expresión génica, la cual tiene que ver directamente con la transición de una 
célula vegetativa a una espora (Ohyarna y col., 1978). 

La mayoria de los conocimientos que se tienen acerca de los mecanismos que 
intervienen en los procesos de la esporulación y la germinación, asi como de los factores que 
detenminan las propiedades de las esporas se han obtenido de algunos representantes del 
género Bací/lus, en los cuales dichos procesos y factores son similares (Seijow, 1981). 

El género Bacillus tiene un ciclo de vida corto Y se tiene un conocimiento detallado del 
mismo, es de fácil manipulación, se puede trabajar con una e\lipa detenninada del desarrollo y 
pennite aislar a la endoespora de la célula madre y estudiar a los compartimentos durante la 
esporulación (Andreoli, y col., 1973). 

B crecimiento logaritmico y la subsecuente formación de la endospora en las especies 
de Bacillus involucra una gran serie de eventos bioquimicos. Es por ello que, la esporulación 
bacteriana provee un sistema de diferenciación celula- que ha tenido un gran valor para el 
estudio de las relaciones entre la morfología y la bioquimica de dicho proceso (Andreoli, y col. 
1973). 

1.2 Ciclo de vida de Bac///us cereus 
Las especies de Bacillus se clasifican en tres grupos de acuerdo a la morfologla de su 

espora. Bacillus cereus es una bacteria esporulante Grarn positiva clasificada dentro del grupo I 
por su espora elipsoidal con posición central, vive en el suelo, es aeroma facultativa y mesófila 
con un crecimiento óptimo a 32·C (Priesl 1989). 

Un cultivo de Bacillus presenta diferentes etapas. La primera de ellas es la etapa de 
adaptación ~ag) que corresponde a la fase en el que las células se acondicionan al medio y no 
hay reproducción bacteriana. Posteriormente, la población crece de manera exponencial debido 
a la abundancia de nutrientes; a esta etapa se le denomina logarítmica (lag) y se caracteriza 
porque las células presentan poca movilidad y se organizan .en cadenas largas. 

A lo largo de la fase exponencial se encuentran reprimidos los genes que codifican para la 
sintesis de enzimas del ciclo de los ~cidos tricarboxilicos. Por ello, cuando Bacillus crece en un 
medio con glucosa como fuente de carbono, se da una acumulación de piruvato y acetato lo que 
ocasiona que el pH del medio baje y alcance valores entre 5 y 6 (Hanson, y col., 1963). 

El proceso de la esporulación se da cuando las condiciones del medio ya no son aptas para 
soportar el crecimiento logaritmico y se ha dividido en distintos estados morfológicos sugerido 
por Ryter (1965): 



(::~-.llC:~·_·J - C~i'~j _ r~""Jm) 
A C~,,_ / ······T·~ ";:::I'[~? 

(~;j~~'·'·-·:"~A r·~:J C:~J [~:::'.'.'j~! 
Germlnildón t l 

CO C~::·::::§;~ 
1'" I n, 

r-'''''-~'~ (' ~.'.:-_-_-.'.'.' ..... ¡.~ .. :.: ... ~.~.)'.~ ~.P .... ~"v.. v 
I '" I .. 

\~''''~''? _ t;;---.. · .. ··~··,~ 
... ' ..... m ••••• ) t .... .... 01 

~ m 

(6) 
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Figura 1.1. Cido de vida del género Bacillus. A) Crecimiento vegetatil>O.B) Ciclo de la 
esporulación y la germinación. Estado O. La célula detiene su crecimiento y se forma el 
filamento axial del ADN. En el estado Ha se construye el septo asimétrico para la formación de 
los dos compartimentos celulares independientes. En el estado Hb comienza el engullimiento de 
la preespora, para completarlo en el estado IU y rodearse de una segunda membrana con 
polaridad inversa a la primera. Estado IV: se da la formación de la corteza entre estas 
membranas. En el estado V se forman las cubiertas de proteínas. La espora completa su 
maduración en el estado VI Y es liberada debido a la lisis de la célula madre en el estado VII. La 
germinación ocurre después de que la espora se activa y se pone en contacto con los 
germinantes. Cuando se encuentra en el medio propicio, ésta crece y se divide por bipartidón. 
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En el estado 1, la célula detiene el crecimiento y el material genético se compacta formando 
un filamento. La fonmación de este filamento ocurre en ausencia de sintesis de proteinas y 
parece ser un rearreglo de la molécula de ADN posiblemente causada por un cambio en la 
fuerza iónica en la célula cuando ésta enfrenta la innanición. 

Estado 11: fonmación del septo. Ocurre la división celular asimétrica. el cual es el evento 
morfológico que caracteliza la secuencia del desarrollo del proceso de esporulación. Cada uno 
de los dos segmentos del protoplasma que se han separado por la división celular contiene la 
mitad del ADN de la célula oliginal (Fig. 1.1) 

Estado 111: formación de la corteza. El septo crece alrededor de la pequeña célula fonmada, 
hasta su completo engullimiento y se fusiona para fonmar una doble membrana. Esta membrana 
tiene polalidad inversa a la membrana plasmática de la célula madre; este es el estado critico 
que obliga a la célula a esporular (Freese, 1981). El exospolio o integumento se fonma poco 
tiempo después de que se complete el engullimiento de la espora con la apaliencia de una 
vesicula sobre el extelior de la membrana externa de la forespora mientras se desarrolla la 
corteza. Esta estructura es la entidad que separa a la célula del medio, puede ser removida 
fácilmente y tiene una composición lipoproteica similar a la de las membranas además de 
contener: 10.4% de azúcares y 11.2"" de glucosamina y una parte no hidrolisable compuesta de 
carbohidratos degradados (Freese y Heinze, 1984). 

Estado IV: Entre las dos membranas se fonma la corteza que está hecha de peptidoglicanos 
que son diferentes a los que Ionman la pared celular. La sintesis de la corteza se lleva a cabo por 
dos enzimas espor<HlSpecificos, la D-ácido glutámico mesodiarnino ácido pimélico hidrolasa 
(que está unida a la membrana) y la UDP-N ácido acetilmurámico L-alanina D-ácido glutámico 
meso-diaminopimélico (DPM) ligasa (que es una protelna citoplasmática). La DPM ligasa se 
sintetiza en la célula madre en el momento apropiado. Asi también, se inducen enzimas 
vegetativas en la célula madre que están involucradas en la formación de la pared celul .... 

Estado V: Se ensambla la cubierta de proteínas en la parte supelior de la membrana 
externa. La cubierta contiene el 40-50% de todas las proteínas de la espora y está compuesta de 
proteínas con un alto contenido de grupos sulfuro y son espora-especílicos. La cubierta consiste 
plincipalmente de una proteína con peso molecular de 13 000 Da. Esta proteína se deliva de la 
proteólisis de un precursor con PM de 65 000 Da. Esta capa es la que confiere a la espora la 
resistencia a los disolventes orgánicos y enzimas Ilticas.EI ácido dipicoHnioo es el componente 
bacteliano que se sugiere como participante en la latencia y la resistencia al calor; se almacena 
desde esta fase de esporulación en adelante y se expulsa inmediatamente después de la adición 
de los germinantes (Freese y Heinze, 1984). 

Etapa VI: en esta etapa la cubierta externa se deposita sobre la superficie de la cubierta 
interna que oonsta también de una capa proteica. 

Finalmente, la espora es expulsada de la célula madre y entonces se le denomina espora 
libre (Fig. 1.2). c.\ .• ru "'lULO 

Yo ... r ..... 

I-A--"" .... ", .. ,.,. 

Figura 1.2_ Esquema de la espora de Bacillus cereus. 
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1.2.1. La espora y la genninación en Bacillus 

Las esporas son formas celulares especializadas que muestran un alto grado de 
resistencia a diferentes condiciones ambientales. La transición de una espora latente a una 
célula vegetativa metabólicamente activa, representa un modelo en el que se puede estudiar la 
bioquimica y la genética del proceso de diferenciación celular (Galizzi y col., 1978). 

La transformación de esporas a células vegetativas se da en 3 procesos distintos y 
secuenciales: la activación, la germinación y la emergencia (outgrowth). 

La activación es un proceso reversible, es el final de la latencia y es el producto de la 
acción de tratamientos que capacitan a la célula para que gennine más rápido. La activación se 
puede inducir con calor, por la acción de detergentes o por la exposición a pH bajos. 

La germinación consiste en una serie de reacciones degradativas que aparentemente 
terminan con el estado de latencia e inicia el metabolismo celular. La inducción de la germinación 
se puede dar por L-alanina para Baci/lus subtilis y L-alanina y adenosina, para B. cereus. En 
presencia de una mezda de sales inorgánicas, esas sustancias inician la germinación pero no el 
crecimiento (Kenynan y Sandler, 1984). 

La germinación es la pérdida irreversible de las propiedades de las esporas. Durante 
este proceso se pierde primero la resistencia al calor, después el ácido dipicolinico y el calcio se 
liberan al medio y la espora pierde refringencia; la germinación se induce por los germinantes 
(alanina y adenosina) y el crecimiento ocurre en un medio mineral más glucosa. 

La emergencia es la transformación de una espora germinada en una célula vegetativa 
por lo que se considera un proceso de cflferenciación en el que participan genes especificos que 
se expresan durante este paso, los cuales no tienen un papel durante el crecimiento regular. La 
emergencia depende de la presencia de varios aminoácidos y la transcripción comienza 
inmediatamente después de la germinación (Kenynan y Sandler, 1984). 

Posteriormente, entra agua a la célula y ésta se hincha, el metabolismo se activa por 
inicio de la respiración y se acumulan compuestos de alta energia. Se forma la pared celular y se 
inicia la slntesis de ADN; con esto comienza nuevamente el crecimiento logar/lmico. 

En Baci/lus todo el proceso, desde la adición de los germinantes hasta la obtención de la 
célula vegetativa, puede tomar de 40 a 100 minutos, según el medio en que se germine (Seijow, 
1981). 

1.3. Especies de oxigeno reactivas en los sistemas biológicos 

El dioxlgeno (}.» es esencial para el mantenimiento de la vida en los organismos aerobios y 
microaerofilicos; sin embargo, para las células el oxigeno en altas concentraciones puede ser 
altamente tóxico debido a su capacidad de producir especies reactivas como el peróxido de 
hidrógeno, el oxigeno singulete y los radicales superóxido e hidroxilo. 

La molécula de oxigeno puede ser considerada como un birradical debido a los dos 
electrones que se encuentran desapareados en sus últimos orbitales (Rgura 1.3) (Haliwell y 
Guijeridge, 1989). 

La disposición paralela que presentan los electrones confiere al oxigeno una baja habilidad 
por aceptar un par de electrones de otra molécula en la que éstos se encuentren antiparalelos. 
Así la reducción del dioxígeno se retarda por la aceptación de electrones de uno en uno y genera 
especies reactivas de oxigeno (EROS). 
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Agura. 1.3 Coofiglraclón eledrónica de las especies reactivas generadas a patIr de la moIéaJla de 
dioxigeno (Haliwell y Gutteidge, 1989). 

El oxigeno puede aumentar su reactividad si uno de los electrones solitarios absorbe energia 
e invierte su rotación generando una especie conocida como singulete (Fig 1.3). 

Existen dos tipos de oxigeno singulete, el sigma (l:) que tiene dos electrones desapareados 
debido a lo cual es un radical libre a diferencia del delta (ó) que tiene todos sus electrones 
fonnando pares y no es un radical. El singulete sigma presenta una vida media muy corta y al 
ceder o aceptar electrones pasa a la fonna delta, debido a esto la especie ó juega un papel 
importante en los organismos (Haliwell y Gutteridge, 1989). 

El radical supelÓxido (O,-) no es muy reactivo; sin embargo, es potencialmente dañino 
debido a la capacidad que tiene indirectamente de originar especies como el radical hidroxilo 
(Ha). El 0,' al ser dismutado produce H,o., y este último puede generar Ha (Fig. 1.4 ). 

El H,o., no es un radical libre, sin embargo, es una especie reactiva con una capacidad 
oxidante débil. Difunde a través de las membranas con facilidad y tiene la capacidad de 
reaccionar con metales como el Fe ,. y el Cu' para fonnar radicales hidroxilo de acuerdo a la 
siguiente reacción, descrita por Fenton en 1894: 

H,o., + Fe>' ~ Fe'" + Ha' + OH-

El peróxido de hidrógeno también puede generar radicales hidroxilo al sufrir fisión 
homolltica por acción de algunos tipos de energia como radiaciones ionizantes o calóricas. 

H,Q, ) OH' + OH' 

1.3.1 Producción de las EROS en los sistemas biológicos 

Las EROS son producidas durante el metabolismo celular. En la fonnación del oxigeno 
singulete en los sistemas vivos participan pigmentos como rodopsina, clorofila a y b, riboftavina y 
sus derivados ftavin mononucleótido (FMN) y ftavin adenin dinucleótido (FAD), bilirrubina y 
por1irinas. Estas moléculas son capaces de absorber luz de cierta long~ud de onda que provoca 
la excitación de sus electrones periféricos; esta energia puede ser transmitida a moléculas de 
dioxigeno vecinas para originar un oxigeno singulete. 

La fuente más importante de producción de radicales libres en las células aerobias es la 
cadena de transporte de electrones, a través de ella se transportan cuatro electrones al COmplejo 
oxidasa tenninal para reducir una molécula de dioxigeno a dos de agua. 

Cuando se da una reducción incompleta del oxigeno molecular se pueden generar 
fácilmente en esta via intermediarios como el supelÓxido, el peróxido de hidrógeno y los 
radicales hidroxilos. 
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Durante el transporte de electrones en algunos elementos de la cadena, principalmente 
en los complejos dinucle6tido de adenina y nicotinamina reducido (NADH) coenzima Q reductasa 
y en las dos formas reducidas de la coenzima Q, se produce una fuga de electrones 
(autoxidación de semiquinonas), que reducen al dioxigeno y originan al supefÓxido. 

El radical supefÓxido también se forma, en cantidades pequeñas, cuando las moléculas 
de citocromo Q se unen a una molécula de oxigeno y lo reducen (Poole, 1983). 

Se estima que aproximadamente el 0.1% del oxigeno que consume E. col; es reducido a 
supefÓxido y en las mitocondrias, sólo una pequeña fraoción del oxigeno total se convierte en 
este intermediario reactivo (Fridovich, 1998). 

Además de la cadena respiratoria, existen otros mecanismos metabólioos generadores 
de radicales libres; en ellos actúan enzimas que degadan el radical superóxido y producen H,o, 
yo, (Fig 1.4). 

La fuente principal de produoción del H,o, es la dismu!ación del radical supefÓxido, 
reacción catalizada por la superóxido dismutasa (SOD), presente en organismos procariontes y 
eucariontes. 

El H,o, también se forma por acción de enzimas como la glicolato oxidasa, D-L amino 
oxidasa y urato oxidasa, durante la p-oxidación de ácidos grasos de cadenas largas, en la 
slntesis de colesterol y de las purinas; en el catabolismo de los aminoácidos, el metabolismo del 
glicolato y por acción metabólica de las células del sistema inmune en las células eucariontes. 

Fe 2-+ 

co, 
+ 

Pentosa 

Figura. 1.4 Esquema de las vfas ~Ies del metIbolismo de radicales libres en los sistemas 
blol6gicns. CAT' catalasa, GSH- giutatión redJddo, GSSG-gkrtatión oxidado, NADPH· nlaJtlnamida adenlna 
dinucleotido fOsfato reducido, NADP- nicotinanlna adenlna dioodéotido ros_ oxidado, 6POG- gitx:osa 6 
ros_ deshlQ-ogenasa, SOD- superóxido dlsmutasa (C!IIahan, Y coi. 1988). 

1.3.2 Mecanismos de transformación de las EROS en los sistemas biológicos 

Las células presentan mecanismos que les permiten contrarrestar los daños producidos 
por las EROS. Los principales mecanismos de defensa antioxidante son: 

1) Barreras fisiológicas que impiden el paso del oxigeno ambiental al interior celular. 
2) Defensas antioxidantes no enzimáticas como las vitaminas E (n y p tocoferoles), 

vitamina e (ácido asc6rbico), los carotenos, el glutatión y el ácido úrico, entre otros. 
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3) Defensas antioxidantes enzimáticas. Compuesta por las catalasas, peroxidasas y 
superóxido dismutasa (SOD). Las enzimas dependientes de glutatión (peroxidasas y 
transferasas), que actúan destruyendo a los racicales 'bres antes de que ataquen a 
las moléculas blanco (Haliwell y Gutteridge, 1989). 

Newton y Fahey en 1990 reportaron en B. cereus la presencia de glutatión como sistema 
de defensa no enzimática y en nuestro laboralorio existen trabajos preeliminares realizados por 
Shaday y Layla Michán Aguirre en los que se reporta la presencia de catalasas y SOD como 
Sistemas antioxidanles de tipo enzimático. 

1.4. Mecanismos enzimáUcos antioxidantes: las catalasas 

Se han identificado dos clases de hemoproleinas llamadas hidroperoxidasas que están 
involuaadas en el metabolismo del perÓxido de hidrógeno: las catalasas y las peroxidasas; de 
esta manera, las células moderan o previenen parte del daño oxidativo. 

Las catalasas son hemoproleinas que convierten el H,(h en agua y oxigeno medianle 
una reacción de dos pasos: 

En el primero, una molécula de H,(h se convierte a agua mientras que el hemo se oxida 
fonmando un inlenmediario llamado compuesto l. 

E-Fe"-OH + H,(h ~ E-Fe3'OOH + H,Q 

Posterionmenle, una segunda molécula de peróxido dona sus electrones y un oxigeno al 
compuesto 1, resultando en la fonmación de oxigeno molecular y la enzima queda en estaoo libre 
(Hillary col., 1999). 

E-Fe3'OOH + H,(h ~ E-Fe"OH + H,Q + O, 

Las peroxidasas siguen una reacción similar excepto que el reduc!anle del compuesto I 
es usualmenle un donador de electrones orgánico. 

Las catalasas se han aislado comúnmente de animales, plantas y microorganismos, 
dentro de esle grupo encontrarnos a dos tipos de enzimas: las catalasas tipicas y las catalasas­
peroxidasas (Hochman y col., 1992). 

Dentro de las ca'acteristicas principales de las catalasas tipicas tenemos que: son 
hemoproteinas homotetraméricas con un peso molecular entre 225 a 270 KDa, su actividad 
catalitica es independiente del pH presentando una meseta de actividad entre pH 5 Y 10.5. Son 
estables en una mezda de etanoUclorofonmo y se inhiben especificamente por el 3-aminotriazol 
(Golberg y Hochman, 1989). 

Las catalasas-peroxidasas difieren de las catalasas tipicas en que tienen las dos 
actividades, de catalasa y de peroxidasa, pueden usa- diversos donaoores de electrones 
auxiliares para reducir el peróxido en agua, son insensibles al 3-aminotriazol, son inactivadas por 
clorofonmo/etanol y son sensibles a la temperatura. Se inhiben, igual que las catalasas tipicas, 
por azida y cianuro (Levy y col. 1992). 

Las peroxidasas son capaces de oxida- una gran variedad de sustratos en presencia del 
peróxido de hidrógeno. Su actividad se ha detectado en extractos celulares con sustratos 
artificiales como el guaiacol, la bencidina, el pirogalol y la o-dianisidina; sin embargo, no se ha 
identificado el sustrato natural de estas peroxidasas (Halliwel y Gutteridge, 1989). 
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1.4.1 Catalasas en las bacterias 

Las catalasas-peroxidasas han sido purificadas de distintas bacterias, son proteinas 
multiméricas de -80 kDa cada subunidad; la catalasa HPI de E. co/i y la catalasa-peroxidasa de 
Rhodopseudomonas capsulala son tetraméricas. Las peroxidasas de B. slearolhennophilus y 
Comamonas compransoris, son diméricas y la peroxidasa de Ha/obaderium ha/obium es 
monomérica (Gjesing, 1991). 

Algunas de estas catalasas-peroxidasas son transcripcionalmente inducidas por el 
regulón oxy R como parte de la respuesta genética al H,02, por ejemplo: la HPI de E.coli, y la de 
Synechococcus PCC794; mientras que otras aumentan su actividad al entrar a la fase 
estacionaria como la de Caulobader crescentus (Matsuda y col., 1996) (Schenell y Steinman, 
1995). 

La función que se le da a estas catalasas-peroxidasas es la de atrapar H2Ü2 generado 
por el estrés oxidativo y por otros tipos de estrés como el catórico y la limitación de nutrientes, sin 
embargo, como esta enzima es muy lábil ya que se inactiva por peróxido y bajas temperaturas, 
no podrla usarse en condiciones de estrés. Por ello se sugiere que la enzima funciona 
principalmente como peroxidasa acoplada a la oxidación de algunos sustratos importantes como 
el NADH o NADPH (Matsuda y col., 1996). El análisis de las respuestas al estrés en bacterias ha 
revelado que existe una red de sistemas regulatorios intenconectados. Cada tipo de estrés 
induce un grupo caracteristico de proteinas (entre las que se encuentran las catalasas) que se 
sobrelapan con otras proteinas de estrés. Por ejemplo, en B. subUfts algunas protelnas son 
inducidas por diversas circunstancias: el calor, el etanol, el peróxido de hidrógeno, altas 
concentraciones de sal, carencia de fuentes de carbono o nitrógeno y la limitación de oxigeno. 
Esto ha llevado a sugerir que estas proteinas de estrés pueden conferir a la célula una 
protea:ión general que se presenta bajo condiciones adversas (VOlker y col., 1992). 

La catalasa-peroxidasa de Vllreoscilla sp, una bacteria aerobia, tiene como funCión 
principal el descomponer el peróxido de hidrógeno generado por la hemoglobina presente en 
esta bacteria (Vithb) que se expresa en condiciones de hipoxia. La Vrthb se auloxida más que 
las hemoglobinas eucarióticas y los productos de esta aulooxidación son la VitrnetHb y peróxido 
de hidrógeno (Abrams, y Webster, 1990). 

En KJebsiella pneumoniae, la catalasa-peroxidasa funciona como atrapador del H2Ü2 
especialmente a bajas concentraciones usando su actividad peroxidativa ya que su KM es de 
0.65 mM, también funciona en algunas vias del metabolismo degradativo o biosintético de la 
lingulina y regula el potencial redox de la célula porque puede oxidar nucleótidos de piridina 
(Goldberg y Hochman, 1989). 

En E.. coli, la HPI tiene como función principal descomponer los peróxidos tonmados a 
nivel de la membrana, ya que se encuentra localizada en el periplasto de la membrana externa. 
Tiene un papel antioxidante durante la fase logaritrnica y puede oxidar compuestos como el 
NADH y NADPH. Presenta un pH óptimo de 7.5 para su actividad de catalasa (Heimberg y 
Esenstark, 1988) (Loewen Y col. 1985) ($pencerycoI.1988). 

También se ha visto que en algunas especies bacterianas infecciosas, como las 
pertenecientes al género Mycobacterium, la catalasa-peroxidasa tiene un papel muy importante 
en el metabolismo de la bacteria, incrementando de manera significativa la sobre vivencia de este 
parásito dentro del macrófago (Menéndez y col. 1997). 

1.4.2 Catalasas en el género Bacillus 

En Bacillus subfflis se ha observado la presencia de dos catalasas que fueron purificadas 
y caracterizadas bioquimicarnente: la Cat-1 (codificada por el gen ka! A) está presente durante la 
fase del crecimiento exponencial y se sobreexpresa al final de la etapa logaritrnica, esta enzima 
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se encuentra en el citoplasma celular (Loewen y Switala, 1987', 1987', 1988).Un reporte 
adicional, menciona que esta enzima puede ser seaetada al medio durante la fase estacionaria 
y la consideran una enzima extracelular (Nacleiro y 001.,1995). 

La Cat-2 (gen ka! E) se induce durante el inicio de la esporulación, en la etapa 
estacionaria. Loewen y Switala en 1987 reportaron que las esporas maduras sólo presentan esta 
isoenzima y que algunas cepas mutantes que no pueden esporular no la presentan. 

Sin embargo, sobre este aspecto en particular, existe un reporte que menciona la 
existencia de una catalasa específica de las esporas de B. subfilis. Esta catalasa denominada 
cat-X está codificada por el gen x (kat-x) el cual se encuentra bajo el control especifico del factor 
aF que se sintetiza en un nivel significativo durante la esporulaclón (Bagyan y col., 1998). 

En el género Baclllus, sólo existen dos reportes de la presencia de alguna catalas¡¡. 
peroxidasa: en B. stearothermophilus se ha aislado y caracterizado a esta enzima, es un 
dlmero con dos grupos protohemo IX (uno por molécula). Tiene una temperatura óptima de 
70·C, se ha identificado su secuencia de aminoa:;dos y presenta un 48% de homología con la 
HPI de E. coli (Loprasert, et al., 1989). 

La catalasa-peroxidasa del BacifAJs afcalofilo YN-2000 presenta una actividad 
peroxidativa con guaiacol. El pH óptimo de la actividad de catalasa es de 6, mientras que el de 
su actividad peroxidativa es de 9. La composición de aminoácidos de esta enzima es similar a la 
de la peroxidasa de Hafobacterium halobium y a la catalasa de Neurospora CIllSsa.(Yumoto, et 
al., 1990). 

Los trabajos preeliminares desarronados en nuestro laboratorio por Layla y Shaday 
Michán Aguirre con BaciJfus cereus, sugirieron la presencia de dos catalasas, la catalasa 
vegetativa (VEG) que está presente durante el crecimíento exponencial y la catalasa SPO, 
exclusiva de la espora. En las esporas se encuentra tanto la catalasa VEG como la SPO, la 
primera asociada al exosporio y la segunda en el protoplasma. 

Sabemos que el integumento (exosporio) de la espora posee elevadas cantidades de 
una catalasa que por su movilidad electroforética se parece a la cat-VEG y que la enzima cat­
SPO es la única especie 00 catalasa que se puede detecta" en el citoplasma de la espora 
madura. A pesar de estar presente en cantidades muy limitadas, parecería ser que su función 
seria eliminar el peróxido de hidrógeno formado durante la germinación y luego durante el 
crecimiento seria sustituida por la cat-VEG. 

1.5. Estrés oxidatlvo y diferenciación celular 

La .,. eoria de evasión del dioxígeno' desarrollada por Hansberg y Aguírre en 1990 
propone una explicación al fenómeno de la diferendaclón celular en microorganismos. 

Esta Ieorla sostiene que las condiciones de tensión metabólica propician la formación 
intracelular de especies reactivas de oxigeno, que al producirse por arriba de la capacidad 
antioxidante de la célula, generan un estado inestable o también llamado hiperoxidante. 

Para compensar este estado, la célula debe aumentar su capacidad para reducir al 
dioxígeno, o bien disminuir la entrada del mismo; en el primer caso la célula regresa a su estado 
estable anterior logrando adaptarse a condiciones más oxidantes. Si reacciona evadiendo de 
manera rápida el dioxígeno,la célula alcanza un estado estable diferente producto del cambio en 
su organización morológica y funcional; pero si no puede compensar rápidamente el estado 
hiperoxidante, la célula muere. 

Uno de los hechos en los que se apoya la teoría es que durante el proceso de 
conidiación de Neurospora crassa existe un estado hiperoxidante relacionado oon el proceso 
morfogénico. Se ha observado la pérdida del poder reductor celular, la emísión de luz 
reladonada a la generación de algunas espades reactivas de oxigeno y diversos cambios en los 
mecanismos antioxidantes de las células (Hansberg y Aguirre, 1990) 
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Se ha identificado también que algunas bacterias presentan sistemas adaptativos para 
contrarrestar los cambios drilsticos producidos en el ambiente, por ejemplo: cuando se da un 
estrés oXidativo, se induce la expresión de algunos genes de enzimas especificas y se 
encienden los mecanismos de reparación del ADN (Dowds, 1994). 
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2. OBJETIVOS 
2.1 Objetivo general 

Identificar y distinguir las isoenzimas de catalasa durante los diferentes estados de 
desarrollo de Bacillus cereus, analizar sus propiedades cataliticas y determinar su relación con la 
diferenciación celular. 

2.2 Objetivos específicos 

- Caracterizar a las catalasas en cuanto a su localización y expresión dentro de las esporas 
de B. cereus. 

- Determinar las caracteristicas bioquimicas de las isoenzimas de catalasa presentes en el 
ciclo de vida de B. cereus. 

- Conocer el patrón de expresión de la catalasa en el compartimento inmaduro de la 
preespora y durante las fases de maduración (estados 111 a VII). 

- Comparar la catalasa(s) de la espora con la catalasa de la fase vegetativa. 

HIPOTESlS 

Si relacionarnos la d~erenciación celular con el estrés oxidativo, podemos plantear que la 
falta de nutrimentos en el medio genera una tensión oxidativa Que probablemente influye en el 
proceso de esporulación y en la inducción de algunas enzimas antioxidantes. 

Sabemos Que la actividad de catalasa se f1lOdiOCa a lo largo del ciclo de vida bacteriano 
para asl contarrestar estas condiciones de tensión oxidativa imperantes dentro de la célula. 

Dado que el esporangio de Bacillus cereus está formado por dos compartimentos (la 
célula madre y la endospora), es posible que la expresión de las catalasas durante la 
esporulación ocurra de manera alferencial, durante la etapa especifica y asociada a cada 
compartimento. 

Suponemos que las catalasas presentes en las esporas de B. cereus tienen 
caractelisticas alferentes y que la isoenzima presente en el protoplasto de la espora 
(denominada spo-prot), tiene un papel especifico durante el proceso de germinación de la 
espora, mientras Que la isoenzima del tegumenlD (spo-teg) estaría asociada al crecimiento 
vegetativo y a la esporulación temprana. 
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3. MATERIALES y METODOS 
3.1 Malerial quimico 

Todos los reactivos utilizados para llevar a cabo los experimentos tuvieron un grado de 
pureza de reactivo analitico para investigación y de las mancas más prestigiadas del mercado. 

32 Malerial Biológico 
Se trabajó con la cepa silvestre de Bacillus cereus, la cual fue aislada y caracterizada por 

Andreoli y col. en 1973. 

3.2.1 Obtención de células en los medios de cuHlvo 
B. cereus creció en el medio G2x para oblener células en etapa vegetativa y durante el 

proceso de esporulación y en un medio mlnimo con el fin de observar la genminación y recuperar 
las células primarias. 

El medio G2x es un medio fenmentable con el doble de la cantidad de sacarosa, extracto 
de levadura y de los fosfatos para obtener una mayor masa celular. Los componentes del medio G 
doble fueron: 
- Extracio de levadura O.2"k 
- Sacarosa 0.2% 
- Suffato de amonio 0.2% 
- Fosfato dibásico de potasio 0.1 % 
- 1% de cada una de las siguientes sales (Hanson y col., 1963): 

MgSO. 
CuSO. 
CaC!' 
MnSO. 
lnSO. 
CoSO. 
Fe2(SO.h 

El medio minimo para germinación se preparó con: 
-Amortiguador de fosfato de potasio 25 mM a pH 7.4 
- Sales del medio G 

Los cultivos se realizaron en un fenmentador New Brusnwick modelo Bioflow 5000 con 
capacidad de 60 litros de medio bajo condiciones aerobias (60 I de aire min"), a una temperatura 
de 30'C y agitación constante de 200 rpm. El fenmentador se inoculó con cultivos sincrónicos en 
estado logaritmico, con un volúmen equivalenle al 5% del volúmen total del fenmentador. 

Durante el cultivo se siguió la densidad óptica a 540 nm, el pH del medio y se observaron 
las células al microscopio óptico para cosecha~as en etapa vegetativa y durante las diferentes 
fases de la esporulación. El comienzo de la esporulación (f0) se consideró a los 30 minutos 
después de que el cultivo alcanzó su pH minimo. A partir de ahi se cosecharon 5 litros de muestra 
de cada una de las etapas de la esporulación, de acuerdo a sus caracteristicas morfológicas con 
una hora de diferencia entre cada una (fO, Tl, T2, T3, T4, T5 Y T6). Para obtener esporas libres el 
cultivo se cosechó después de 24 horas (ver figura 1.1). 

Los cultivos se cosecharon en una centrifuga de flujo continuo (Sharples TI). La masa 
celular obtenida se resuspendió en amortiguador de fosfatos 50 mM. MgCI2 3 mM, pH 7.4 Y las 
esporas se lavaron tres veces con agua destilada para evitar su genminación; las células se 
centrifugaron a 8600 x g durante 10 minutos en una centrifuga Beckman JA-21 y todas las 
manipulaciones se llevaron a cabo a 4'C. Posteriormente los paquetes celulares se almacenaron 
a -70'C hasta su uso. 
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3.2.2. Obtención de esporas sin tegumento 
Las esporas de B. cereus se resuspendieron en una solución de Tritón X-lOO al2"Á> y se 

agitaron durante 30 minutos a una temperatura de 4'C. Posteriormente se centrifugaron a 7740 xg 
durante 15 minutos en la centrifuga Beckman. se recuperó el sobrenadante que contiene la 
fracción del tegumento y las esporas 'rasuradas" se recuperaron después de lavarlas en tres 
ocasiones con agua destilada centrifugando a la misma velocidad para romperlas posteriormente 
en la licuadora Bead-Beater. 

El extracto del tegumento obtenido, se agitó durante 9 horas a 4'C, en presencia de 
pertas Bio-Beads SM-2 para quitar la mayor cantidad de detergente posible y poder realizar todos 
los ensayos posteriormente (ver fig. 3.1) 

1 
Sobrenadante 

spo-teg 

Agltlrcon Tritóa XIOO al 2-;' :130 mIn. 

Centril'upr a 7140 SI 15 min. 

1 
Precipitado 

1 
....... ,,·· ...... ,· 
Tntam.lmto con disolventes 

Lanr 3:1 con 81'1. dmilada 

Romper en 8eMI ~.ter 

Centrifugar 125.000 xC 30 min 

spo-teg 

Sobrenadantl! 

Spo-prot 

Figura 3.1. Obtención de las fracciones del tegumento y el protoplastD de la espora de 8. 
cereus. 

32.3 Obtención de células primarias 
Para conocer el papel de las catalasas durante la germinación y el crecimiento logaitmico, 

se comparó el comportamiento de las enzimas en las esporas integras y 'rasuradas" con tritón (sin 
tegumento), incubando a los dos tipos de esporas en una mezcla de sales del medio G (en donde 
sólo ocurre la germinación) y en el medio normal G2x, donde hay reproducción celular (Fig. 3.2). 

Se colocaron 40 mg (peso seco) de esporas en 10 mi de amortiguador de fosfatos 25 mM 
pH 7.4, se sometieron a choque térmico y posteriormente se les agregó la misma cantidad de 
medio minimo o medio G2x (según sea el caso) para incubarlas a 30°C durante 180 minutos. En 
ese momento a ambos medios se les agregó como germinantes: alanina 40 mM y adenosina 2 
mM. 
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Figura 3.2. Método de obtención de células primarias y células vegetativas a partir de los dos 
diferentes tipos de esporas. 

Se tomaron muestras a diferentes tiempos a las que se les detenninó la densidad óptica a 
540 nm, se obselVaron al microscopio óptico para calcular el porcentaje de germinación y se les 
midió la actividad de catalasa en el oxlmetro. 

3.3 Ruptura de las células 
Las células obtenidas en cada una de las diferentes etapas se resuspendieron en 

amortiguador de fosfatos 50 mM y MgCi2 3 mM a pH 7.4, en presencia de 1 mM de PMSF y de 
una tableta coctel Complete Onhibidores de proteasas). 

Las células se rompieron con ayuda de perlas de vidrio con diametro de 15().2121l1T1 en 
el fraccionador Bead Beater, dando pulsos de 30 segundos de ruptura con intelValos de 5 min de 
descanso en baño de hielo para evitar el calentamiento, hasta acumular 12 pulsos. La ruptura 
celular se comprobó por microscopia. 

Posteriormente, se filtró la suspensión para eliminar las perlas de vidrio y se centrifugó a 
125,000 xg durante 40 minutos en una ultracentrlfuga Beckman L -60. El precipitado se desechó y 
se recuperó por decantación el sobrenadante libre de membranas en el cual se midió la actividad 
de catalasa. 

3,4 Obtención de fracciones semipuras de las diferentes catalasas de las esporas 
3.4.1 Extracción de la catalasa del tegumento (spo-teg) 

El extracto del tegumento sin detergente se trató con doroformo y etanol en una relación 
10:5:3 vlv respectivamente. Esta mezda se agitó en el vMex por 10 minutos y se centrifugó 
después a 10000 xg durante 5 mino Se separó la fase liquida superior (que es la que contiene la 
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actividad de catalasa) y se dializó por aproximadamente 10 horas contra amortiguador de fosfato 
de sodio 50 mM EDTA 10 mM pH 7 a 4°C (Nadler, y col., 1986). 

Esta fracción se separó en alicuotas y se mantuvo en congelación hasta su uso (Fig 3.1). 

3.4.2 Purificación parcial de la catalasa del protoplasto de la espora (spo-prot) 
El extracto crudo obtenido. de la ruptura de las esporas rasuradas se diluyó 1:2 con 

acetona y se mantuvo a -20°C durante 17 horas. 

Extracto crudo spo-prot 

Precipitado (pp) 

5530% 

DIluir 1:2 con lICdon.I 
"-ntener • -lOOC 17 '-'1Is 
CentrifuGar a 7800 XCII 10 min 

AAadIr" .ulhto oe amonto 
pal'llet7OCM. 
centrtrupr a 10000 xg 15 min 

+ 
pp70% 

Pes. r Mla en ~uador A 
DlaIIzaT l' h ... en a.-t&guHor A. 
AGregar sutt.to del amonio 0.5 M 

Fenil-sepharosa en 
amortiguador B 

I Agitar 30 mi" a T. A. 
.. uvar 2: veces con ~uacIor 8 

Montar en columna 

1 Lavar 1 veces con anwrttguador B 
EJuIr con ~ neptfvo 
Fosfatoa 50 mM. O mM. pH 7.4 

Colectar a1fcuotas 
Leer ahs. a 280 nm 
Medir a~ividad de catBlasa 

Figura 3_3. Método de pUrificación parcial de la catalasa del protoplasto de la espora (spo-prot). 
Amortiguador A: Fosfato de potasio 50 mM pH 7.4. Amortiguador B: Fosfato de potasiO 50 mM, 
sulfato de amonio 0.5 M pH 7.4.; T.A.= temperatura ambiente 

Esta mezda se centrifugó a 7800 xg durante 10 min; el sobrenadante obtenido se desechó 
y el precipitado se resuspendió en amortiguador de fosfato de potasio 50 mM a pH 7.4 para 
precipitarlo después con sulfato de amonio de O a 30% centrifugando a 10 000 xg por 15 minutos. 
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El precipitado obtenido se resuspendió en amortiguador de fosfatos 50 mM a pH 7.4 Y al 
sobrenadante con 30% se le agregó el sulfato de amonio necesario para llegar a una 
concentración final de 70%, el cual se centrifugó a la misma velocidad para obtener un precipitado 
del 70"k que se resuspendió en el mismo amortiguador y el sobrenadante de 70"k. Estas tres 
fracciones (pp 30"/0, pp 70% Y ss 70%) se dializaron durante 19 hrs aproximadamente contra 
amortiguador de fosfato de potasio 50 mM pH 7.4 Y se les midió después actividad de catalasa y 
cantidad de proteina (Fig. 3.3). 

El pp del 70% se adsorbió agitando con la resina fenil-sepharosa equilibrada con 
amortiguador de fosfato de potasio 50 mM pH 7 con suJJato de amonio 500 mM, durante 30 
minutos a temperatura ambiente. La resina se dejó precipitar y se lavó con 2 volúmenes del mismo 
amortiguador agitando 30 minulos; se montó después la resina en la columna, lavando 
nuevamente con el mismo amortiguador. Posterionnente, la columna se eluyó con un gradiente 
negativo (sin sulfato de amonio) de amortiguador de fosfato de potasio 50 mM pH 7a O mM de 
fosfatos; se colectaron a1icuotas de 1 mi aproximadamente, las cuales se mantuvieron a 4°C para 
determina~es la absorbencia a 280 nm y la actividad de catalasa. Se agruparon las fracciones que 
presentaban actividad de catalasa para realizar posteriormente las pruebas bioquimicas (Fig 3.3). 

3.5. Detenninación de la concentración de prolelna 
La concentración de proteina de las muestras se llevó a cabo por el método originalmente 

descrito por Lowry (1951) y modificado por Mar1<well (1981), ei cual tiene una sensibilidad de 
detección de 0.005 a 0.02 mg de proteina. 

La técnica consistió en hacer una curva patrón poniendo O, 5, 10, 15, 20 Y 30 ~ de una 
solución estándar de albúmina bovina a una concentración de 1 mg por mi. En otros tubos se 
colocaron concentraciones crecientes de la muestra problema. En ambos casos se aforó a 50 ~ 
con agua destilada. Después de colTllletar la curva patrón y los problemas, se adicionó 1 mi de la 
siguiente mezcia: 

1 mi de CuSO. al 2% 
1 mi de tartrato de sodio y potasio al 2% 
23 mi de NaOH 0.1 N conteniendo Na,GO:! al 2% 
Los tubos se agitaron perfectamente en el vórtex y se dejaron reposar por 10 minutos a 

temperatura ambiente. Posterionrnente, se les agregó 50 ~ de reactivo de Folin-Ciocalteu diluido 
con agua destilada 2:1 (1 mi de Folin + 0.5 mi de agua) agitando inmediatamente en el vórtex y 
después de 10 minutos de reposo, se tomó la lectura a 750 nm. Corno referencia, se calibró el 
espectofotómetro con el tubo de la curva patrón que no contenia albúmina. 

Los datos de la curva patrón se graficaron por regresión lineal con el método de minimos 
cuadrados y se calculó la concentración de proteina en las muestras problema. 

3.6. Detennlnación de la actividad especifica y total de catalasa (Método polarográfico) 
El método usado para conocer la actividad de catalasa fue el descrito por Goldstein 

(1968); consistió en determinar la velocidad de produoción de oxigeno molecular a partir del 
peróxido de hidrógeno. La medción se hizo utilizando un oximetro Yellow Springs Instruments 
Modelo 57 y un electrodo de Clark sensible al oxigeno producido en una cámara de reaoción de 
1.8 mi de capacidad, termorregulada a 30'C. 

Los ensayos se llevaron a cabo adicionando a la cámara de reaoción lo siguiente: 
1) 1.8 mi de amortiguador de fosfato dibásico de potasio 0.1 M pH 7.4 previamente 

burbujeado con nitrógeno gaseoso con ei fin de disminuir la cantidad de oxigeno 
presente en la cámara. 

2) Un volúmen de muestra (25,50 o 100~, según sea el caso). 
3) 100 ~I de Hih 30% diluido 1:1 con agua destilada (v/v). 
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La actividad especifica de catalasa se reportó como la cantidad de nanoálomos de 
oxigeno producidos en un minuto por miligramo de proteina (na! O/minlmg). Para obtener la 
actividad total, se multipliCÓ la actividad especifica por el total de miligramos de proteina de la 
muestra. 

Los ensayos para determinar la KM de las catalasas se realizaron en el oximetro en el 
mismo amortiguador agregando el peróxido de hidrógeno en concentraciones crecientes, de 1.5 
mM a 120 mM. Los datos obtenidos se procesaron por los programas Enz-Fiter y Microcal Origin 
para calcular los datos de Km y Vmax de cada enzima. 

3.1. Inhibición con azida de sodio, cianuro de potasio y 3, amino1,2,4 tr1azol 
Para conocer la sensibilidad de las catalasas al cianuro de potasio y a la azida de sodio, 

se realizaron los ensayos en amortiguador de fosfato de potasio 0.1 M a pH 7.4 incubando la 
muestra en la cámara del oximetro durante un minuto con concentraciones crecientes de cada 
inhibidor y agregando después el sustrato a una concentración de 100 mM. (Loewen y Switala, 
19872,1988). 

La inhibición de la actividad de catalasa por aminotriazol se realizó incubando un volúmen 
de muestra en amortiguador de fosfatos 50 mM a pH 7.4 en presencia de peróxido de hidrógeno 4 
mM, ascorbato de sodio 4 mM y aminotriazol 5 mM a 37'C durante una hora, se fueron tomando 
alícuotas de 300 ¡ti cada 5 minutos y se les midió actividad de catalasa en el oximetro por 
triplicado (Margoliash, y col., 1960). Para ver más claramente la acción del inhibidor en las 
catalasas, también se realizaron ensayos de tipo dosis-respuesta con concentraciones crecientes 
del aminotriazol. 

3.8 Efecto del pH sobre la actividad de catalasa 
Los experimentos se llevaron a cabo en un amortiguador de MES 100 mM, Tris 51 mM y 

etanolamina 51 mM (amortiguador que mantiene la fuerza iónica constante), ajustando a valores 
de pH de 4 a 11 con ácido cIorhidrico y con hidróxido de amonio concentrados. Un volúmen de 
cada muestra de catalasa se incubó en dicha mezcla durante un minuto y después se le agregó el 
peróxido de hidrógeno (Ellis, y Morrison, 1995). 

3.9 Detenninación de la actividad de peroxldasa con varios sustratos 
La actividad de peroxidasa se midió espectrofotométricamente a temperatura ambiente 

siguiendo la tasa de oxidación de los sustratos; los ensayos se realizaron en amortiguador de 
fosfato de potasio 50 mM pH 7.4, perÓxido de hidrógeno 20 mM, en presencia de un donador de 
electrones y la cantidad apropiada de muestra. Los donadores utilizados fueron: ascorbato 0.6 mM 
(E 29J" 2.8 mM"cm"), o-dianisidina 0.3 mg/ml (E"" = 11.3 mM" cm-'), NAOPH 0.2 mM (E340 = 
6.22 mM" cm"), guaiacol 30 mM (E470 = 26.6 mM" cm") y pirogalol 20 mM (Em = 2.47 mM" 
cm-') sólo para este último ensayo se utilizó H2Ü2 a una concentración de 7 40 ~ (Goldberg y 
Hochman, 1989). 

Las lecturas se hicieron cada 3 segundos durante un minuto en un espectofolómetro 
Beckman DU 640 y la actividad de peroxidasa se cuantificó con base al coeficiente de extinción 
molar de cada sustrato. 

3.10 Electroforesls en geles discontinuos de poliacrilamida 
Los geles de poliacnlamida se hicieron de acuerdo con el método descrito por Davis 

(1964) y modificado por Hedrick y Smith (1968), en una cámara de electroforesis marca Bio-Rad 
modelo Miniprotean 11 con placas de vidrio de 8 cm de ancho por 7 de alto con separadores y 
peine de 0.5 mm de grosor. 

El gel resolvedor tuvo una concentración de acrilamida de 7.5% Y para el gel concentrador 
de 4.5%. Los geles se prepararon a partir de una solución de acrilamida del 30% y 0.8% de 
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bisaailamida. Los amortiguadores de los geles fueron de Tris-HCI; la concentración final para el 
gel resolvedor fue de 0.375 M, pH 8.9 Y para el concentrador fue de 0.125 M, pH 6.8. Para 
polimerizar la acrilamida se agegaron 63 ~I de una solución de sulfato de amonio al 10% 
preparada en fresco y 10 ¡ti de TEMED. 

El amortiguador de la cámara fue Tris 0.025 M, glicina 0.192 M a un pH de 8.5. Las 
muestras se diluyeron 1:2 con la siguiente solución: Tris 100 mM a pH 6.8, glicerol 1 0% y 3 ~M de 
azul de bromofenol. 

La electroforesis se realizó a una corriente constante de 1 mA por cm de gel en el 
concentrador y de 1.5 mA por cm de gel en el resolvedor. El tiempo total de corrida fue alrededor 
de 2 horas. 

En los geles se corrieron muestras por triplicado, dos se revelaron para observar las 
actividades de catalasa y de peroxidasa (por zimograma), y la última se utilizó para teñir las 
protelnas agitándo el gel durante 30 minutos en la solución de tinción que contenla: glicerol 5%, 
ac. acético 10%, metanol 25% y azul de Coomassie R-250 al 1%. Posteriormente los geles se 
destiñeron con una solución de metanol25%, glicerol 5% y ácido acético 10'A.. 

3.10.1 Isoelectroenfoque 
Para la determinación del punto isoelécbico de las diferentes catalasas, se preparó un gel 

de poliacrilamida al 5.5% conteniendo 2.2% de anfolitas a pH 3-10 Y 20'A. de glicerol de 1 mm de 
grosor. Para poflmerizar el gel se utilizaron 46 ¡ti de solución de persulfato al 10% y 21 ~I de 
TEMED. 

La solución del cátodo fue NaOH 100 mM y la del ánodo fue de H3PO. 100 mM; el gel se 
precorrió durante 20 minutos a 250 volts. Posteriomnente, se colocan las muestras en los pozos 
diluidas 1:1 (vlv) con la siguiente mezcia: glicerol 15% y anfolitas 2.4% y se corre el gel a 300 V 
durante 3.5 horas con soluciones de ánodo y cátodo nuevas. 

A continuación se cortaron dos carriles en bandas de 0.5 cm de grosor y se colocaron en 
tubos Eppendorf con 1 mi de agua destilada para la medición posterior del pH de cada una de 
ellas; el resto del gel se reveló por zimograma para actividad de catalasa. 

3,10.2 Determinación de catalasa y peroxidasa mediante zimogramas 
Para ver la actividad de catalasa en los geles, se siguió la técnica descrita por Harris y 

Hopkinson (1976) y modificada por Chary y Natving (1989) que consiste en la aparición de bandas 
incoloras en un fondo azul obscuro, relacionadas con la actividad de catalasa. 

El gel se agitó durante 5 minutos en una solución de metanol al 5% para fijar las proteinas; 
posteriormente, se enjuagó con agua destilada y se dejó incubando durante 5 minutos en una 
solución 0.03% de H2Ü2 a temperatura ambiente. Por otra parte, se preparó una solución de 
ferricianuro de potasio y otra de doruro férrico, ambas al 2% justo antes de usarse. 

Después se enjuagó el gel con agua destilada y se incubó en la mezcla de las dos 
soluciones anteriores. Los componentes de la mezcia se precipitan en presencia de peróxido de 
hidrógeno y tiñen el gel de azul. En las zonas donde no existe H2Ü2, debido a la acción de la 
catalasa. no hay precipitación y quedan las bandas incoloras. 

Para observar la actividad de peroxidasa se reveló el gel por la modificación del método 
de Gregory y Fridovich (1974), usando tetrametilbenzidina (0.3 mg/ml) disuelta en una solución de 
etanol, ácido acético yagua (1:1:1 v/v). Los geles se incubaron en esta mezcia durante 10 minutos 
en oscuridad y a temperatura ambiente y después se transfirieron a una solución de peróxido de 
hidrógeno al 2% hasta que se evidenciaron las bandas azules de peroxidasa (Abrams y Webster, 
1990). 
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4. RESULTADOS 

4.1 Curva de crecimiento de Baclllus cereus 

La gráfica 4.1 muestra la cinética de aecimien10 de B. cel1!US en medio G2x. Las células se 
cosecharon a la mitad de la fase logaritmica (3.5 horas posteriores a la inOCUlación). células en TO, 
30 minutos después de que el cultivo alcanzó su pH minimo, que en este caso fue de 6.1; células en 
fase T1, T2, T3, T4, T5, T6 Y esporas libres (24 horas después de haber inoculado el fermen1ador). 
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Figura 4.1. CilétJ:a de aecirrUento de BiIdII.Js cereusen medio G2x. 

4.2. Variaciones en la actividad de catalasa durante el crecimiento Iogaritmico y el proceso de 
esporulación en células enteras y extractos totales de B. cereus 

Se midió acti~dad de catalasa a las células enteras en las diferentes fases del desarrollo de 
la bacteria. La acti~dad tiende a mantenerse constante desde la etapa logarítmica media hasta T3. 
Hay un aumento significativo de casi el doble en T 4 el cual se incrementa aún más hasta llegar a su 
máximo en la etapa T6. Al finalizar el proceso de esporulación (en las esporas libres), la acti~dad de 
catalasa regresa a sus valores basales. Estos resultados se muestran en la figura 4.2, 
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Figura 4.2. ActMdad de catalasa en las células mteos de las diferentes etapas del ciclo de vida de B. 
Ce'"f'U$. la actividad relativa de la enzima se e:q:resa corro ~toroos de OJ mino 
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El aumento en la actividad relativa de catalasa no está relacionado con un aumento en el 
metabolismo aerobio de la bacteria. Como puede observarse en la figura 4.2, la respiración aerobia 
va disminuyendo confonme avanza el desarrollo teniendo un minimo en la etapa T6 que corresponde 
al máximo de actividad relativa de catalasa. 

Veo lO 11 1"2 T3 U T' T6 Espcns -Fogura 4.3. Actividad específica de catalasa en los extractDs totales de las células en las etapas: Iog<rftrnica, 
durante el JlI"O"'SO de esporuladón y en las esporas Iilres. 

Los resultados anteriores se comprobaron al medir la actividad especifica de catalasa en los 
extractos de las células en las misma fases del desarrollo de la bacteria (Fig. 4.3). 

Adicionalmente, se comprobó que ninguna catalasa se excreta al medio de cultivo en alguna 
de las fases de desarrollo esluáadas ya que no se encontró actividad en los sobrenadantes de las 
d~erentes etapas del desarrollo de la bacteria. 

4.3. Identificación de isoenzimas de catalasa 
Los zimogramas que se realizaron para detectar la aparición de las isoenzimas de catalasa 

fueron cargados con diferentes conoentraciones de proteina de cada muestra con el fin de lograr una 
mejor definición de las bandas de actividad. Estos geles revelaron una banda presente en las células 
de crecimiento logaritmico, TO y que continúa hasta T6 (Figura 4.4a); sin embargo, en el extracto de 
las esporas maduras se observan dos bandas, una que coincide con la catalasa presente en la fase 
vegetativa y otra de menor movilidad electroforética (Rg. 4.4 a y b). 

1234567 

~~~defdeSm;¡IO ,je 8. c<reus. Carril 1 : catalasa 
vegetativa (50 1'9 de proteína), CiOTi12: TO (131'9), canil3: (6.251'9), canil4: T4 (5 "9), CiOTi15: T5 (4 

"9), CiOTi16: T6 (5 1'9), carril 7: esporas (50 .9)· 
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En la figura 4.4b se muestra más claramente, el zimograma de las catalasas de las etapas 
vegetativa, TO, T3, T5 Y esporas completas, que fueron los puntos del ciclo de vida de la bacteria 
que se tomaron para anali23f las caracteristicas bioquimicas de las enzimas y compara1as 
posteriormente. 

2 3 5 

Figura 4.4 b. Zirnogama vegetativo (50 .g), taTil 2: 11) (13 
I'!I), taTi13: 13 (6.251'!1), taTi14: 15 (41'!1), taTi15: esporas (SO I'!I). 

De la misma fonna, se corrieron muestras de la catalasa extralda del tegumento de las 
esporas y una muestra del extracto obtenido del protoplasto de estas esporas rasuradas. Se observa 
una banda correspondiente a la muestra del tegumento (Ca! spo-teg) que tiene la misma movilidad 
electroforética que la catalasa presente en las d~erentes etapas del proceso de esporulaci6n (Fig. 
4.4b), Y se obtuvo de manera separada la catalasa del protoplasto de la espora denominada spo­
prot (Fig. 4.5). 

1 2 3 

Figura 4.5. Z~ama de las ",taiasas de las esporas de 8. cereus. Carril 1: esporas CXJI11lIeIas (50 I'!I), 
taTil 2: ¡rotopIasto (65 I'!I) Y ani13: teg,<nentD (50 I'!I). 

4.4. Detenninaci6n del punto isoelécbico 
La detenninaci6n del punto isoeléctrico (PI) de las catalasas de las etapas logaritmica, TO, 

T3, T5 Y esporas de B. cereus se realizaron calculando la distancia de las bandas en el zimograma y 
comparándolas con los valores de pH obtenidos en el gradiente fonnado en el gel. 

En la tabla 4.1 se señalan los puntos isoeléctricos de las álferentes catalasas. La presente 
en el estado vegetativo, en la fase estacionaria, durante el prOceso de esporulaci6n y en las esporas 
libres son los puntos criticos en los que analizarnos las caracteristicas de las enzimas (ver figura 
4.6). 
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Tabla 4 1 Valcres de Pu1tn Isoeléctrico de las difireltes taJasas de 8 cereus. .. ca 
Catalasa pi 

LogarUmica 4.14 
TO 4.14 
T3 4.14 
T5 4.14 

Esporas completas 4.14 
6.94 

1 2 3 " 5 

6.94 

4.14 

'Igura 4.6. Esquema del zimogama para la identificación del pI de las cataIasas de 8. CEfflJS. Carril 1: ~ 
de crecinJenIO Iogaribnlco, can12: lU, carril 3: D, carril 4: T5 y caTl15: espaas libres. 

Como se puede observ<r, las catalasas de las fases del desarrollo de B. cereus tienen el 
mismo punlo isoeléctrico, induyendo a la cal spo-teg. Sólo el exlrado de las esporas lolales 
presenla una calalasa adicional con un pi más básico que corresponde a la calalasa del proloplaslo 
o spo-prol. 

4.5 Determinación de la K.. y V~ de las dHerenles catalasas 
En la figura 4.7 se mueslra un ejemplo del efeclo de la concenlración de suslralo sobre la 

actividad de la catalasa presente en el eslado de crecimienlo logarilmico de B. cereus para obtener 
la KM 

Tabla 4.2. Detenninadón de K.. Y V_ para 
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Figura 4.7. Efecto de la 0XlC811rad6n del peróxido de hldrúgero sd:re la activi:lad de catalasa ¡resente en el 
aedmiento IogaritmIcD de 8. ceraJS . . Los datos se ¡resentan oomo promedio • desviación std, n=3. 

La tabla 4.2 muestra los datos obtenidos de KM Y V"", para las d~erentes catalasas 
presentes en algunas etapas del desanollo de B. cereus. Aparentemente. la KM para la catalasa 
presente durante la etapa logaritrnica hasta T5 y la catalasa del tegumento no presentan variación 
significativa. Sin embargo, en la etapa T6 la KM baja y es igual a la de la catalasa del protoplasto de 
la espora. 

4.6. Inhibición de las catalasas con la azlda de sodio, el cianuro y el 3-aminotriazol 

La figura 4.8 muestra la inhibición de las catalasas con cianuro de potasio de los estados: 
logaritrnico, TO, T3,T5 y de las esporas totales presentes en B. cereus. 
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IKCNI"M 
F"lgUra 4.8 AcIM:Iad de las diferentes catalasas en p-esenda de danJro de ¡:x>tasio. las muestras se 

ino.biron en el oximeIro en amortiguada de fosfato de potasio 100 mM pH 7.4 a 30"C con el inhbidor 
dlrante un mi'utD éIltes de agegar 100 mM de H2~ paa comenzar el elSCJYO. loS datos ¡resentados sen 

re;resentattvos de experimentos realizados ~ b menos en 3 ocasiones a cada ccncenb"ación. 

A bajas concentraciones de KCN las catalasas presentes en la se inhiben 
aproximadamente en un 50"k y en T5 y en la fase logaritmica un 65%. Las catalasas de las esporas 
presentan una mayor resistencia a altas concentraciones de KCN. 
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La curva de inhibición con azida de sodio se muestra en la figura 4.9. 
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Figura 4.9.lrIlbición ron azida de sodio. los ensayos se~;nn en amortiguadof" de l"osatD de potasio 0.1 
M pH 7.4 i1aJbando un volImen de rruestra ron el i"IllbiOOr dlrante 1 minuto y agegando después el H,o, a 
una concentradón final de 100 mM. Los datos presentados son rep-esentativos de e:xper imelltos realizados por 

lo menos en 3 ocasiones a cada CD'lCeOIJ'"acX)n, 

En esta figura se observa que, las catalasas de las esporas son más resistentes al inhibidor 
que las catalasas de los estados vegetativo, T3 y T5. Estas últimas enzimas se inhiben rápidamente 
por la azida mientras que las catalasas de las esporas tienen un 29% de actividad remanente a 
concentraciones de 40 IJM. 

El cianuro y la azida son inhibidores comunes de las catalasas, pero se ha estudiado la 
sensibilidad de las diferentes catalasas al 3-amino 1,2,4 triazol Onhibidor especifico de éstas) 
utilizando varias condiciones de ensayo y concentraciones variadas de este inhibidor que van desde 
8 mM hasta 20 mM (Margoliash, y col., 1960). Por ello se sabe que las catalasas tipicas o 
menofuncionales se inhiben con el 3-aminotriazol y que las catalasas-peroxidasas son resistentes a 
este compuesto (Golberg y Hochman, 1989; Yumeto y col., 1990). 

La figura 4.10 muestra la inhibición con el 3-arninotriazol de los estados: logarttrnico, etapa 
estacionaria (TO), T5 y esporas de B. cereus. 

En esta gráfica se pueden distinguir tres ¡arnmas de curvas diferentes: 1) las catalasas de la 
etapa vegetativa, TO y T3 son más sensibles al inhibidor y poseen el mismo comportamiento. 2) En 
el estado T5 se vé un aumento en la resistencia de la catalasa al 3-arninotriazol y 3) las catalasas de 
la espora son aún más resistentes. 
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f"1gUfiI 4.10. Efectn del 3-amlnotria2Ol sobre la actividad de las dihnnlEs catalasas de B. C6'f!US. Los 
extractos auOOs tbes de membranas de cada muestra se coloca"a1 en el oxfmetro cm el inhbidor en 

ama1iguada de _ de potasio 100 mM a pH 7.4 iniciando de manea inmediala la reacdón ~ 
100 mM de ~~. Los datos ¡:resentaOOs sal rep-esentativos de expei ",eltos realizados pcr lo meros en 3 

ocasiones a cada concentración. 

Para investi~ cuál de las dos catalasas le confería la resistencia al inhibidor en las 
esporas, se analizó la cinética de la catalasa spo-prot y spo-teg por separado. Los resuttados se 
muestran en la figura 4.11. 
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ragura 4.11. ImIJicón con 3-aninotriazol. Las rruestras se oobca"cn en el oximetro (l)I1 c:cncerItrac:iooes 
crecienlEs del iY1biIor en ama1iguada de fasralD de pOOISio 100 mM a pH 7.4 e i1iciando la reacdón de 
manera inmediata al ag-egar 100 mM de HA. Los datos presentados son representativos de ecpes imeI dos 

realllados por lo menos en 3 ocasrnes a cada ooncentración. 

En esta figura se ve claramente que la catalasa del protoplasto de la espora es la que 
presenta mayor resistencia. Se inhibe en un 41% aún a concentraciones de 25 mM. Sin embargo, la 
catalasa del tegumento presenta un comportamiento idéntico al de la catalasa vegetativa lo que 
refuerza la posibilidad de que se trale de la misma enzima. 

4.7 Detennlnaci6n del pH óptimo de las catalasas de B. cereus 
Se utilizó la mezcla de tres componentes en la que la fuerza iónica varia poco con el pH 

(Mes 100 mM, T rís 50 mM Y etanolamina 50 mM) trabajando en el intervalo de 4 a 1 1 . 
En la grálica 4.12 se muestra la actividad de las catalasas en la mezcla anterior. 
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Figura 4.12. OetamJnación de la actividad específica de las catalasas en función del pH. Las rruestras se 

Ina.barm en et oxímetro ron amc:rtiguacIcr: MES 100 mM, Tris 51 mM, etanolamina 51 mM a varios valores de 
pH duralte lfl miluto antes de comenzar el ensayo añadiendo 100 mM de H2Ü:l. 

En la gráfica se observa que las catalasas presentan una meseta de actividad en los valores 
de pH de 6,5 a 9, Sin embargo, las ca1aiasas de las esporas tienen un comportamiento atipico, 
mostrando una mayor estabilidad a valores de pH basicos, 

4.8. Detenninación de la actividad de peroxidasa 
4.8,1 Espectrofotométricamente 

Para confirmar la presencia de una catalasa-peroxidasa en el protoplasto de la espora se 
midió la actividad de peroxidasa espectrofotométricamente mediante la oxidación de pirogalol. Los 
resultados se muestran en la tabla 4,3, 

Tabla 4.3. Actividad de peroxidasa de las diferentes catalasas ¡:resentes en las etapas del desaTollo de 8, 
cereus. los datos ¡resentados son representaIM>s de expe,;menlDs realizados pcr lo menas en 3 ocasiones, 

MUESTRA nmoles purpurogallna/mln/mg 
Drol 

Logarítmica media 7,95 
TO 9,17 
T3 8,88 
T5 17,54 

SDO-tot 31.32 
SDQ-Prot 35,26 
SDO-teg 6.75 

Estos datos nos indican que la ca1aiasa del tegumento de la espora es una ca1aiasa tipica 
(no tiene actividad peroxidativa significativa) y que en el protoplasto hay una ca1aiasa-peroxidasa, 
Además ésto nos sugiere que la enzima spo-prot se empieza a sintetizar en la etapa T5 debido al 
aumento en la actividad peroxidativa (Rgura 4,13), 
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Figura 4. 13 GrAfica de actividad de catalasa >s. Actividad de peroxidasa mn pirogalol. 

4.8.2 Z1mograma 
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Los datos de que la catalasa del protoplasto de la espora es una catalasa-peroxidasa, se 
confirman con la ap<rición de una banda en el gel revelado con diaminobenzidina (Fig. 4.14). 

Este zimograma muestra que las bandas reveladas para actividad de peroxidasa coinciden 
en las muestras de esporas totales (spo-tot) y spo-prol, asi como que la aparición de esta enzima 
puede darse durante la etapa de esperulación T5. 

1 2 3 

I"ogura 4.14. Revelado para actividad de p<roXidasa. CaT111: SPO-IDt. carril 2: SPO'jllOt y carril 3: TS. Todos 
los cariles se CiI"QiOOO aJO 200 I'!I de ¡roteóla. 

4.9. Obtención de las fracciones semlpuras de las dHerentes catalasas de las esporas 
Con el fin de diferenciar y caracterizar bioquimicarnente las catalasas de las esporas de B. 

cereus, se trató de establecer un método de purificación para la catalasa del protoplasto y para la del 
tegumento de la espera. 

4.9.1 Purificación parcial de la catalasa del protoplasto de la espora (spo-prot) 
La precipitación con a::etona resultó ser un método útil con el cual nos desha::emos de 

aproximadamente un 20% de la cantidad de proteina total después de centrifugar. El precipitado del 
70% de su~ato de amonio fue donde encontramos la actividad de la catalasa y fue la fracción que se 
hizo pasar por la columna de fenil-sefarosa (Tabla 4.4). 

La figura 4.15 muestra el peI1il de elución de la columna de fenil-selarosa. Como se puede 
observarse, casi toda la proteina sale al plincipio de la elución y al medirle la actividad de calalasa, 
ésta se obtuvo en las plimeras fracciones por lo que se hizo un pool de la fracción 8 a la 13 y con 
este se trabajó posteliormente. Se realizó una elec1roforesis en geles de poliaclilamida no 
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desnaturalizantes para observar el número de bandas de la proteína presentes así como para 
evidenciar la actividad de catalasa y de peroxidasa de la muestra. 

En la tabla 4.4 se muestra los pasos de purificación de la catalasa spo-prot y la tabla 4.5 
muestra los mísmos parámetros pero pa-a la aclividad de peroxidasa de la misma enzima. 

Tabla 4.4. Plrlflcación de la catalasa 0CH:r0t. Referida romo natQ,/mn 
MUESTRA Proteína Volúmen Acl Especifica Acl Total Veces de Rendimiento 

mglml mi nátQ,Jmínlmg ni\tO¡/mln purificación % 

E. crudo 3.09 
pp acetona 2.71 

pp70% 2.82 
Fenil- 0.2054 

sefarosa 

30 19.014 l' 762,598 1 
25 23,486 1·591176 1.23 
6 29,804 504,284 1.57 
6 166,855 205,632 8.77 
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figura 4.15. Pe1i1 de eIudón de la arurma de Fenil-sefarosa. Se rruestr. también la actividad de 
catalasa de '9ni'S 1Tacciones. 

Tabla 4.5. Actividad de """",ldasa en la pu 'flcación de s¡x>-¡rot. 

MUESTRA Acl especifica Acl total Veces de Rendimiento 
nmoles purpurogalina/ nmoles purpurogalina/ purificación % 

minlmg min 
E. crudo 31.32 2,903 1 100 

pp acetona 92.05 6,236 2.94 214 
pp70% 124.15 2,100 3.96 72.34 
Fenil- 247.89 305.5 7.91 10.52 

sefarosa 
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Los resultados de las veces de purifica:jón de ambas actividades asi como los datos de 
actividad de peroxidasa de la misma muestra, tanto al medir la actividad espectrofolOméfricamente 
como al nevela1a en el gel con diaminobenzidina, nos sugieren que podría Iratarse de la misma 
enzima: una catalasa-peroxidasa. 

Para comprobar que la catalasa de la espora s~rot se Irataba de una catalasa-peroxidasa 
se midió la actividad de peroxidasa con varios sustratos tanto en un extracto crudo como en la 
fracción semipurificada de esta enzima. Los nesultados se muestran en la tabla 4.6. 

Tabla 4.6. AdiYidad de cm diferentes sustratos. 
SUstrato Pirogaiol I Guaiacol I O-dianisidina I Ascorbato I NAOPH 

Muestra (nmoles de suslrato oxidado min·'mg-') 
31.32 1 4.88 1 11.52 1 NO 1 NO 

Feni~sefarosa 247.89 I 17.02 1 31.45 1 NO 1 NO 
-ND- no detacIada. 

4.9.2 Extracci6n de la catalan del tegumento (spo-teg) 
Como la catalasa del tegumenlO de la espora es una catalasa tiplca, se puede exlraer 

filcilmen1e con un lratamiento de solventes (metanoll cloroformo), este mélOdo fue muy útil para 
poder obtener una fracción semipurificada de esta enzima, los resultados se mueslran en la tabla 
4.7. 

Tabla 4.7. Pu1Iicadón """"1 de la catalasa del -.meo1D de la """"" de 8. anus. 
MUESTRA Proteina Volúmen Act. Act. Total Veces de Rendimlent 

mglml mi Especifica. pullflcacl6n o 
nat(),/min/ma % 

Ex!. 0.964 7 79,293 535,069 1 100 
tegumento 
Exlracci6n 0.0448 10.5 910,714 428,400 11.5 80 
solventes 

En la figura 4.16 se muestra el zimograrna donde se complI"an las actividades de la catalasa 
spo-prot y de la spo-teg asl como el gel de proteinas en la obtención de las fra:ciones paclalmente 
purificadas. 

1 2 3 4 5 

figura 4.16. Zinog:ama del ¡receso de ¡uffica:i6n de las cataIasas de las esporas de B. ceratS. Canl 1: 
spo-¡rot 108 1'9, ami 2: pp7O% spo-¡rot 99 I'Q, ami 3: spo-prot FenD set.rosa 7 1'9. Canl 4: spo-teg, 34 
1'9, C41TiI 5: spo-teg exlTaa:i6n con so_tes 2 1'9. 
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4.9.3 Inhibición de las cat.alasas de las esporas con azida, cianuro y 3·aminomazol 

la figura 4.17 muestra la grnfica de inhibición con cianuro de potasio de las dos catalasas 
(semipurilicadas) presentes en las esporas de B. cereus. 

41"012141"110 

[KCHII'M 

Figuro 4.17. ActivIda1 de las catalasas sen~ de las espor.I5 de B. a.-eus en presencia de daruo 
de potasio. Las muesIras se ilabaron <I.rante 1Il miUD en el oxímetro cm el Wllbidcr en ~ de 

fosfaIodepotaslo 100 mM a pH 7.4 a 3O"C. _ki"." .. se le añadió 100 mM de H,o, p;oa .. _la 
reacd6n. Los datos pre;entados son represent:ativos de ecperimentos realizados por lo menos en tres 

ocasiones a cada CCX"ICentrac:Ión. 

En esla gráfica se puede observar que las dos enzimas tienen un 50% de inhibición con una 
concentración similar de cianuro. 9.5 ~M para la spo-teg y 8IJM para la spo-prol 

la inhibición de las catalasas spo-teg y spo-prot con azida de sodio se muestra en la figura 
4.18. 
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Figuro 4.18. IrIlbldón cm Olida de sodio. Las muestras se ilabaron cm el Wllbidcr en amortig.Jador de 
_ de potasio 100 mM a pH7,4 <I.rante III mirlJto antes de mmenza- el ensayo _ 100 mM de 

H,o,. 

la figura 4.19 muestra la inhibición de las dos catalasas con 5 mM de J..aminotriazol en 
presencia de ascorbato a una concentración de 4 mM durante 60 minutos de incubación. 
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Figura 4.19. Cinética de inhibición de las catalasas spo-teg y spo-protcon 3-aminotriazol 
(Ma"goIIash, y mi., 1960). ¡.,. rruesIras """p..iicadas se ino.baron a 37"C con 5 mM de 3·ami1Otria2DI, 4 

mM de asmrtJato de sodio Y 4 mM de HA en ~ de fosfato de poIaSlo 50 mM a pH 7.4. Se liJeron 
tcrnanOO alkmtas cada 5 _ Y se les midió actividad de cataIasa en el oxÍ11elro. Los datos se ¡resenta1 

cano promedjo :t desviación std, n=3. 

En esta gráfica se puede observar que la catalasa spo-prot presenta una resistencia mayor 
al inhibidor, comparada con la inhibición rápida que presenta la catalasa spo-teg, que es una 
catalasa tipica. la tendencia puede verse más daramente en las gráficas de dosis-respues1a de las 
dos enzimas frente al inhibidor (Rg. 4.20), en la que la catalasa del protoplasto de la espora se 
inhibe en un 25% aun a concentraciones de 25 mM mientras que la spo-teg se inhibe en un 75% a la 
misma concentración. 
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FIguno 4.20. JmIlici\n con 3-amilotríazol de las catiIIasa5 de las esperas de B. a>-BJS. Se rruestra además 

amo referenda la actividad de la catalasa de la etapa vegEtatIva. Los Ii"aoclones seml¡uilicadas de cada 
muestra se mkJcaralen el oxlmeIro con ellrt1ibidor en ama1ig.Jad<r de fosfato de poIaSlo 100 mM a pH 7.4 

i1ic1ando de """"'" imlediata la reaa:ión ¡qegando 100 mM de H,o,. Los da1Ds ...... _ SQ1 

rep-ese1tat:Ivo de expehle ltDS realizados pcr lo menJS en 3 ocasioneS a cada caelbai:5n. 
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4.9.4 Detenninación del pH óptimo 
Las gráficas 4.21 y 4.22 muestran la actividad de las catalasas spo-prot y spo-teg, 

respectivamente. 

.. 
Agura 4,21 Determinadón de la actividad de la catalasa spo-prot en fundón del pH. La eruIma 
sem~ '" fnaj)Ó en el oxfrnelro ron In amortiguador que ",,",tiene la ftJerza lónica constante: MES 
100 mM, Tris 51 mM, eI:a"IOBnina 51 mM a varios vakres de pH c1rante 1Il mruto irtes de axnenza- el 

ensayo añadiendo 100 mM de HA. Los datos se ¡:re;entan alI110 ¡romedio ± desviadón std, n=3 . 

• +-~~-r-.~--r-r-~~ 
,45'1"'01112 .. 

figura 4.22 Actividad de la cataIasa spo-teg en lulcI6n del pH. La l11JeS1ra sernip<riicada se ilo.Jló en el 
oxfmeIro ron In amortiguador que nmtiene la fuena Iónica constante: MES 100 mM, Tris 51 mM, 

etanolamha 51 mM a vanos valcres de pH dlr.Inte.., mnrtD ",tes de comenza- el ensayo añadiendo 100 
mM de HA. Los datos se p-esentan como ¡romedio ± desviad6n std, n=3. 

La catalasa del tegumento mostró Un comportamiento independiente del pH, en el in!efvalo 
entre 6.5 y 9; mientras que la spo-prot va incrementando su aclividad haciéndose similar entre los 
valores de pH 7.5 Y 10 pero no tiene un pH óptimo ciara. 
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4.10. Papel de la catalasa spo-teg en la germinación y el crecimiento Iogaritmlco 
Para conocer la funci6n que desempeila la catalasa del tegumento de la espora durante la 

germinación se incubaron esporas tanto integras como esporas a las cuales se les ha quitado el 
tegumento en un medio con germinantes y en un medio G2x, también con germinantes. 

4.10.1. Germinación 
Las figuras 4.23 y 4.24 muestran los porcentajes de germina:i6n de las esporas integras y las 
rasuradas (sin tegumento), respectivamente, incubadas en los dos tipos de medio. 
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.Igura 4.23 l'Ilrc61t!je de germinación de esperas i1tegas en medio G2x Y medio mlnlmo ero germInanteS. 
40 mg (peso seco) de esporas se resuspendieron en 1I1 voIJmen de anortigJador de fosfalDS 25 mM a pH 7.4 
para somete1as a ~ b!nnloo ago egáo idolEs _la "e 'te 1I1 "'*"""" i!J.¡a1 de medio mlnlmo o medio 

G2x (~sea el caso) e i1aJlarIas en ag_ a 3O"C _ 3 horas. A arrIx>s medios se les ago-"!JÓ 

CXlI110 germInanteS: alanila 40 mM Y adenosi1a 2 mM. Se _ las alicuolaS y se observim1 allT1iaOs<qlio 
6pIIoo. 

Como se puede observa-, el proceso de germinación se lleva a cabo durante los primeros 20 
minutos (en los dos casos), pero es un poco más rápida en las esporas Integras. Las esporas 
rasuradas (sólo con cal s~t) germinan entre el 75 Y 80% en medio mlnimo y en medio G2x 
respectivamente (Rg. 4.24). En cambio, las esporas Integras tienen un 95% de germinaci6n en 
ambos medios (Fig. 4.23). 
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Figura 4.24 Porcentaje de germhaciÓI1 de esporas rasuadas ino.badas en medio mínimo y en G2x CXli1 

germilantes. 40 mg (peso seco) de esperas se re;uspendiEron en lI1vokJmen de amortI!r-Jiidor de fosfatos 25 
mM a pH 7.4 pera sometertas a choque térmko ~ ..-:sta ilIlitente t.n voUnen igJal de medio 

mínimo o medio G2x (~sea el caso) e i1aJlarIas en 09_ a 3O"C _ 3 horas. A a'- medios se 
les ag-eg6 amo germInanteS: alanina 40 mM y adenosi1a 2 mM. Se tomcron las alÍCl.Dt.as y se observaron al 

mlaoscq>1o 6pIIoo. 
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4.10.2 Actividad de catalasa en medio de cultivo G2x 
Al analizar la actividad de la catalasa de las esporas integras y sin tegumento. genninadas 

en medio G2x. se obseiva que la actividad de la enzima en esporas íntegras es ligeramente mayor 
que la encontrada en las esporas rasuradas. AsI también. se puede ver que la densidad óptica del 
cultivo va aumentando con el tiempo de incubación y que el momento en el que ocurre la primera 
división oelular no se vió afectada por el tratamiento con el detergente presentándose a los 90 
minutos en los dos tipos de esporas (Fig. 4.25). 
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Fogura 4.25. Qrso ~I de la actividad de catalasa En esporas las ÍlIE!J'aS (.) y sil ~ (+) 
lnabacIas en medio G2x cm gennina1tes (alanna 40 mM y --.. 2 mM). se rruestra ~ densidad óptica 
de cada wltNo po< esporas ÍlIE!J'aS (*) y rasuadas {O ).la actividad especiOCa de catala5a está expresada 

en nátxmos de CJ>dg<ro/ mirutD /40 mg de peso seOl. Las fIedlas ildia!n el momento en el "'" se _ la 
prinera división _lar. Los datos presentados SQ1 representatNos de expe i'M311Ds realiladas po< b menos 

en 3 oc:asiooes. 

4.10.3 Actividad de catalasa en medio mlnimo con germinantes 
Comparando la misma actividad de catalasa. de esporas integras y sin tegumento. pero 

ahora en medio sólo con gerrninantes. se observa que ambas actividades tienden a mantenerse 
constantes durante todo el tiempo de incubación. Estos resultados se muestran en la figura 4.26. 
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Rg ...... 4.26. C'.of1lla1amiento de la actividad de catalasa cm respedD al tiempo en las espaas Integas (+) 
y las esporas sil tepnenID (.) lnabacIas en medlo mÍlimo usando 40 mM de alinna y 2 mM de -...silla. 
axno germi1anteS. Se muestra además la densidad óptica de los cultivos. Los datos ¡resentados son 

re¡resentatlvos de experimentos realizados po< lo menos en 3 ocasiones. 



35 

5. DISCUSION 

5.1 Expresl6n de lsoenzlmas durante el ciclo de vida de Bacillus cereus 

Se han detectado cambios en la actividad y en el patrón de las isoenzimas de catalasa 
relacionados a la ólferenciación celular y a diferentes condiciones de tensión metabólica. 

En el ciclo de vida de Bacillus cereus se observó la expresión diferencial de dos 
isoenzimas durante el proceso de ó~erenciación celular, éste fenómeno se presenta también en 
otros microorganismos como Escherichia coli (Farr y col., 1988) y B. subtilis (Loewen y Switala, 
1987',2,1988). La cat-l está presente en la fase de crecimiento exponencial y se sobreexpresa 
al final de la etapa logarítmica y además se secreta al medio durante la fase estacionaría 
(Nacleiro, y col., 1995). La cat-2 únicameme se encuentra en las esporas. 

Ciclo de vida. 

La espora de B. cef9US como entidad latente, tiene una actividad metabólica basal que 
se incrementa al encontrarse en las condiciones aptas para su germinación. Simultáneamente a 
este incremento, suponemos que la catalasa spo-prot desaparece para solamente expresar la 
catalasa vegetativa, que es la enzima del crecimiento logaritmico. 

Estos datos se apoyan en el hecho de que en B. subtilis se presenta una catalasa 
exclusiva de las esporas (kat-x) que deja de ser transcrita y entonoes se transcribe nuevamente 
el gen kat-A Oa catalasa del estado vegetativo) 20 minutos después del inicio de la germinación 
de la espora (Bagyan y col. 1998). 

De acuerdo a nuestros resultados, la actividad de catalasa no se incrementa hasta la 
etapa T3-4 de esporulación; el máximo de actividad lo encontramos en el estado T6, que 
corresponde a un minimo en los valores de la respiración aerobia; por lo cual, el aumento en la 
catalasa está más bien relacionado con las etapas de maduración de la espora. (Fig. 4.2). 

Se sabe que kat E de B. submis (el gen que codifica para la catalasa cat-2) y kat E en E. 
coli se regulan de manera similar pero los genes se controlan por óderentes factores 0, ae y o" 
respectivamente. Estos factores regulan además un número de genes que se inducen en la 
etapa de crecimiento estacionaría. El papel fisiológico de esos genes es conferir la resistencia a 
los múltiples factores adversos a los que están sometidas las células en este estado; la slntesis 
de kat E de B. subtilis se induce por calor, etanol o sales asi como por la fatta de glucosa en el 
medio (Engelman y col., 1995). 

Adicionalmeme a los resultados de la variación de la actividad, encontramos que la 
catalasa presente en el crecimiento logarítmico y durante las fases de la esporulación no se 
excreta al medio de cultivo como sucede en Bacillus subtilis en donde la catalasa del crecimiento 
vegetativo (Cal 1) es secretada al medio durante la fase estacionaria para completar su 
protección corrtra el estrés oxidativo (Nacleiro, y col. 1995). 

En las esporas libres de B. cef9US se detectaron 2 enzimas de catalasa, una de mayor 
movilidad eleclroforética denominada spo-teg porque se encuentra en el tegumento de la espora 
y coincide con la banda de la catalasa del crecimiento logaritmico. La otra isoenzima tiene una 
movilidad menor y se encuentra en el protoplasto de la espora por lo que se le llamó spo-prol 

A pesar de que la catalasa del protoplasto se encuentra presente en cantidades muy 
limitadas (su actividad especifica es de -4 veces menor comparada con la actividad de la 
catalasa del tegumento de la espora) parece ser que la importancia fisiológica seria eliminar el 
H202 formado durante la germinación para eventualmente desaparecer y ser sustituida por la 
cat-veg, la cual persiste en la etapa vegetativa y en las fases de la esporulación, inclusive en la 
espora libre (Fig. 4.4a y b). 
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Debido a esta diferencia en la compartamentalización de las enzimas de las esporas, se 
pudieron obtener de manera separada fracciones con cada tipo de enzima para caracterizarlas 
posterionnente. La catalasa del tegumento se extrajo con un tratamiento con detergente y a las 
esporas "rasuradas" (obtenidas después de este proceso) se rompieron para obtener la fracción 
del protoplasto que contiene a la spo-prot. 

Genninaclón 

Las esporas rasuradas (sólo con la catalasa-peroxidasa spo-prot) tienen un porcentaje 
de genninación más bajo que las esporas integras (aproximadamente un 20%) (Fig. 4.24). Esto 
nos puede sugerir que la catalasa del tegumento (spo-teg) y/u otros componentes, son 
necesarios para que las esporas germinen adecuadamente. Es probable que el tratamiento con 
el detergente haya dañado aigun,,~ de las células. 

Por otro lado, ai comparar la actividad especifica de catalasa en las esporas integras 
incubadas en el medio minimo o en el medio G2x se ve que, la actividad en el medio de cultivo 
(G2x) va en aumento mientras que en el medio con saies la actividad se mantiene casi 
constante. Esto era de esperarse debido a que el metabolismo de una célula vegetativa es 
mayor ai de una espora germinada y por lo tanto aumentó también la generación de EROS en 
las células (Fig. 4.25 Y 4.26). 

Durante la genninación de las esporas de B. cereus se detectó un aumento en la 
actividad de cataiasa aproximadamente a los 80 minutos, tiempo en el cuai ocurre la primera 
división celular. 

Sabemos que ese aumento corresponde a la presencia de la cataiasa en el estado 
vegetativo; sin embargo, no pudimos identificar en los zimogramas el momento del reemplazo de 
la catalasa spo-prot por la catalasa vegetativa. Esto fue debido a que la actividad de la catalasa 
presente en las células germinadas (primarias) es muy pequeHa y a que las técnicas utilizadas 
para romper a las mismas fueron ineficientes para liberar la cantidad suficiente de enzima que 
pudiera evidenciarse mediante los zimogramas. 

PJ comparar la misma actividad de cataiasa de las esporas Integras y sin tegumento, 
pero en un medio sólo con genninantes, las actividades se mantienen constantes. Los resultados 
indican que las células cuentan con la misma actividad presente en el momento de la 
germinación hasta la fonnaci6n de la célula primaria. 

5.2 Caracteristicas cinéticas de las catalasas 

Existen microorganismos que tienen dos cataiasas con drterentes funciones. Una 
catalasa monofuncionai o tipica que sólamente dismuta peróxido de hidrógeno y una catalasa­
penoxidasa que además utiliza ai H2Ü2 para oxidar una gran variedad de compuestos (Hochman 
y Shemesh, 1987). 

De acuerdo en los anáiisis hechos para B. cereus se vió que la catalasa vegetativa 
presente también en el tegumento de las esporas, se trata de la misma enzima: una catalasa 
tipica; y que la catalasa del protoplasto de la espora es una catalasa-penoxidasa. 

Este hecho lo descubrimos inicialmente debido a que la cataiasa del protoplasto de las 
esporas presentó una resistencia al inhibidor especifico de estas enzimas, el aminotriazol, (Rg. 
4.11). Nuestros resultados se confinnaron al realizar el análisis de actividad de peroxidasa con 
pinogaiol (Tabla 4.3) se muestra que la actividad de peroxidasa se incrementa conforme avanza 
el proceso de esporulación. Los zimogramas revelados para la actividad de peroxidasa nos 
demostraron la actividad de esta enzima, asi como que esta catalasa se podrla empezar a 
sintetizar durante la etapa T5 ya que se observa una banda con la misma movilidad 
electroforética que la enzima de las esporas y la de la catalasa spo-prot en su fracción 
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parcialmente pura (Fig. 4.14). Estas bandas reveladas con letrametilbencidina coinciden con las 
bandas reveladas p<l"a actividad de catalasa en los zimogramas para las muestras de esporas 
totales y spo-prot semipura. 

Adicionalmente se encontró que la catalasa-peroxidasa spo-prot tiene capacidad 
peroxidativa con los donadores de electrones comunmente usados: el pirogalol, el guaiacol y la 
o-dianisidina pero no con ascorbato y NAOPH. Sobre este aspecto, aún no se ha identificado el 
sustralo o sustralos naturales para este tipo de peroxidasas (Halliwel y Gutteridge, 1989). 

El análisis del tratamiento de las catalasas con disolventes (etanoVdorofornno) nesult6 
ser una herramienta útil para obtener una fracción con una actividad impontante de la catalasa 
del tegumento ya que ésta al ser una catalasa tipica, es resistente a este tipo de tratamiento 
mientras que la catalasa del protoplasto de la espora ~gual que' otras catalasas-peroxidasas 
reportadas) no sobreviven a él (Goldberg y Hochman, 1989). 

Sobre el aspecto de purificación de las enzimas de las esporas, cabe adarar que aunque 
en los geles de proteina no se observa a las catalasas (spo-prot y spo-teg) totalmente puras, 
estas muestras parcialmente purificadas nos fueron de gran utilidad para tratar de diferenciarlas 
y caracterizarlas bioquimicamente. 

los valores de K. encontrados para nuestras enzimas concuerdan con lo reportado para 
las diferentes catalasas ya que las enzimas monofuncionales tienen valores de K. mayores para 
el H,o, que las catalasas-peroxidasas. Sin embargo, el valor de KM (17 mM) encontrado para la 
catalasa-peroxidasa de B. cereus es ligeramente mayor al reportado para otras enzimas de este 
tipo como la de K. pneumoniae y para la catalasa-¡¡eroxidasa presente en el bacilo alcaI6filo YN-
2000 que tienen una K. de 6.6 mM, valor similar al encontrado para la catalasa de E. coli (HPI) 
de 3.9 mM Y la de R. capsulatus y Synechococcus PCC7942 que son de 4.2 mM (Yumoto, y col., 
1990) (Matsuda, y coI.,1996) (Hochman y Goldberg, 1991). 

En B. subtilis, las KM son de 40.1 mM Y 78 mM para cat-l y cat-2, respectivamente 
(Loewen y Switala, 1987'. 19872). El valor de KM (54 mM) encontrado p<l"a las catalasas de las 
esporas de B. cereus se encuentra dentro de estos valores. 

Se han reportado los valores de punto isoeléctrico (P.I.) para las catalasas-peroxidasas 
de Halobacterium halobium, 3.8; 5.2 para la de VltreosciUa y 4.5 para la de Rhodopseudomonas 
capsulata (Gjesing, 1991; Abrarns y Webster, 1990; Hochman y Shemesh, 1987). Sin 
embargo,encontramos que la catalasa-peroxidasa de B. cereus tiene un P.I. básico (de 6.4) Y 
que la que presenta un valor á::ido es la catalasa tipica presente durante todo el ciclo de vida de 
la bacteria e indusoen el tegumento de las esporas, su valor es de 4.14. 

Pd analizar el efecto del pH sobre la actividad de catalasa, se encontró que la catalasa 
del estado vegetativo, que persiste en el proceso de esporulaci6n e induso se encuentra en el 
tegumento, tiene un comportamiento independiente del pH con una meseta entre 6.5 y 9; 
mientras que la cataIasa del protoplasto de la espora va incrementando su actividad haciéndose 
similar entre los valores de pH 7.5 Y 10 pero no tiene un pH óptimo daro.los resultados para la 
cat-veg y la spo-teg coinciden con lo reportado para otras catalasas tipicas, sin emb<l"go, el 
comportamiento que presenta la spo-prot es atipico ya que la actividad de catalasa es 
extremadamente dependiente del pH para las catalasas-peroxidasas de otros microorganismos. 
No obstante, los ensayos reportados en la bibl"lOgrafia se realizaron en condiciones de bajo 
poder amortiguador en algunos valores de pH, asi como que la fuerza iónica del amortiguador 
no se encontraba controlada (amortiguador de fosfalos) (Loewen y Switala, 19872, 1988). 

Sobre este aspecto, Nadler y col (1986) reportaron que algunos componentes presentes 
en el amortiguador de reacción podrian afectar la fonma que presenta la curva de actividad frente 
al pH. 

Pd realizar nuestros ensayos en las condiciones anterionmente senaladas (de bajo poder 
amortiguador) las dos enzimas muestran el comportamiento tipico de cada eSpecie; la catalasa 
del estado vegetativo y spo-teg muestran nuevamente una meseta de actividad en los valores de 
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pH de 6 a 11, mientras que la spo-prot presenta una curva tipica de campana siendo su pH 
óptimo de 7.5. 

Se han reportado al cianuro y a la azida como inhibidores comunes de las catalasas y 
las catalasas-peroxidasas (por ser hemoproteinas) (Margoliash y col., 1960). 

No obstante, cabe mencionar que no existe un patrón general de inhibición con cianuro 
para las catalasas reportadas de diferentes organismos. La concentración para lograr el 50% de 
inhibición para estas enzimas (tanto tipicas como las catalasas-peroxidasas) va desde 3 mM 
para la catalasa de Peniciflium simplicissimun (Fraaije y col., 1996) hasta 100 ¡!lA para la 
catalasa-peroxidasa de Bacillus aIcaIófilo (Yumoto y col., 1990) y para la caI-2 de B. subUlis 
(Loewen y Switala, 1988), por lo tanto la concentración de este compuesto necesaria para inhibir 
a nuestras enzimas en el mismo porcentaje está por debajo de los valores indicados (Fig. 4.8). 

Igual que para la inhibición con cianuro, no existe un patrón tipico O general para la 
inhibición con azida de las catalasas reportadas en otros microorganismos, el intervalo de 
concentraciones para obtener un 50% de inhibición va desde 1.1 ¡!lA para la catalasa-peroxidasa 
y 27.51'M para la catalasa tipica, ambas de Klebsiefla pneumoniae (Goldberg y Hochman, 1989) 
hasta 150 ¡!lA para la catalasa-peroxidasa de Rhodopseudomona capsulata (Hochman y 
Shemesh, 1987) y para la de Vdreoscifla (Abrahams y Webster, 1990). Nuestros resultados 
muestran que la catalasa presente en el tegumento de las esporas de B. cereus es un poco mlls 
sensible a la azida ya que presenta un 50" .. de actividad remanente a concentraciones de 0.3 
¡lM. En cambio la catalasa del protoplasto de la espora necesita una concentroción 10 veces 
mayor para inhibirse en el mismo porcentaje (Rg. 4.18). 

5.3 Posible papel de las catalasas en B. cereus 

Se ha reportado que las catalasas-peroxidasas fueron el primer sistema que tenia la 
función de descomponer el H2Ü2 debido a que éstas se han encontrado presentes en las 
cianobacterias y a que muchos organismos procariontes sólo presentan este tipo de sistema 
antioxidante y no peroxidasas que atrapen los peróxidos (Klotz y col., 1997). 

E. coti sintetiza dos enzimas diferentes con actividad de catalasa, una monofuncional 
(HPII) y una catalasa-peroxidasa (HPI) las cuales se regulan de manera distinta. 

S nivel de la HPI se incrementa en respuesta al peróxido de hidrógeno extemo, y la HPII 
se incrementa de 10 a 20 veces durante la fase estacionaria. Esto sugirió que la HPII funcionaba 
en las células sin crecimiento, mientras que la HPI cumplia un papel general de antioxidante en 
la fase de crecimiento Iogaritmico con un efecto especifico sobre la función y estructura de la 
membrana (Loewen y col., 1985). 

Algunos ejemplos más mostraron que algunas catalasas no tienen una función crucial en 
el crecimiento activo de los cultivos, a menos que las células se expongan a H,o, externo yen 
algunos otros organismos como R. capsulatus, la descomposición del peróxido formado durante 
el crecimiento exponencial depende de manera importante de la presencia de una peroxidasa. 

En la bacteria aeróbica Vdreoscifla sp. la catalasa-peroxidasa tiene como función 
principal el dismular el peróxido de hidrógeno generado por su hemoglobina (Abrams y Webster, 
1990). 

De manera similar, se sugiere que las catalasas-peroxidasas funcionan en algunos 
organismos, principalmente como peroxidasas catalizando la oxidoción de algunos sustratos 
importantes como el NADH o NADPH o participando en algunas vias del metabolismo 
degradativo o regulando el estado redox de la célula ya que puede oxidar nucleótidos de piridina 
(Hochman y Goldberg, 1991). 

Apoyados en el hecho de la diferencia en la presencia, características y 
compartamentalización de las catalasas durante el cicio de vida y en las esporas de B. ceneus, 
pensamos que cada una de ellas tiene una función especifica dentro de la bacteria. 
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Nuestro trabajo muestra que la catalasa tipica está presente durante el crecimiento 
logarítmico, incrementa su actividad sólo en las últimas etapas del proceso de esporulación y se 
encuentra en el tegumento de la espora. Esto indica que el papel de la enzima seria 
contrarrestlJ" el H,Q, formado durante el crecimiento exponencial y durante el proceso de 
maduración de la espora. 

Por otra parte, la catalasa-peroxidasa presente en el protoplasto de la espora libre (spo­
pro!) podría tener como función principal el contarrestar los efectos de las posibles EROS 
producidos durante la transición de la latencia a la activación del metabolismo germinal o bien 
debido a la capacidad de oxidar varios sustratos, pueda tener un papel en la regulación del 
estado redox de la célula. 

Sugerimos que la enzima spo-prot se expresa, de acuerdo con nuestras 
detenninaciones, al final de la esporulaci6n. Pensamos que esta enzima podria ser producto de 
la activación de un gen muy tardio de este proceso Y es conocido que la expresión diferencial de 
estos genes depende de algunos de los factores (J especlficos que sólo se expresan en la etapa 
que tes corresponde y que reconocen de manera especifica sólo ciertos promotores. 

Posterior a la germinación, esta enzima seria remplazada por la catalasa tipica para 
funcionar en el crecimiento vegetativo, lo cual es un indicio de que las dos enzimas se regulan de 
manera distinta. AsI pues, esta es una enzima que se nos presenta como un atractivo tema para 
su estudio posterior con técnicas de biologia molecul ... : aislando, clonando y secuenciando los 
genes que codifican a las d~erentes catalasas p ... a analizar su expresión y regulación 
transaipcional durante la esporulación y frente a diferentes condiciones de estrés. 

Nuestras sugerencias se basan en las investigaciones de Bagyan y colaboradores 
(1998) en B. subtilis que reportan la presencia del gen Cal-x, que aunque su produclo no ha sido 
caracterizadO, se ha visto que se expresa entre 1.5 y 2 horas después de la inducción de la 
esporulación, encontrándose en las esporas maduras. Es activo durante los primeros minutos de 
la genninación de la espora por lo que se piensa que pueda tener un papel importante en ese 
periodo del desarrollo de la bacteria. Kat-A Oa catalasa del estado vegetativo) se empieza a 
transaibir nuevamente hasta 20 minutos después del inicio de la germinación de la espora. 

ESTA TESIS NO SAlLE 
DE LA BIBUOTECA 



40 

6. CONCLUSIONES 

Con base en los resultados obtenidos, podemos concluir que: 

- En el ciclo de vida de Bacillus cereus se expresan dos catalasas asociadas con la 
diferenciación celular: una en la etapa logarttmica y otra en la espora. 

- B. cereus no excreta sus catalasas al medio de cultivo. 

- Las esporas de B. cereus presentan dos catalasas en diferentes compartmentos de la 
misma y con diferentes características bioquímicas: 

- La catalasa spo-teg se encuentra asociada al exosporio. Esta enzima es la misma que 
se expresa en el citoplasma de la célula en estado logarítmico y durante el proceso de 
esporulación. Es una catalasa monofuncional. 

- La catalasa spo-prot se encuentra en el protoplasma y es una catalasa-peroxidasa. 
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