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RESUMEN: En el trabajo se comenta un dispositivo experimental destinado
a la medicién simultdnea de dos parametros relacionados con la cinética del
crecimiento de un cultivo bacteriano: termograma microcalorimétrico y evolu-
cién de la concentracién de oxigeno en el medio. Los resultados obtenidos con
diversas cepas bacterianas aisladas en el medio marino sugieren una interpre-
taciéon metabdlica general de los termogramas de cultivos bacterianos.

SUMMARY: IDENTIFICATION OF METABOLICS PHASES IN THERMOGRAMS OF BACTERIAL
CULTURE. We present an experimental device specially conceived in order to
measure two relevant parameters of the growing of a bacterial culture: the
microcalorimetric thermogram and the evolution of the oxygen resources in
the medium. The results obtained with several strains suggest a general meta-
bolic interpretation of the microbiological thermograms.

INTRODUCCION

En una serie de recientes trabajos (MoNk & Wapso, 1975; WAGENSBERG et al.,
1978) se han propuesto primero y admitido después ciertas interpretaciones
cualitativas de los termogramas microbiolégicos. El punto central de la pro-
blemética planteada reside en la correcta identificacién de las trayectorias
metabdlicas que recorre el cultivo a partir del momento en que es inoculado
en un medio fresco, aspecto que interesa no sélo desde un punto de vista es-
trictamente fisiolégico sino que ademds presenta implicaciones de tipo eco-
l6gico como se discutird més adelante. El comportamiento de las cepas ensa-
yadas, que en general es facultativo, muestra una breve etapa de metabolismo
que se desarrolla con presencia de oxigeno en el medio (puede clasificarse co-
mo aerobio) precediendo una gran fase anaerobia. Este hecho invita a inter-
pretar paralelamente las dos fases diferenciadas, que en general, muestran
los termogramas.

* Recibido el 13 de noviembre de 1980.
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La utilizacién de técnicas microcalorimétricas para la caracterizacion de
cepas bacterianas requiere dos hipétesis de trabajo: 1) el principio de co-
rrespondencia entre la alternativa metabolica y el termograma, y 2) una mini-
ma reproducibilidad en el comportamiento de las cepas una vez fijadas las
condiciones del experimento. Para explorar la viabilidad de estos supuestos
se ha disefiado un sistema capaz de medir la evolucién temporal de la disi-
pacién calorifica y del consumo de oxigeno disuelto en el medio de una forma
directa, simulténea, independiente y en continuo. La principal ventaja de este
dispositivo reside en que los pardmetros que representan las magnitudes a re-
lacionar por la primera hipétesis se refieren a un mismo proceso (con lo que
se evita tener que confiar en experiencias paralelas) y permite a su vez el
control de la segunda de las hipétesis.

CUADRO 1

Condiciones de aislamiento de las cepas bacterianas
utilizadas en este trabajo (TEIERO et al, en preparacién).

CONDICIONES DE AISLAMIENTO

Profundidad Oxigeno

(m) (ml/}) Posicion

Enterobacter 0 58 42° 10 N
9° 20" O

Pseudomonas 1 0 51 43° 10" N
9° 10" O

Flavobacterium 20 52 20° 00" N
19° 00" O

Pseudomonas 11 1000 43 43° 10" N
9° 10 O

Pseudomonas 111 1200 43 42° 10" N
9° 200 O

Los resultados obtenidos lo han sido en el empleo de distintas cepas bac-
terianas marinas aisladas en el curso de una serie de campaiias oceanograficas
realizadas en la zona de afloramiento del NO de Africa y en la plataforma de
Galicia (véase cuadro 1). Dichos resultados determinan, como se vera, el ver-
dadero alcance de las hipétesis mencionadas y ofrecen la posibilidad de un
estudio preciso del proceso de adaptacion de las células en ambientes de con-
diciones variables. Y ello en dos escalas temporales diferentes: una rapida
durante el transcurso del desarrollo de la poblacién bacteriana entre el in6cu-
lo y su virtual extincién o estabilizacion, y otra lenta que interesa a las varia-
ciones sufridas tras sucesivos desarrollos idénticos en el laboratorio.
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MATERIAL Y METODOS

El crecimiento bacteriano se ha realizado en la célula de un microcalori-
metro tipo Vian-Calvet, herméticamente cerrada, con 6 ml de medio de cul-
tivo MH (VALLESPINGS y TEJERO, 1977). El sistema experimental (fig. 1) es esen-
cialmente el mismo descrito en un trabajo anterior (WAGENSBERG et al., 1978)
con la diferencia que en este caso se ha incorporado un analizador de oxigeno
ORBISPHERE 2603 acoplado al tapén doblemente roscado de la célula calori-
métrica. El extremo de la sonda, una célula polarografica completa con elec-
trolito y membrana, queda sumergida en el cultivo. Las pruebas realizadas

indicador 0,

reglstrador

i
sonda

céluia

sefal termica

cultivo

P
termopares

Fic. 1. Esquema del sistema experimental utilizado para la realizacién
de las pruebas comentadas en el texto.

sin inéculo garantizan la estabilidad de la sefial, con una deriva inapreciable
dentro de los margenes temporales en los que se desarrolla la experiencia,
y una satisfactoria independencia de dicha sefial con la disipacién energética
del cultivo bacteriano en crecimiento (la sonda disipa 7,1 pw constantes y es-
tables frente a los 300 yw que suele alcanzar el maximo de la potencia calori-
fica liberada por las bacterias).

Las dos sefiales son por tanto la expresién de dos mediciones independien-
tes sobre un mismo proceso biolégico y debidamente amplificadas, se recogen,
en continuo, en un registrador de doble canal cuya velocidad de evolucién
se fija en 2 cm/h.

Cada experiencia requiere la sustitucién de la membrana del extremo del
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sensor cuya sensibilidad depende de la tension a la que se encuentra sometida.
Ello obliga a una calibracién de la sefial de oxigeno previa a cada medida.

En el cuadro 1 se recogen las condiciones de aislamiento de las distintas
cepas utilizadas, cuya sistematica se ha realizado segin la metodologia ex-
puesta en TEJERO et al., en preparacion.

RESULTADOS

En la figura 2 se representan cuatro registros tipicos, correspondientes
a las cepas ensayadas. La linea continua es la del termograma y la discontinua
indica la concentracién residual de oxigeno disuelto presente en el medio.
Un primer andlisis de los resultados obtenidos pone de manifiesto que el ago-
tamiento del oxigeno en el medio coincide exactamente con una paralizacion,
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Fic. 2. Registros tipicos correspondientes a cuatro de las cepas bacterianas ensayadas.
El trazo en continuo representa la evolucién del termograma y la linea de puntos corres-
ponde a la concentracién de oxigeno disuelto presente en el medio.

al menos temporal, de la actividad energética de la poblacién bacteriana en el
interior de la célula calorimétrica. Durante una primera fase la poblacién
bacteriana se desarrolla con metabolismo aerébico en presencia de oxigeno.
Las cepas que se adaptan a las nuevas condiciones en ausencia de oxigeno pro-
siguen su actividad energética hasta que interviene algin otro tipo de factor
limitante (probablemente, el agotamiento de algtin nutriente).
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Hasta aqui los resultados confirman las sospechas adelantadas en la lite-
ratura del tema. Sin embargo, en los termogramas en los que hay una sola fase
aparente, lo que puede suponer un fuerte solapamiento de fases, la interpre-
tacién no es tan directa. Los casos de las figuras 3a y 3b son muy reveladores
al respecto. En la figura 3a se pone de manifiesto la simultaneidad de ambas
fases. En la figura 3b aparece, en cambio, una gran fase anaerobia precedida
por una breve fase de adaptacién. Se trata de un caso que, sobre el termogra-
ma, pudiera ser facilmente confundido con el de la figura 2d.

El caso de la figura 3a afecta también la reproducibilidad del comporta-
miento bacteriano a largo plazo, ya que corresponde a la cepa de Flavobacte-
rium en una experiencia realizada seis meses después de haber obtenido ter-
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F1Gc. 3. a y b: termogramas atipicos, con una unica fase. ¢ y d: cultivo mixto con las
cepas de Flavobacterium y Pseudomonas 1I, donde se evidencian las distintas estrategias
energéticas. En el primer caso, la relacion de indculos es de 10-° y en el segundo de 1072,

mogramas como el de la figura 2. Esta cepa que se caracteriza por presentar
sorprendentes organizaciones temporales con trascendencia en ciertos proce-
sos evolutivos (WAGENSBERG, et al., 1978) ha derivado a partir de un comporta-
miento metabdlico casi aerobio estricto en un principio.

Las figuras 3c y 3d corresponden a las primeras pruebas realizadas para
estudiar la competencia entre cepas distintas de bacterias, caracterizadas por
presentar perfiles térmicos muy distintos, al ser inoculadas en un mismo me-
dio simultdneamente. Se trata con ello de explorar las posibles ventajas que
proporcionan las respectivas estrategias energéticas. Para ello se han utilizado
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las cepas de Flavobacterium y Pseudomonas II (véase cuadro 1); las relacio-
nes de inéculo han sido 10-% (fig. 3¢) y 10~* (fig. 3d). Como puede observarse,
los estadios intermedios son perfectamente reconocibles con la ayuda del
analizador de oxigeno.

CONCLUSION

La técnica descrita, con la incorporacién del sensor de oxigeno, permite
el analisis de una doble cinética de gran valor para el reconocimiento y el
estudio de procesos biolégicos de adaptacién y de organizacién en general
(Lurie & WAGENSBERG, 1979).
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