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Introducción . 

La microcalorimetría es una técnica de aplicación relativamente recien 

al estudio de los procesos de intercambio energético entre un sistema bio

lógico y su entorno. Las investigaciones realizadas en diversos campos 

(estructura y función de macromoléculas _(Privalov, 1980), metaboli smo de 

sistemas celulares(Belaich,1980; Kemp, 1980), etc.) ponen de manifiesto la 

potencia de la técnica microcalorimétrica, al combinar los resultados expe

rimentales con los conceptos de la Termodinámica del equilibrio y de proc~ 

sos irreversibles , para la elaboración de model os fisico-matemáticos , con 

la ventaja de ser una técnica no destructiva y sumamente sensible. 

En este trabajo se presenta un sistema experimental que permite la com 

binación de parámetros intensivos con las medidas calorimétricas y su apl~ 

cación a la cinética del crecimiento de las cepas bacterianas Serratia ma

rinorubra IP75 en medios complejos y Serratia marcescens ATCC 274 en medio 

mínimo de glucosa. 

Termoquímica del crecimiento bacteriano. (Prigogine , Defay,1954; Lurie 

et al. 1979; Belaich, 1980). Los intercambios energéticos a través de los 

límites de un sistema están regidos por los dos principios de la Termodiná 

mica: 

(1 ) dU = Q - p dV (solo se intercambia trabajo de expansión) 

(2) T dS ~ Q (= en proc . reversibles, > en proc. reales) 

La desigualdad ( 2) puede expresarse tambien como 

(3) T dS = Q + Q' 
• 

siendo Q' ( ~ o la producción de calor en el interior del sistema, aso-

ciada a la irreversibilidad de los procesos internos y Q ( ~ O ) es el < 

calor intercambiado con el entorno . Por tanto las variaciones de la función 
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de estado entropía, as~ Q / T pueden expresarse por 

as = Q / T + Q • / T + fs. 
l. 

donde J Si y J Se no corresponden a variaciones de funciones de estado, 

sino que representan la producción interna de entropía y el intercambio 

entrópico del sistema con su entorno respectivamente ( r s.> o y Is < o en 
l. e 

sistemas vivos). 

La producción de entropía correspondiente a una reacción química es pr~ 

porcional· al avance)~ de la misma 

,JS¡ =~•::=A · ¿{, ~o 

o bien 

donde A es la afin:j.dad ( A= -( ;: 1 ) y v la velocidad de reacción . En 
,P 

un sistema de.J' reacciones 

T fs.- ~ 2-Af · zt >,,o 
át Ss,• 

La Termodinámica de los procesos irreversibles establece que es 

una función monotona decreciente . durante el desarroll o de los sistemas vi

vos (Lurié , Wagensberg,1979) alcanzando un mínimo en el estado estacionario . 

Finalmente ~~: = O al desaparecer las ligaduras del estado estacionario 

y alcanzarse el estado de equilibrio termodinámico. La interpretación del 
J.5• 

término ,,li ( a partir de l as var iaciones de variables intensivas del sis 

tema} junto con la combinación de medidas microcalorimétricas directas del 

término de intercambio ;;~: Q / T permite la aplicación de la Termodiná

mica de procesos irreversibles al estudio de la evolución de los sistemas 

biológicos . 

La aplicación de las leyes de la Termodinámica clásica al estudio mi

crocalorimétrico de cultivos celulares, permite la interpretación de resul 

tados sobre la cinética de crecimiento, eficacia metabólica, etc. en dis

tintas condiciones ambientales (medio de cultivo, temperatura, etc.). Para 

este fin el sistema termodinámico que consideramos es el formado por 

"células+ medio de cultivo" 

y sus límites son las paredes ríg, das de la cubeta del microcalorímetro ce 

rrada herméticamente. En estas condiciones se trata de un sistema cerradoe 

volucionando a T y p constantes y por tanto los intercambios de calor a -

través de la cubeta del calorímetro corresponden a los cambios de entalpía 



del cultivo 

(4) dH = = T J S 
e 

y dado que 

dH = dG ~Tas= dG ~ T Js 
e 

+ T Js. 
l. 

en nuestras condiciones experimentales - d G 

La ecuación (4) equivale a las siguient es 

d.H 
(i'r,, ::: T- f.s~ 

dt : -;¡:r 

(5) ~ elll 4 q)T, p Á. -r J.5t. 
Tt ::. -= -lt w, 1M IN! 

siendo m la "biomasa" del cultivo. 

Las variaciones de entalpía son consecuencia del metabolismo celular en 

donde estan acoplados los procesos de catabolismo y anabolismo, por lo que 

podemos expresar la ecuación (5) como 

(6) 

Dado que la producción de calor es debido,fundamentalmente, al consumo de 

sustrato y la actividad anabólica tiene por finalidad la producción de nue 

va biomasa la ecuación (6) toma la forma 

A. • Á d. [.S..,st.] · Kc 
A. Jw, 

Ka- (r, f>) (7) q, :; +- ;Tt: .,,.., ....., Y"" el t 

siendo K la energía obtenida por mol de sustrato metabolizado y K la 
c a 

energía necesaria para aumentar un gramo la biomasa . De acuerdo con Belaich 

et al. (1968) en el estudio de sistemas microbiológicos 

por lo tanto 

(8) 
,1. 
,_ ,,..., 

:: A .K_ 
c. c. 

donde A 
c 

es la actividad catabólica específica del cultivo. Las medidas 

calorimétricas de Q(t), por consiguiente, nos permiten determinar la acti 

vidad catabólica del cultivo, y su integración temporal 

(9l Jé cp et> d t = L1 fl (t) 
o 

la variación de entalpia del sistema . La combinación de Q(t) con medidas 
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de parámetros específicos adecuados ( m(t) , (sustrato) ,[prod . finales) , 

finterm . metabJ ,[o
2

] , etc . ) permite el estudio de la cinética y eficacia 

metabólicas de cada cultivo. 

Material y métodos. 

1. - Sistema experimental. La respuesta del calorímetro es proporcional 

al valor instantáneo de Q(t) y este índice es forzosamente inespecífico da

do su caracter aditivo de todos los procesos que tienen lugar en el cultivo 

(ec. 6 y ss . ). La figura 1 esquematiza el dispositivo experimental , diseñado 

para este estudio , consistente en tres sistemas que evol ucionan paralelame.!!_ 

te y en idénticas condiciones ambientales, a partir de un mismo inóculo 

previamente homogeneizado, lo cual r educe el riesgo de comportamientos di

vergentes y permite la correlación temporal de los distintos parámetros o!?_ 

tenidos/pudiendo con ello identificar cada fase del termograma con una es

trategia metabólica determinada del cultivo. 

1 - ·- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - • - - - - - - - - - - -, 
1 

1
1 

.-----.. T:cte 1 
inoculación 

1 in1c1al 1 1 

l / ho=~¡ =,ón ~ 
SISTEMA 1 

m,crocalorímetro 

---- -
O:t) 

nanovoltímetro 

registrador 

SISTEMA ll SISTEMA ffi 
1 

espectro¡luorímetro 
sensor cull1vos para:¿,t.:,s .... 

pol;v-og-_i¡ i c o de control 
1 

1 

- - - - - ---- - - --- - - -- _J 

[NADH) ( 1) 
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l regIs trador 1 

- proceso de datos , . . , 

l 
(sustrato *t) 

totag(t) [prote,na 

Fiq . 1. - Diagrama de bl oques correspondiente al sistema experime.!!_ 
tal 



El sistema I proporciona la señal de potencia cal orífica disipada Q(t) 

obteni da mediante un microcalorímetro estanco ("batch-microcalorimeter" ) 

del tipo Tian- Calvet (Calvet , 1962) . El sistema II está destinado a la ob

tención de parametros específicos . El cultivo se desarrolla en la cubeta 

termoestatada y hermética de un espectrofluor ímetro Perkin- Elmer 3000 a la 

que se ha ·adaptado el sensor polarográfico de un medidor de o
2 

Orbisphere 

6203. Este sistema nos permite obtener o2 (t) , la producción de biomasa a 

partir de l a densidad óptica del cul tivo(medida a 540 run) D. O. (t) y la CO_!: 

centración de sustancias con espectros de absorción y emisión característi 

cos como el NADH (340- 460nm) . El sistema III se util iza par a el control de 

sustratos y la calibración de la D. O. (t) con la producción de proteína. To 

dos los cultivos se desarrollan en células cerradas herméticamente , sin cá 

mara de aire y sin posteriores agitaciones .Para garantizar la repetitividad 

de l as di stintas pruebas la preparación del inóculo i nicial es i déntica en 

todos los casos. Una vez elegida la temperatura de cada prueba, esta se man 

tiene constante ( á T <. . 01) mediante un controlador RAX . 

2. - Material biol ógico . Las bacterias del género Serratia son de meta

bolismo facul tativo. La cepa Serrat ia marinorubra IP75 se utiliza para el 

estudio del crecimiento en medios complejos . La cepa Serratia marcescens 

ATCC274 , cuya fermentación anaer obia se especifica en la tabla I , es la u

tilizada para el estudio en medio mínimo de glucosa. Estas cepas se han 

mantenido en agar nutrit ivo a 42C siendo periódicamente resembradas . 

Los medios de cultivo utilizados son los siguientes: 

a) medios complejos : TSB (BBL) . La glucosa (2 . 5 g/1) es la fuente ener 

gética en la anaerobiosis . 

MH . Contiene bactopeptona (5 g/1) , extracto de le 

vadur a (1 g/1) y KN0
3 

(1 g/1) . 

b) medio mínimo: M- 911. 2 g/1 de glucosa como fuente energética y 

(NH4 ) 2so4 como fuente de nitrógeno. 

En los medios TSB y M-911 no es posible la respiración anaerobia dada 

la ausencia de un aceptor de electrones adecuado . El medi o MH por el contra 

rio no posee sustratos fermentables . 

Tabl ar .- Fermentación de la glucosa por Serratia marcescens. 

Producto 

glucosa 

2- 3 butanodiol 

moles 

1 

. 64 

~ H2 (kcal/mol) A H2 (kcal) 

- 302.03 - 302.03 

- 128.7 -82 .4 
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acetoína .02 ? ? 

etanol .46 -68.9 -31.67 

glicerol .01 -159.8 -1.59 

formiato .48 - 98.0 -46 . 94 

acetato .04 -116 . 8 -4.66 

lactato .10 -163.2 -16 . 32 

succinato .08 -225.7 -18.53 

co2 1.17 -98'.7 -115.47 

Resultados y discusión . 

Crecimiento en medios complejos. Identificación de fases metabólicas. 

Las figuras 2a y 3a muestran los termogramas correspondientes al crecimien 

to de Serratia marinorubra IP75 en los medios MH y TSB a 28 ~c. La primera 

fase del termograma se identifica facilmente, a partir de la medida d~ o
2 

disuelto en el medio (fig. 2b, 3b), como la fase aerobia del cultivo. Coin 

cidiendo con el agotamiento del o2 las D.O.(t) presentan una diauxia (vi

sible en 2b) correspondiente a la separación entre los comportamientos ae

robio y anaerobio . 

Dado el caracter facultativo de la bacteria y la composición de los me 

dios el metabolismo anaerobio ha de ser forzosamente distinto en ambos ca

sos: fermentativo en TSB y respiratorio en MH utilizando No; como aceptar 

de electrones. Sin embargo a partir de las figuras 2 . a, 2 . b no es posible 

diferenciar ambos comportamientos , lo que pone de manifiesto la necesidad 

de un nuevo parámetro específico . 

Las figuras 2.c y 3.c muestran los registros de la fluorescencia del 

cultivo a 340nm - 460nm característico del NADH, evidenciando un compor

tamiento totalmente distinto entre la anaerobiosis respiratoria (fig 2.c) 

y la fermentativa (fig 3.c). 

La figura 4 muestra superpuestos los anteriores parámetros, corres

pondientes a cultivos en medio MH y MH sin KNt 
3

. En este último medio no 

es posible un metabolímo anaerobio exógeno ya que no hay ningún aceptar 

final de electrones adecuado. Es lógico por tanto interpretar la actividad 

anaerobia como una fermentación endógena, posiblemente debida a la presen

cia de glucógeno sintetizado en la fase aerobia. En los medios MH y TSB es 

ta fase se encuentra superpuesta al metabolismo exógeno dando lugar al pr2:_ 
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Figura 2. Crecimiento en medio MH Figura 3.Crecimiento en medio TSB 

mer máximo relativo de la parte anaerobia. En la figura 4.b se observa la 

diferencia del crecimiento en ambos casos. Las figuras 2, 3 y 4 demuestran 

que el índice [NADH] (t) está directamente asoc Lado a la actividad metabó 

lica ya que se mantiene constante al cesar esta . Los incrementos de 1NADH1 

asociados a la fermentación en TSB y l as disminuciones asociadas a la "res 

piración de nitratos" en el MH concuerdan con las observadas por Harrison 

et al . , (1969) al indicar que el NAD (H) se reducía en condiciones de baja 

tensión de o 2 y se oxidaba al restaurarse la aerobiosis . Igualmente obser-
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v6 un aumento de NADB al añadir un sustrato fermentable a un cultivo de 

una bacteria facultativa (en su casq K. aerogenes) en condiciones de baja 

tensión de o2 . 

El índice [NADH] (t) , medido directamente del cultivo , permite dete~ 

tar distintos comportamientos en el metabolísmo anaerob1o y asociarlos con 

l os intercambios de calor registrados en el termograma, En la figura 5 se 

muestra el estudio correspondiente al crecimiento en medio TSB al que se 

han añadido las concentraci ones indicadas de I<No
3 

para permitir la respi-



ración anaerobia de los sustratos. La igualdad de la parte inicial del me

tabolismo anaerobio, en los medios que contienen KN03 , independientemente 

de la concentración indica una saturación de la actividad catabólica que 

puede estar asociada a una saturación de los mecanismos de transporte a 

traves de la pared celular . La energía total liberada, que corresponde al 

• área encerrada por Q(t), aumenta con la concentración de KN03 . Igualmente 

ocurre con los valores finales de la 0.0. , escepto en 0 . 5 g/1 . Las curvas 

(NADH] (t) indican la evolución del estado REOOX para el NAD(H) en un medio 

que permite simultáneamente respirar y fermentar.Es de destacar la coinci

dencia de las partes finales de los termogramas y de [NAD~(t), escepto en 

el caso de 0.5 g/1 lo que hace suponer que en este caso se ha superado un 

valor óptimo el cual puede determinarse a partir de la energía disipada y 

la biomasa final alcanzada. 

Crecimiento en medio mínimo de glucosa. Como hemos visto en la intro

ducción (ec. 8) la actividad catabólica de un cultivo es 

(10) A (t) = 
c 

1 
m (t) 

d S (t) 
dt 

sien90 m(t) y S(t) la biomasa del cultivo y la concentración de sustrato 

en un instante t . Para este estudio realizamos las siguientes hipótesis de 

trabajo: 

I) la energía disipada durante el crecimiento es proporcional al sus

trato consumido 
t. 

c11> f. <P Jt = <;l1:J -:: l,<c, • [.seo) 

<> 

sUl] 

donde K es la energía disipada por mol de sustrato consumido . 
c 

II) el aumento de la biomasa es proporcional al sustrato consumido 

(12) ,..,., (t)-= Ywi [.S(o) - S(t)] 

siendo Y la tasa de crecimiento por mol de sustrato. Aceptando la propor
m 

cionalidad entre m(t) y D.0.(t) las expresiones (lG) y (12) se convier 

ten en 

(13 . a) 
A. 

A~(n= -> o .o.(f 

J .S(f) 

"'t 
(13 .b) o. o. C r l = Y 0 [ .5 ( o l - .s t n ] 

a falta de determinar el factor de conversión entre m(t) y D.0.(t) . De (13 . 

a y 13.b) 

(14 .a) 

se deduce inmediatamente 

~T•T 
Kc.: ~ (14.b) Yo = 

D. o. (fo,,) 

.5 ( o) 
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Figura 8. Dependencia del crecimiento con la temperatura: 

8.a,b,c: cinética de las pruebas realizadas a distintas T. 

8.d: eficacia del crecimiento en función de T. 

De ( 1 O) se obtiene 
d 5{1-) 

( 15) 

y sustituyendo ( 11) , 
,{ 

Yo A' (f) -:: ( 16) 

dt 

(13 . b) y (1 5) en 

_i_ (p(t) 
éf}(t) • 

(13 .a) 

obtenemos el valor de la actividad catabólica a partir del termograma y de 

su integración temporal Q(t). Combinando (11) y (14 .a) obtenemos 

(1 7) .s U) 

la concentración de sustrato en cada instante en función de Q(t).En la fi 

gura 6 mostramos estos parámetros para el crecimiento de Serratia marces

censa 28 <?C. 
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Dado que en el medio de cultivo utilizado la concentración de glucosa 

es el factor limitante del crecimiento, podemos utilizar la parte final del 

termograma para representar la actividad catabólica A con respecto a la 
c 

concentración de sustrato S(t) (fig . 7.a). En la figura 7.b representamos 

la misma cinética en un diagrama de Lineweaver- Burk . El estudio de estas 

gráficas permite interpretar los mecanismos de transporte del sustrato y la 

afinidad global de la célula por el mismo (Belaich, et al . , 1968) 

La figura 8 muestra la dependencia de los parámetros Q(t) , Q(t) y O.O. 

con respecto a la temperatura. En la figura 8.d representamos en función de 

T (~C) la QTot , o.o. (fin) y el cociente 0.0.(fin)/QTot como medida de 

la eficacia termodinámica del crecimiento del cultivo en función de T. 
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