FACTORES FISICOS Y QUIMICOS QUE AFECTAN EL CRECIMIENTO MICROBIANO

1.-EL OXIGENDO.
Atendiendo a los requerimientos de oxigeno, los microorganismos han sido
clasificados en varias categorias, las cuales indican el mecanismo emplea-
do para satisfacer su necesidades energéticas. Estos grupos son:

T.- AEROBIOS ESTRICTOS u OBLIGADOS: Son aguellos organismos gue requieren-—
de oxigeno molecular para su crecimiento, el cual lo emplean como acep
tor final de electrones en sus cadenas respiratorias generadoras de -
de energia, pues este es el Unico mecanismo de que disponen para ello.
Dentro de este grupo se incluyen las siguientes especies entre otras:

Bacterias nitrificantes

Bacterias oxidadoras del fierro
Bacterias oxidadoras del azufre
Bacterias oxidadoras del hidrégeno
Bacilos esporuladores
Mycobacterium

Nocardia

11.-ANAEROBIOS ESTRICTOS wu OBLIGADOS: Son aquellos microorganismos que So-
lo son capaces de crecer en ausencia de oxigeno. Dadas las condicio-
nes fuertemente reductores que prefieren, disponen de reacciones que -
no involucran al oxigeno molecular como aceptor de electrones sino a -
compuestos organicos o inorgénicos diferentes y mediante ellas se abas
tecen de energia . Algunos de les microorganismos incluidos dentro de-
esta categoria se encuentran:

Bacterias desnitrificantes

Bacterias desasimiladoras de los sulfatos: Desulphovibrio
Clostridium pasteurianum

Clostridium acetobutyricum

Treponema pallidum

Clostridum tetani

Bacterias metanogénicas

II1I.-ANAEROBIOS FACULTATIVOS; son aquellos microorganismos que tienen la ha
bilidad de crecer en presencia o ausencia de oxigeno molecular. Cuan-
do esta disponible utilizan al oxigeno como aceptor final de electro-
nes, pero cuando no hay, obtienen su energia mediante reacciones fer-
mentativas. Entre estos organismos se incluyen:

Bacterias del Acido lactico: Streptococcus, Leuconostoc
Pediococcus, Lactobacillus

Staphylococcus
Corynebacterium
Pseudomonas aeruginosa
Streptococcus pyogenes
Streptococcus faecalis
Butyribacterium rett-geri
Zymomonas

Levaduras y coliformes
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IV.-MICROAEROFILICOS: Son organismos aerdbicos que requieren muy bajas -
tensiones parciales de oxigeno para su crecimiento, perdgson incapa——
ces de crecer a la presién atmosférica de oxigeno o en su ausencia.
Esto indica que estos orgsnismos poseen enzimas gque son inactivadas -
bajo condiciones ocidantes fuertes y se mantienen funcionales solamen
te a bajas presiones parciales de oxigeno. Estos suelen crecer en -
aguas contaminadas, mientras gue otros son patégenos para humanos, en
tre ellos se pueden citar los siguientes. z

Sphaerotilus natans: crece en aguas contaminadas
Legionella

Listeria 2 :
e e et r : patogenos para humanos y animales

Erysipelothrix =
Campylobacter
Hydrogenomonas

V.-AEROTOLERANTES: Son organismos anaerobios que no mueren por exposi-—--—-—
cion al oxigeno. Entre estos podemos mencionar a:

Butyribacterium retfgeri
Streptococcus  faecalis
Streptococcus lactis

El oxigeno es requerido por los microorganismos aerdbicos para dos —
propositos, como aceptor final de electrones en sus cadenas respiratorias y
una muy pequefia cantidad de oxigeno molecular es requerido como sustrato en
ciertas reacciones enzimaticas catalizadas por OXIGENASAS, por ejemplo las-
oxigenasas que participan en la degradacion del catecol y otros compuestos-
aromaticos por organismos pseudomonadales. Otras oxigenasas intervienen en
la sintesis de esteroles y acidos grasos insaturados como ocurre en las le-
vaduras.

El oxigeno puede ser téxico aln para los aerobios estrictos cuando es
abastecido ‘a una presioén mas alta que la atmosférica (20% O, vol/vol). Los-
organismos anaerdbicos son usualmente muy sensibles al oxigéno, aunque unos
pocos son aerotolerantes, en cambio los anaerobios estrictos mueren por ex-
posiciodn al oxigeno.

La toxicidad del oxigeno resulta de la formacién de productos toéxicos
en reacciones enzimaticas que involucran al oxigeno. Las flavoproteinas co
mo la D-aminoacido oxidasa forma el producto téxico: perdxido de hidrégeno
segun la siguiente reacciodn:
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: H,C R-C—C—OH + NH,

NH2

En reacciones enzimaticas que involucran al oxigeno tambien se gene——
ran pequefias cantidades de productos ain mas toxicos como son el anién lla-
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mado SUPEROXIDO (0_.°7) y los productos formados a partir de él como son el-

oxigeno singulete ( 02) y el radical libre hidroxilo (OH") que son altamen




te toxicos y reactivos.

Los mlgroorganismos que son capaces de crecer en presencia de oxigeno
¥-forman enzimas que destruyen estos productos téxicos; los aerobios lés—
aerotol?rantes forman la enzima SUPEROXIDO DISMUTASA (SOD) que cafaliZa la-
rg@uocion del-superoxido a perdéxido de hidrégeno y previene asi 1; forma——-
cion de mas productos téxicos com los sefialados anteriormente,

as la reaccidn-
de reduccién es la siguiente:

En Escherichia coli

se han descrito tres distintas superoxido dismuta
sgs? una es constitutiva y esti presente en niveles similares tanto en con-
diciones aerdbicas como anerobicas; mient
lo durantg gl crecimiento aerdbico. Las tres enzimas mencionadas se desig-
nan abreviadamente anotanto el simbolo del metal que tienen asociado -
ejemplo: Fe-S0D, Mn-SOD y Fe-Mn-SOD. g

ras que las otras dos aparecen so-

T = e = e . - z
LOS organismos aerdbicos y anaerdbicos facultativos forman tambien
una segunda enzima,

la siguiente manera:

la CATALASA que descompone el peroxido de hidrégeno de

_ La relacion SOD/catalasa en Escherichia coli es detis
halofilicos como Vibrio parahaemolyticus, Vibrio
leraesvaria en un rango de 0.9 a 2.1.

5 y para vibrios
alginolyticus y Vibrio cho

1 1 -
gn grupo‘bgrferldnﬂ capaz de crecer en presencia de oxigeno ‘son las -
bacterias del Acido lactico, las cuales no

forman catalasa; sin embar S

: : S A8 > g0 es-—
LOS organismos son capaces de descomponer el perdoxido de
mecanismo

catalizan

. + : : hidrégeno por un -
itferente que involucra enzimas conocidas como PEROXIDASAS, estas

o Gt 3 o
) la ?GGUCCIOP‘@] peroxido de hidrégenc pero empleando compuestos
organicos segun mostramos enseguida:

! .
Compuesto Organico —-———-————> Compuesto Orgéanico
reducido oxidadc

s ; e
| La destruccién del agente oxidante (H 0,) permite que el microorga——
nismo pueda crecer en presencia de oxigeno aungue carezca de catalasa

2-RADIACIONES

Las radiaciones muestran también un efecto dafiino sobre los microorga-
nismos, aunque en diferente grado segin el organismo y la longitud de onda
de la radiacién que recibe. Enseguida mencionamos los efectos que cada -—-
una de ellas opera sobre los microorganismos.

I1.- RADIACION ULTRAVIOLETA (100-300 nm): Su efecto letal maximo ocu—-—
rre a 260 nm que es precisamente la longitud de onda a la cual ab
sorben las bases puricas y pirimidicas del DNA. Los dafios que es
ta radiacién ocasiona sobre el DNA incluyen un amplio espectro
de mutaciones debido a sustituciones de bases asi como delesio—-
nes, induce rupturas endonucleoliticas de las cadenas polinuclo-
tidas, uniones entrecruzadas entre las dos cadenas polinucledti--
das, enlaces entre el DNA y proteinas, y dimeros de pirimidinas -
siendo éstos los que mas usualmente se forman. tales fotoproduc-—-
tos se ilustran en la figura 1.

Fig.1l. Estructura de un dimero de timina.

La sensibilidad de los microorganismos a la luz ultravioleta re-
sulta de 1a incapacidad de las células para hacerle frente a los dafios —-
causados en su DNA. Sin embargo, algunos microorganismos si son capaces-
de scbrevivir porque presentan mecanismos reparadores los que pode-—-
mos mencionar a la fotoreactivacidn, remocién de lesiones en la oscuridad
y recombinacién entre cromatides hermanas. En un mismo organismo pueden -
operar uno o mas al mismo tiempo.

Hay varias especies de Micrococcus altamente resistentes a la ra
diacion ultravioleta, Micrococcus radiodurans remueve rapidamente los di-
meros de timina y tiene también un alto nivel de resistencia a los rayos-
X. Micrococcus radiophilus es mas resistente gue M. radiodurans tanto a-
la radiacidén ultravioleta como a los rayos X.

Cuando se evalué la sobrevivencia de Micrococcus luteus y de Microco-
ccus radiophilus después de la irradiacion con dosis variables de luz -
ultravioleta, se observd que solo el 0.1% de las célulag de M. luteus —-—-
sobreviven si se irradian con dosis de 10,000 ergios/mm , exhibiendose —
una relacidén lineal entre la mortalidad y la dosis empleada hasta un va--
lor de 10,000 ergios/mm . A esa misma dosis sobrgvive hasta el 50% de -
las células de M. radiophilus, y a 5,000 ergios/mm . la sobreviyencia es -
del 100% pero si la dosis se incrementa hasta 18,000 ergios/mm_ la morta-
lidad causada es del 99.9%.

Al analizar la cinética de formacién de dimeros de pirimidina en las




células de M. radiophilus irradiadas cop dosis crecientes de luz ultravio-
leta se detectdé que con 8,000 ergios/mm” aparece solo un 1% de dimeros, a-
esta dosis la sobrevivencia era del 100%, esto sugiere que las células son
capaces de sobrevivir haciendo funcionar sus mecanismos reparadores que —-
eliminan el 1% de dimeros formados._ La formacién de dimeros fue lineal -

hasta una dosis de 10,000 ergios/mm™ y con dosis de 30,000 ergios/mm” se -
detectd un 4% de dimeros formados.

La sobrevivencia de M. radiophilus a bajas dosis, es una eviden—
cia de su capacidad para remover los dimeros formados, pero si el conteni-

do de estos fotoproductos es muy elevado, por muy largo que sea el DNA se-
afectara severamente su sobrevivencia.

Estudios sobre la cinética de remocién de dimeros en M. radiophi-
lus han,_demostrado que cuando se irradian células con dosis de—S,OOO er——-—
gios/mm~ la sobrevivencia es del 100% debido a que son capaces de remover-
hasta el 50% de los dimeros formados en un lapso de 30 minutos y en dos —-
hoEas son removidos todos los fotoproductos. Con dosis de 10,000 ergios /
mm  cuando la sobrevivencia es del 50% la velocidad de remocién de dimeros
se reduce a la mitad en relacién a la velocidad de remoci@n anterior. Cuan
do las células se irradian con dosis de 18,000 ergios/mm~, la velocidad -

de remocidn disminuye considerablemente por lo que solo el 0.1% de la po——
blacién sobrevive.

I1.-RADIACION INFRARROJA (1,000-100,000 nm): Se conoce muy poco So—-—
bre el efecto que esta radiacién ocasiona a los microorganismos—-
ya que la mayoria de esta radiacién se convierte en calor o

energia térmica al ponerse en contacto con los materiales sobre—-
los que incide.

RADTACIONES IONIZANTES( < 10 nm): Estas radiaciones muestran un -
efecto mutageno letal sobre los microorganismos, actian directa—-
mente sobre el DNA causandole rupturas y delesiones severas , su-
accidén indirecta consiste en la formacién de radicales libres y-
epoxidos de la alta toxicidad.

El dafio que ocasionan depende de factores ambientales, ya que en-
presencia de oxigeno molecular , los microorganismos son mis —-—-—-
susceptibles a su efecto , por lo contrario , la presencia de ——-

compuestos con grupos tidlicos ofrece cierta proteccién a los —--—-
microorganismos.

A los rayos césmicos y a los rayos X se les conoce como radiacio-
nes ionizantes debido a que su energia es tan grande que cuando —-
sus cuantos inciden sobre un material absorbente, son expulsados-
electrones de todos los tipos de atomos de las moléculas que con-
stituyen el material , por lo tanto las moléculas se ionizan.

IV.- LUZ VISIBLE: Se ha demostrado que en la levadura de panade—
ria la luz visible inhibe el crecimiento, la sintesis de -
proteinas, la adaptacidén respiratoria y la integriéad de 1la
membrana; varias observaciones sugieren gque los c1tocr9mgs-
participan en estos efectos inhibitorios, Yy se‘h? identifica
do a la luz azul como la que causa el efecto maximo.

Ninneman y colaboradores demostraron que la inhibicién‘?e la
respiracién por la luz visible era debido a ladestruccion -
del citocromo b, la fotodegradacidn de esta molécula depende
de la presencia de oxigeno molecular; sin embargo,'el cianu-
ro y la azida, dos ligandos que compiten con el oxigeno por
el sitio activo de la citocromo oxidasa, protegen en contra-
de la fotodestruccién.

Koch y su equipo demostraron que la luz cercana a la ultra—
violete inactivaba el transporte membranal de azucares en -
Escherichia coli; Bernard y colaboradores han observado que-
cuando esta bacteria se somete a periodos cortos de exposi--
cién a la luz visible de .405 nm se presentaba una inhibi-—-
cién del transporte de aminoacidos, que era dependiente de -
oxigeno.

Woodward, Cirilo y Edmunds en 1978 examinaron el efecto de-
la radiacidén visible sobre el crecimiento, transporte activo
de aminoacidos e integridad de la membrana de la levadura -
Saccharomyces cerevisiae encontrando que el crecimiento de -
estas células era inhibido progresivamente a intensidades de
luz superiores a 1,250 lux; a dosis menores hubo muy. poco -
efecto sobre el tiempo de generacidon. A intensidades de ra--
diacién de 5,400 lux el crecimiento cesaba completamente des
pués de dos dias y en seis dias las celulas morian.

Ya que el efecto de la luz visible sobre la velocidad de cre
cimiento y la viabilidad podian ser resultado de dafios oca—-
sionados sobre la membrana plasmatica, se evaludé la finciona
lidad de dos procesos asociados con membrana, como son la di
fusién facilitada de aziicares y el transporte activo de - -
aminoacidos después de la irradiacidén con luz visible. Se-
observd que la velocidad de transporte de sorbosa en células
erecidas en la luz ( 3,000 lux ) se reducia en un 50% en -
comparacién con las levaduras crecidas en la oscuridad. Ade
mas ocurria una inhibicién en el transporte de aminoacidos -
como histidina, glutamato, alanina, tirosina, valina y leuci
na, detectandose porcentajes de inhibiciéndel transporte de
aminoacidos del 89%, 84%, 81%, 77%, 71% y 70% respectivamen-
te. Estos resultados sugieren que la integridad estructu--
ral de la membrana es susceptible a la radiacién visible.




3.-TEMPERATURA

De los factores fisicos que afectan el crecimiento microbiano en cual--—
quier medio ambiente, uno de los que mas influencian en la seleccidén de
especies es la temperatura. Los microorganismos no poseen medios para-—
controlar su temperatura interna, por lo que la temperatura del inte——-
rior de la célula es determinada por la tempratura del entorno.

Algunos microorganismos son capaces de crecer sbélo en un rango especifi
co de temperatura bastante estrecho, menor de 10°, como ocurre con los-—
patogenos para humanos, debido a lo cual han sido denominados organis—
mos estenotermofilos, sin embargo, la mayoria de los microorganismos -
son euritermofilos, esto es, son capaces de crecer en un rango de tempe
ratura mas amplio aproximadamente de 10°C. =

El efecto de la temperatura sobre una reaccién o proceso bioquimico co-
mo el crecimiento estd en funcidén del Q o Coeficiente de temperatura,
que es una relacién de la velocidad de €sa reaccién o proceso bioquimi-
co a cierta temperatura comparada con la velocidad desarrollada a una -
temperatura 10°C mas baja segln la siguiente ecuacién:

velocidad a una temperatura dada

Kt
K

b+1o=velocidad a una temperatura
F 1.0°%C mas elevada

Para el crecimiento de Escherichia coli el Q1 es de 4.20 a temperatu-

ras de 15°C a 25°C, y de 1.04 a temperaturas ge 35°C — 45°C. Es decir,-

conforme la temperatura se incrementa disminuye el valor de Q

10°

LAS TEMPERATURAS CARDINALES

Recordemos que el agua libre solo ocurre en las temperaturas de la zona
biocinética, y es ahi donde ocurre actividad biolégica, pero éqQué ocurre -
fuera de esos limites?

Tres valores de temperatura, a menudo llamadas temperaturas cardinales
son usados comunmente para caracterizar el efecto de la tempratura sobre el
crecimiento de una especie microbiana. Las temperatura maxima y minima de-
crecimiento definen los limites de temperatura dentro de los cuales es po-
sible el crecimiento; a temperaturas inferiores o superiores a éstas NO ocu
rre la multiplicacidén. La temperatura optima es aquella en la que la prol?
feracidon es mas rapida, es decir, donde la velocidad de crecimiento alcan
za un valor maximo. Para la mayoria de los microorganismos ésta temperatu-
ra estad mas cerca de la tempratura maxima que a la minima de crecimiento. —
Debe hacerse notar que la temperatura éptima de crecimiento esti basada so-
lamente en la velocidad de crecimiento y no necesariamente en el rendimien—
to celular neto. Se considera que las temperaturas cardinales son caracte—
risticas del organismo, aunque pueden ser alteradas en algin grado por fac-
tores ambientales como el Aw, el pH, la concentracién de sales o0 10s Nnu———-
tientes disponibles.
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Tipicamente, el crecimiento a la temperatura minima es bastante lento,
pero la velocidad se incrementa exponencialmente al aumentar la temperatura
alcanzando un maximo a la temperatura 6ptima y cayendo dramaticamente hasta
cero unos cuantos grados arriba de la temperatura 6ptima (Figura 2). Para-
la mayoria de los microorganismos la velocidad de crecimiento se incrementa
dos a tres veces por cada aumento de 10 grados entre la temperatura minima-
y Optima.
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Fig. 2. Curva de Arrhenius donde se expresa la
relacién entre la velocidad de creci—
miento microbiana y al temperatura.

El crecimiento y la viabilidad no son afectados de la misma manera por-
la temperatura; temperaturas de incubacidn superiores a la maxima de creci
miento son letales para el microorganismo, pues afectan tanto al crecimien-—
to como a la viabilidad; en cambio, temperaturas inferiores a la temperatu-
ra minima de crecimiento no son letales, afectan al crecimiento pero no a -
la viabilidad. Por lo tanto, a bajas temperaturas los microorganismos pue-
den permanecer viables por periodos largos de tiempo sin mostrar una proli-
feracidn apreciable, solamente exhibiendo una minima pérdida en la viabili-
dad.

Mientras que cualquier especie microbiana es incapaz de crecer en ran——
gos de temperaturas superiores a los 40°C, ciertos microorganismos pueden -
crecer abajo de 0°C y otros a temperaturas superiores a los 80°C. Basados-
en sus temperaturas optimas de crecimiento, los microorganismos se clasifi-
can como:

a) CRIOFILOS o PSICROFILOS
b) MESOFILOS
c) TERMOFILOS




