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RESUMEN
Los sistemas transportadores de electrones en bacterias, son diferentes entre especies dependiendo de las con-
diciones de crecimiento. No existen estudios previos acerca de los sistemas respiratorios de Burkholderia cepacia, 
bacteria perteneciente a la familia Burkholderiaceae caracterizada por ser un bacilo gram-negaƟ vo, aeróbico, 
móvil y poco exigente. El propósito de esta invesƟ gación fue conocer los sustratos endógenos usados por este 
microorganismo y el efecto del cianuro en su sistema respiratorio. 
Los resultados permiten postular un modelo de cadena respiratoria de B. cepacia compuesto por NADH deshi-
drogenasa, succinato deshidrogenasa, ubiquinol oxidasa y un Ɵ po de citocromo oxidasa. También se observó que 
el KCN Ɵ ene un efecto mucho mayor sobre la acƟ vidad de succinato oxidasa que en la NADH oxidasa, mientras 
en el ensayo de la ascorbato+TMPD oxidasa muestra una alta sensibilidad al cianuro, lo que sugiere una oxidasa 
terminal sensible al cianuro.

Palabras clave: Bacterias, Oxidasas terminales, Cadena respiratoria, Quinonas, Succinato deshidrogenasa.

ABSTRACT
Electron transport systems in bacteria vary from somes species to another depending of the growth condiƟ ons. 
There are not any previous studies about Burkholderia cepacia’s respiratory system. This bacteria belongs to the 
Burkholderiaceae family, and is a gramnegaƟ ve rod, aerobic, mobile, liƩ le exigent. The objecƟ ve of this study was 
to know the endogenous substrates used for this microorganism and the eff ect of cyanide on the B. cepacia’s 
respiratory system. The results obtained, allow postulaƟ ng a model of B cepacia’s respiratory chain, which is 
composed by NADH dehydrogenase, succinate dehydrogenase, an ubiquinol oxidase and a type of cytochrome 
oxidase. The KCN has a much greater eff ect on the acƟ vity of succinate oxidase than the NADH oxidase, while in 
the assay of ascorbate oxidase + TMPD shows a high sensiƟ vity to cyanide, suggesƟ ng terminal oxidase sensiƟ ve 
to cyanide.
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INTRODUCCIÓN

Burkholderia cepacia es un microorganismo qui-
mioorganótrofo poco exigente que se caracteriza 
por habitar una gran variedad de ambientes, un 
biocontrolador de plagas (1, 2), un patógeno para 
plantas y humanos (3) y por tener la capacidad 
de degradar diversos sustratos (1, 2), incluyendo 
compuestos tóxicos para el ser humano como los 
hidrocarburos clorados con el objeƟ vo de obtener 
la energía necesaria para sus acƟ vidades meta-
bólicas (2, 4, 5). Esta producción de energía es el 
resultado de procesos como la respiración, la cual 
favorece la formación de un gradiente de protones 
necesario para la síntesis de ATP (6, 7). Los sistemas 
bacterianos se caracterizan por su gran diversidad 
en la cadena transportadora de electrones, la cual 
ha sido estudiada en algunos géneros de Betapro-
teobacterias, como Eikenella (8), Alcaligenes (9-10) 
y Neisseria (11, 12), así como en el género Pseudo-
monas, perteneciente a la clase Gammaproteobac-
teria, con las cuales presenta ciertas similitudes 
fenoơ picas.

La invesƟ gación bibliográfi ca indica que no exis-
ten antecedentes sobre la composición, estructura 
y efecto de algunos compuestos como el cianuro 
sobre el sistema respiratorio de B. cepacia, razón 
por la cual se hace necesario realizar invesƟ gacio-
nes que permitan conocer los disƟ ntos sustratos 
endógenos usados como donantes primarios de 
electrones, la presencia de deshidrogenasas en 
condiciones aeróbicas en el sistema respiratorio de 
este microorganismo y el efecto del KCN sobre los 
diferentes complejos enzimáƟ cos.

MATERIALES Y MÉTODOS

Proceso de recolección y procesamiento de datos
Para el presente estudio se uƟ lizó una cepa silves-

tre de Burkholderia cepacia, aislada del suelo de la 
fi nca La Abundancia, localizada en el municipio de 
Sabanagrande, AtlánƟ co.

Medio de culƟ vo
Se uƟ lizó un medio enriquecido que mantuvo la 
cepa viable, Agar TripƟ casa de Soya TSA a tempe-
ratura ambiente. Los culƟ vos se realizaron en ma-
traces de 2 L cada uno con 1 L de medio TSA a tem-
peratura ambiente y en agitación constante a 125 
rpm. Para iniciar el culƟ vo, se uƟ lizó un inóculo de 
1% del volumen del medio de culƟ vo; el inóculo se 
prepara de acuerdo con la técnica de culƟ vo acƟ vo 
Collier (13), consistente en hacer por lo menos tres 
transferencias (1/50) seriadas en la mitad de la fase 
exponencial, esta técnica permite homogeneizar el 
crecimiento, el cual se siguió por espectrofotome-
tría a 660 nm.

Obtención de biomasa
Se colectaron las células al inicio de la fase estacio-
naria por centrifugación a 10000 rpm a 4°C y 10 mi-
nutos. El paquete celular se lavó cada vez por tres 
veces con amorƟ guador Tris-HCl 50 mM pH 7,4 y 
centrifugación a 10000 rpm a 4°C por 10 min. La 
biomasa obtenida se almacenó a -70°C.

Obtención de membranas
Las células se resuspendieron en el amorƟ guador 
(Tris-HCl 50 mM -EDTA 5mM pH 7,5 = TES pH 7,5), 
se incubaron con lisozima a 37°C por 30 minutos; 
posteriormente, se resuspendieron en amorƟ gua-
dor TES pH 7,5 en presencia de PMS-f (Fenasina 
metasulfato - inhibidor de proteasas) y se frac-
cionaron mecánicamente por sonicación, centri-
fugando a 10000 rpm a 4°C por 20 minutos, para 
luego recolectar el sobrenadante; inmediatamen-
te, se volvió a centrifugar a 25000 rpm a 4°C por 
tres horas, con el fi n de sedimentar las membra-
nas, las cuales se lavaron por tres veces con 60 mL 
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del amorƟ guador de fosfato pH 7,2; fi nalmente, las 
membranas se almacenaron a -70°C para ser uƟ li-
zadas posteriormente en los ensayos enzimáƟ cos. 
La concentración de proteínas fue determinada por 
el método de Lowry modifi cado (14), en el cual se 
usó la albúmina como estándar.

Ensayos enzimáƟ cos de oxidasas y oxidorreducta-
sas
Oxidasas
Las acƟ vidades se midieron por el método pola-
rográfi co a 37°C como se describe por Jaramillo 
et al. (8), con un electrodo Ɵ po Clark cubierto con 
una membrana ultrafi na de tefl ón (YSI model 53 
Oxygen-meter, Yellow Spring Instruments). El me-
dio de la reacción, en un volumen fi nal de 2,2 mL, 
estaba compuesto por fosfato de potasio 100 mM 
con pH 7,4 para los ensayos de NADH y succinato 
oxidasa y con un pH 6,8 para Ascorbato + TMPD oxi-
dasa y 1,0 mg de proteína de membranas celulares. 
Las acƟ vidades se expresan como nAtO2 consumi-
dos por minutos por mg de proteína (nAtO2/min/
mg proteína).

NADH y succinato oxidasa. La reacción de NADH 
oxidasa inició con la adición del sustrato NADH a 
concentración fi nal de 0,5 mM al medio de reac-
ción. Para medir la succinato oxidasa, a la mezcla 
de reacción se le agregaron 15 mL de succinato 0,6 
M, se incubó durante 5 minutos y se desencadenó 
la reacción con succinato a una concentración fi nal 
de 40 mM.

Citocromo c oxidasa (Ascorbato + TMPD oxida-
sa). La acƟ vidad se midió uƟ lizando una mezcla de 
TMPD 8 mM y ascorbato de sodio 0,8 M pH 7,0; a 
la acƟ vidad resultante se le resta el pequeño con-
sumo de oxígeno que ocurre en ausencia de mem-
branas, debido a la auto-oxidación de los sustratos.

Oxidorreductasas
Las acƟ vidades de las oxidorreductasas presen-
tes en membranas celulares se determinaron por 
espectrofotometría a temperatura ambiente. Se 
uƟ lizó el compuesto diclorofenolindofenol (DCPIP, 
azul) que cambia a leuco cuando ocurre la reacción 
de óxido-reducción. Estos ensayos se realizaron de 
acuerdo con lo descrito por Escamilla et al. (15); 
la reducción del DCPIP se siguió a 600 nm con un 
coefi ciente de exƟ nción molar de 21 (mM·cm)-1 
para un volumen total de 1 mL. La acƟ vidad se ex-
presó en nanomoles de DCPIP reducidos por minu-
to por mg de proteína.

NADH: DCPIP oxidorreductasa. La reacción enzi-
máƟ ca es la siguiente: NADH + DCPIP (azul) (NAD 
+ DCPIP H2 (leuco). La mezcla de reacción contenía 
fosfato de potasio 100 mM a pH 7,4 KCN 0,1 mM 
DCPIP 0,08 mM, NADH 0,2 mM y la reacción se 
comenzó con la adición de 1 mg de proteínas de 
membranas.

Succinato: PMS + DCPIP oxidorreductasa. La mezcla 
de reacción contenía fosfato de potasio 100 mM a 
pH 7,4 KCN 1 mM succinato 42 mM, material bioló-
gico (mg de proteína), se pre-incubó durante 5 min. 
y se inició la reacción con PMS 1,0 mM y DCPIP 0,08 
mM.

AcƟ vidades de oxidasas y oxidorreductasa en pre-
sencia de KCN
Las acƟ vidades de la NADH oxidasa y succinato 
oxidasa en presencia de KCN, se evaluaron usando 
concentraciones de inhibidor desde 10 a 300 μM. 
La acƟ vidad de la ascorbato + TMPD oxidasa se es-
tudió empleando concentraciones de KCN desde 10 
a 100 μM. Con respecto a los ensayos de las acƟ vi-
dades de la NADH oxidorreductasa y succinato oxi-
dorreductasa, se uƟ lizaron concentraciones de KCN 
desde 25 a 100 μM.

Biociencias • Volumen 6 • Número 2 • 41 - 51 • Julio-Diciembre 2011 • Universidad Libre Seccional Barranquilla

Oø®���®ÌÄ �� Ä��« ù Ýç��®Ä�ãÊ ÖÊÙ ½� ����Ä� Ù�ÝÖ®Ù�ãÊÙ®� �� B  



44

El KCN se disolvió en buff er K2HPO4 50 mM pH 7,4, 
este se conservaba durante los ensayos a una tem-
peratura de 4°C, sumergido en hielo para evitar su 
descomposición. 

RESULTADOS

Diseño del medio de culƟ vo
La composición de un medio de culƟ vo que favore-
ciera el crecimiento ópƟ mo de B. cepacia en condi-
ciones aeróbicas se estableció uƟ lizando como me-
dio base el caldo tripƟ casa de soya (TSA) (Ver tabla 
1). Sin embargo, los componentes caseína peptona 
y peptona de soya fueron reemplazados por hidro-
lizado de caseína y extracto de levadura debido a la 
disponibilidad de insumos del laboratorio GIBIOM, 
defi niéndose como medio de trabajo el caldo TSA 
modifi cado (Ver tabla 2).

dología planteada; razón por la cual se realizaron 
diferentes experimentos variando las concentra-
ciones de algunos componentes del medio como 
el hidrolizado de caseína, el cual conƟ ene 54% de 
aminoácidos libres y 36% de pépƟ dos de 2 a 4 ami-
noácidos; extracto de levadura, que conƟ ene una 
mezcla de pépƟ dos, aminoácidos libres, bases ni-
trogenadas, además de vitaminas del complejo B, 
glucosa como fuente de carbono de fácil asimila-
ción y fosfato de monopotasio. Los resultados son 
mostrados en la tabla 3.

Componentes g/L
Caseína peptona 17
Peptona de soya 3,0
NaCl 5,0
Glucosa 2,5
Di-hidrógeno fosfato de potasio 2,5
pH 7,2

Componentes g/L
Hidrolizado de caseína 8,0
Extracto de levadura 3,0
NaCl 5,0
Glucosa 2,5
Di-hidrógeno fosfato de potasio 2,5
pH 7,2 

Tabla 1. Composición del medio de cultivo líquido Tripticasa de soya

Tabla 2. Composición del medio de cultivo líquido
Tripticasa de soya modificado

Los ensayos llevados a cabo con el medio TSA modi-
fi cado (Ver tabla 2) demostraron que el crecimiento 
obtenido no saƟ sfacía las necesidades en la canƟ -
dad de biomasa requerida para ejecutar la meto-

Tabla 3. Ensayos de variación en la concentración
de los componentes del medio TSA

Componente Concentración Densidad ópƟ ca
 ensayada (%) 640 nm
Hidrolizado de caseína 1 1,1620
 1,25 1,2865
 0 0,1817
Extracto de levadura 0,15 0,1865
 0,3 0,1929
 0,6 0,1790
Glucosa 3 1,2865
 4 1,0882
 0 1,29
Di-hidrógeno fosfato 0,125 1,20
de potasio 0,25 1,099
 0,5 1,14
 1 0,0752

Con base en los resultados anteriores, se pudo con-
cluir que la bacteria B. cepacia presentó un creci-
miento ópƟ mo con las concentraciones del medio 
TSA modifi cado a temperatura ambiente (Ver tabla 
4).

Componentes g/L
Hidrolizado de caseína 12,5
Extracto de levadura 3,0
NaCl 5,0
Glucosa 30
Di-hidrógeno fosfato de potasio 1,25
pH 7,2 

Tabla 4. Medio de cultivo Tripticasa de soya modificado
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Mantenimiento y obtención de biomasa
El mantenimiento de la cepa de B. cepacia se rea-
lizó en agar nutriƟ vo suplementado con el anƟ bió-
Ɵ co Novobiocina, específi co contra bacterias gram- 
posiƟ vas en una concentración de 3 mg/L, con el 
objeƟ vo de evitar la contaminación del culƟ vo du-
rante el proceso de obtención de biomasa (16, 17). 
Las colonias observadas en este medio de culƟ vo 
se caracterizan por ser de color blanco, textura lisa, 
cremosas, de tamaño mediano. Al microscopio se 
visualizan bacilos gram negaƟ vos, móviles, agru-
pados en cadenas de nueve a doce células. Para la 
producción de biomasa celular se uƟ lizó un inóculo 
joven o en fase logarítmica del culƟ vo sembrado en 
medio líquido TripƟ casa de soya modifi cado (Ver 
tabla 4), el cual permiƟ ó obtener canƟ dades de 
biomasa (peso húmedo) de 3 ± 1,3 g/L. Las células 
fueron fraccionadas y se obtuvo una concentración 
de 41 mg de proteínas/mL. 

AcƟ vidades de las oxidasas y deshidrogenasas 
Las acƟ vidades observadas en las membranas de la 
bacteria B. cepacia obtenidas de culƟ vos recolecta-
dos al fi nal de la fase exponencial de crecimiento y 
en condiciones aeróbicas, muestran un comporta-
miento de la succinato oxidasa de 112 nAtO2/min/
mg proteínas y de la NADH oxidasa de 125 nAtO2/
min/mg proteínas (Tabla 5), lo cual indica que tanto 
el succinato y el NADH son sustratos endógenos en 
el sistema de transporte de electrones de B. cepa-
cia. Los datos anteriores sugieren la presencia de 
complejos de la cadena respiratoria que permiten 

su oxidación, la existencia de un fl ujo de electrones 
hasta el aceptor fi nal y la expresión de oxidasas ter-
minales en las condiciones de culƟ vo antes mencio-
nadas. En lo referente al comportamiento de la as-
corbato + TMPD oxidasa se encontró una acƟ vidad 
promedio de 265 nAtO2/min/mg proteínas, lo cual 
sugiere la presencia de un complejo en el sistema 
respiratorio que recibe electrones cuando se oxida 
el TMPD y posteriormente los transfi ere a la oxida-
sa terminal. 

Las mediciones enzimáƟ cas de las deshidrogenasas 
llevadas a cabo uƟ lizando los sustratos succinato y 
NADH evidencian una acƟ vidad de SDH y NDH pro-
medio de 11 nmoles DCPIP red/min/mg proteínas 
y 30 nmoles DCPIP red/min/mg proteínas (Tabla 5), 
respecƟ vamente. Lo anterior sugiere la presencia 
de complejos respiratorios I y II que permiten la en-
trada de protones y electrones al sistema respira-
torio de B. cepacia, aun en acƟ vidades bajas de las 
dos deshidrogenasas.

Efecto del cianuro sobre la acƟ vidad de las oxida-
sas
Los ensayos realizados con KCN sobre la cadena 
respiratoria de B. cepacia permiƟ eron ver el efecto 
sobre las oxidasas. El estudio del efecto inhibitorio 
del cianuro sobre la acƟ vidad de la succinato oxi-
dasa muestra una inhibición al parecer monofási-
ca (Figura 1), donde se inhibe el 50% con KCN 100 
μM y una acƟ vidad remanente 25% con KCN 300 
μM. El efecto del cianuro sobre la acƟ vidad de la 
NADH oxidasa (Figura 2) muestra una inhibición del 
50% con KCN 200 μM y una acƟ vidad remanente 
del 45% en presencia de KCN 300 μM. La acƟ vidad 
de ascorbato + TMPD oxidasa (Figura 3) muestra 
una inhibición del 64% y 86% en presencia de KCN 
10 μM y 100 μM, respecƟ vamente, lo que sugiere 
una oxidasa muy sensible a cianuro. Al comparar 
los porcentajes de inhibición de las acƟ vidades de 

Tabla 5. Actividades enzimáticas obtenidas en membranas
de B. cepacia cultivadas en condiciones de agitación

  AcƟ vidades enzimáƟ cas
Sustratos Oxidasas Deshidrogenasas
 (nAtO2/min/mg prot) (nmoles DCPIP
  red/min/mg prot)
Succinato 112 11
NADH 125 30
Ascorbato + TMPD 265 ---
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oxidasas, se puede observar una mayor resistencia 
en la acƟ vidad de la NADH oxidasa respecto a las 
acƟ vidades de la succinato y ascorbato + TMPD oxi-
dasa (Figura 4), lo que sugiere la presencia de una 
oxidasa muy sensible a cianuro y la oxidación del 
succinato y ascorbato + TMPD.

Figura 2. Efecto del cianuro de potasio sobre la actividad enzimática de la NADH oxidasa. El mayor efecto 
inhibitorio del KCN sobre la actividad de la NADH oxidasa observado fue de 50 nAtO2/min/mg proteínas a 

una concentración de 300 μM

Figura 1. Efecto del cianuro de potasio sobre la actividad enzimática de la succinato oxidasa. El mayor efecto 
inhibitorio del KCN sobre la actividad de la succinato oxidasa observado fue de 25 nAtO2/min/mg proteínas 

a una concentración de 300 μM

Efecto del cianuro sobre la acƟ vidad de las deshi-
drogenasas
El estudio del efecto del KCN 100 μM sobre la suc-
cinato deshidrogenasa muestra una acƟ vidad máxi-
ma de 32 nmoles DCPIP red/min/mg proteínas, a 
diferencia de los ensayos realizados sin inhibidor, 
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Figura 3. Efecto del cianuro de potasio sobre la actividad enzimática de la Ascorbato + TMPD oxidasa.
El mayor efecto inhibitorio del KCN sobre la actividad de la Ascorbato + TMPD oxidasa observado fue de 

37 nAtO2/min/mg proteínas a una concentración de 100 μM

Figura 4. Efecto del cianuro de potasio sobre la actividad enzimática
de la succinato, NADH y ascorbato + TMPD oxidasa

asimismo se observa una acƟ vidad de 16 nmoles 

DCPIP red/min/mg proteínas al uƟ lizar concentra-

ciones de cianuro desde 25 a 100 μM (Ver tabla 

6). El efecto del KCN 100 μM sobre la NADH deshi-

drogenasa muestra una acƟ vidad máxima de 300 

nmoles DCPIP red/min/mg proteínas, a diferencia 

Tabla 6. Efecto del KCN sobre la actividad enzimática de la NADH
y succinato deshidrogenasa

 Concentración AcƟ vidad
 KCN (μM) (nmoles DCPIP red/min/mg prot)
  NDH SDH
 25 126 16
 50 175 18
 100 300 32
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de los ensayos realizados sin cianuro; además, se 
observa una acƟ vidad de 126 nmoles DCPIP red/
min/mg proteínas en presencia de KCN 25 μM (Ver 
tabla 6 y fi gura 5). Los datos anteriores indican que 
los ensayos de las deshidrogenasas deben desarro-
llarse en presencia de cianuro. 

DISCUSIÓN

Durante el proceso de mantenimiento de una cepa 

en estudio es indispensable conocer la fi siología del 
microorganismo, en parƟ cular del sistema respira-
torio bacteriano, cuando la expresión de diversos 
componentes del mismo depende de la disponi-
bilidad de los sustratos y de los factores externos 
presentes durante el culƟ vo, tales como tensiones 
de O2, pH, temperatura y presión osmóƟ ca. El cre-
cimiento de Burkholderia cepacia en el medio TSA 
modifi cado y en condiciones de aerobiosis favore-
ce el estudio de las acƟ vidades de oxidasas y des-

Figura 6. Propuesta de la cadena respiratoria aeróbica de B. cepacia

Figura 5. Efecto del cianuro de potasio sobre la actividad enzimática de la NADH oxidorreductasa y de la succinato oxidorreductasa. 
La mayor actividad de la NADH oxidorreductasa en presencia del KCN fue de 300 nmoles DCPIP red/min/mg proteínas y de 32 

nmoles DCPIP red/min/mg proteínas para la succinato oxidorreductasa a una concentración de 100 μM
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hidrogenasas de este microorganismo, y con ello, 
permite establecer un primer esquema acerca del 
comportamiento de su sistema transportador de 
electrones.

Con base en lo anterior, podemos afi rmar que B. 
cepacia es capaz de uƟ lizar como sustratos endó-
genos para su sistema respiratorio el NADH y el 
succinato, lo cual demuestra la presencia de un sis-
tema de transporte de electrones consƟ tuido por la 
succinato y NADH deshidrogenasa y por lo menos 
una oxidasa terminal. En la literatura y bases de da-
tos de genomas bacterianos, han sido reportadas 
en Burkholderia pseudomallei y Burkholderia ma-
llei mediante estudios de proteómica, la presencia 
de una oxidasa terminal insensible al cianuro, una 
citocromo d ubiquinol oxidasa y una citocromo c 
oxidasa (18-20), sin embargo, no ha sido reportada 
la existencia de estos complejos respiratorios en B. 
cepacia.

En especies del género Burkholderia como B. am-
bifaria, B. cenocepacia, B. mallei, Burkholderia 
mul  vorans, B. phymatum, B. pseudomallei se han 
descrito en diversas bases de datos la presencia de 
las enzimas succinato, NADH y NADPH deshidroge-
nasa; el hallazgo de estas enzimas ha sido afi rma-
da por homología con genomas de otros géneros 
bacterianos (20, 21). En consecuencia, a parƟ r de 
los resultados obtenidos se propone al NADH y 
succinato como sustratos endógenos para el sis-
tema transportador de electrones en membranas 
de B. cepacia (Ver fi gura 6), el cual se encontraría 
consƟ tuido por un sector de entrada, formado por 
la succinato y NADH deshidrogenasa, un sector in-
termedio, que transporta electrones y protones, 
formado por una quinona endógena, posiblemen-
te una ubiquinona, en analogía con otras especies 
de Burkholderia (18, 19), y por úlƟ mo, un sector 
de salida, conformado por oxidasas terminales del 

Ɵ po ubiquinol oxidasa y/o citocromo oxidasa, esto 
úlƟ mo basándose en resultados de estudios en es-
pecies relacionadas (18-20). 

Por otra parte, los ensayos realizados en presencia 
de KCN demuestran que la respiración con succina-
to es muy suscepƟ ble, presentando una inhibición 
del 75% de la acƟ vidad de la succinato oxidasa, a 
diferencia de la respiración con NADH que fue inhi-
bida en un 55%, en la que se evidencia una menor 
suscepƟ bilidad al KCN cuando se emplean las mis-
mas concentraciones de cianuro. Esta menor sus-
cepƟ bilidad de la NADH oxidasa frente al KCN está 
relacionada con la indicada en Bacillus cereus KCTC 
3674, en la cual concentraciones similares de KCN 
causaron aproximadamente el mismo porcentaje 
de inhibición de la acƟ vidad enzimáƟ ca (22). Lo an-
terior indica que posiblemente tanto los electrones 
donados por el NADH como por el succinato siguen 
una misma vía a parƟ r de sus respecƟ vas deshidro-
genasas hasta la oxidasa terminal, sin embargo, la 
menor inhibición de la NDH se debe a la mayor afi -
nidad del sustrato NADH como donante de electro-
nes en la cadena respiratoria de B. cepacia. 

Respecto al efecto del KCN sobre la oxidasa ter-
minal, refl ejado en la acƟ vidad de la Ascorbato + 
TMPD oxidasa, se demuestra una sensibilidad ex-
tremadamente alta cuando se adiciona KCN al sis-
tema respiratorio en una concentración de tan solo 
10 μM, dando como resultado una inhibición de la 
acƟ vidad enzimáƟ ca de un 64% y, usando concen-
traciones mayores de KCN desde 25 μM hasta 100 
μM se logra una inhibición de 67-86%, sugiriendo la 
existencia de una oxidasa terminal altamente sen-
sible al KCN.

Este comportamiento de la oxidasa terminal difi ere 
de lo que ha sido reportado en bases de datos de 
genomas bacterianos, en las cuales se ha descrito 
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la presencia de una oxidasa terminal resistente a 
la acción del cianuro en otras especies de Burkhol-
deria como B. mallei y B. pseudomallei (18, 19). 
Además, la existencia de oxidasas terminales con 
resistencia al cianuro también ha sido descrita en 
especies que presentan similitud fenoơ pica con B. 
cepacia como Pseudomonas aeruginosa, en la cual 
la acƟ vidad de la enzima se manƟ ene al 100% en 
concentraciones de cianuro de hasta 1 mM, dicha 
expresión se debe a que en ciertas condiciones de 
crecimiento este microorganismo es capaz de pro-
ducir HCN en concentraciones de 200 μM-300 μM 
(23).

Lo anterior sugiere que la expresión de dichas enzi-
mas puede darse también en especies del comple-
jo Burkholderia cepacia en las que también ha sido 
reportada la capacidad de producir compuestos 
de cianuro como el HCN bajo ciertas condiciones 
de crecimiento (24) y la posibilidad que la cepa de 
B. cepacia estudiada sea capaz de expresar oxida-
sas insensibles al KCN cuando es suplementado el 
medio de culƟ vo con dicho compuesto durante su 
crecimiento, como se ha descrito en Pseudomonas 
pseudoalcaligenes CECT5344, que expresa una ca-
dena de transporte de electrones resistente a su 
efecto inhibidor (25), cuando se suplementa un 
medio de culƟ vo mínimo mineral con diferentes 
formas de cianuro; obligando de esta forma al mi-
croorganismo a desarrollar una vía alterna que le 
permita la producción de energía para sus procesos 
metabólicos.
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