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RESUMEN 

Se ha usado la relaci6n de distribuci6n 

que alcanza el ~cido salicílico entre las fa

ses intra y extracelular para estimar el pH 

en las células de Ehrlich y en E. coli. La va

lidez del método se estableci6 por: i) Compa

raci6n de los resultados obtenidos con ácido 

salicílico con los obtenidos con 5,5-dimetil-

2,4-dioxazolidinadiona (DMO); ii) siguiendo 

los cambios del pH intracelular aparente en 

circunstancias en las que tales cambios po

dian predecirse, por ejemplo, al añadir ácidos 

débiles o conductores de protones al medio; 

iii) por comparaci6n de los cambios del pH in-
+ tracelular aparente con la captaci6n de H por 

las células, estimando esta Última de los cam-

bios de pH del medio. 

Los resultados 6ptimos con este indicador 

se obtienen cuando el pH extracelular est~ por 

debajo de 6, ya que en estos casos el indica

dor se encuentra en su forma penetrante {no 

disociada) en la proporci6n suficiente para 

Fundación Juan March (Madrid)



2 

alcanzar un equilibrio con la fase intracelu-

lar en menos de 30 segundos, permitiendo por 

tanto seguir cambios del pH intracelular que 

sucedan en estos periodos tan breves de incu-

baci6n. 

Las c~lulas de Ehrlich y las de E. coli 

se comportaron de un modo similar en muchas 

de las condiciones experimentales probadas, 

pero se encontraron diferencias entre ambos 

tipos de c~lulas en la permeabilidad intrín-

seca de la membrana para los hidrogeniones y 

en los cambios de este par~metro ocasionados 
o 

por la disminuci6n de la temperatura a 2 C. 

Las implicaciones de estas diferencias en 

la funci6n de la membrana en ambos tipos_ de 

c~lula se analizan y discuten. 
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INTRODUCCION 

La estimaci6n del pH intracelular a partir 

de la distribuci6n entre los medios intra y ex

tracelular de ~cidos o bases débiles fué intro-

ducida por Wadell y Butler en 1962 (1), usando 

el ~cido débil 5,5-dimetil-2,4-dioxazolidina

diona (DMO). Si la membrana celular es permea

ble a la forma no disociada de un ~cido débil, 

pero impermeable a la forma cargada, la rela

ci6n de distribuci6n alcanzada en el 11 steady

state11 guardar~ con los valores de pH intra y 

extracelular la siguiente relaci6n: 

lO(PHi pK') 
+ 1 

I/E = 

lO(pHe pK') 
+ 1 

en la que I/E representa el cociente de concen-

traciones alcanzadas por el ~cido en cuesti6n 

entre el agua intra y extracelular, y pH. y pH 
i e 

representan los valores de pH intra y extrace-

lular, respectivamente. Wadell y Bates han pu

blicado una revisi6n detallada de la teorta y 

las limitaciones de este tipo de métodos (2). 
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Otras substancias, 
, 

aparte del DMO, podrian 

servir para medir el pH intracelular si cumplie-

sen los mismos criterios. Conway y Dowley obtu

vieron resultados satisfactorios con ácido ac~-

tico (3) y se ha visto que una serie de subs

tancias disociables se distribuyen a trav~s de 

la membrana celular siguiendo un gradiente de 

pH (4, 5). Para la medida de pH. de comparti-
1 

mentos más ácidos que el medio de incubaci6n 

una base daría mejores resultados que un ácido, 

ya que su relaci6n de distribuci6n serfa mayor. 

La metilamina se ha usado para medir pH, en 
1 

cloroplastos (6) y vesículas cromafines aisla-

das (7). Nicotina y morfolina se han usado tam-

bi~n (8). 

Cuando el pH intracelular es mayor que el 

extracelular, un indicador ácido daría relacio

nes de distribuci6n mayores que uno básico. En 

el curso de experimentos sobre el efecto del 

transporte de aminoácidos ácidos sobre el pH 

intracelular (9) necesitábamos medir valores de 

pH intracelular inferiores a 6 con pH extrace-
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lular adn m5s ~cido. La distribuci6n de DMO 

tiende asintÓticamente a 1 cuando el valor del 

pH intracelular que se pretende medir es menor 

que el pK' del indicador (6.15), y el m~todo 

pierde toda su precisi6n. De una serie de ~ci

clos d~biles probados en experimentos prelimi

nares encontramos que el ~cido salic!lico (pK'= 

3.0) era el que daba mejores resultados. 

En el presente trabajo describimos cómo el 

~cido salic!lico puede usarse para medir el pH 

intracelular en las c~lulas de Ehrlich y en c~

lulas de Escherichia coli. La rapidísima equi

libraci6n del indicador entre las fases intra 

y extracelular lo hace especialmente ~til para 
+ seguir movimientos r~pidos de H a trav~s de la 

membrana plasm~tica. 

METODOS 

El ~cido salicílico se determin6 a partir 

de su fluorescencia espontánea en Tris-ClH, 0.5 

M, pH 8.4 (excitaci6n 305 nm; fluorescencia 420 

nm), o bien por contaje de centelleo liquido (10) 

us~ndose en estos casos ~cido salic!lico-
14c. El 

agua total se determin6 por desecaci6n hasta' pe-
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so constante, y el espacio extracelular como 

espacio de sacarosa, determinándose esta Últi-

ma por un m~todo espectrofotom~trico (11). 

La captaci6n de H+ en c~lulas de Ehrlich 

o bacterias se estim6 a partir de los cambios 

del pH del medio de incubaci6n, emple~ndose pa

ra estos experimentos medio con capacidad buffer 

muy reducida. 

El manejo de las c~lulas de Ehrlich se lle

v6 a cabo como se ha descrito con anterioridad 

(12). Brevemente, las c~lulas se lavaron 4-6 ve

ces con ·5 volúmenes de ClNa 0.15 M, y se resus-

pendieron, finalmente, en el mismo medio a una 

concentraci6n del 50% (peso de c~lulas/volumen 

de medio). Las incubaciones se iniciaron por la 

adici6n de 0.3 ml. de esta suspensi6n celular al 

50% a matraces que contenían 3 ml. de medio de 
o 

incubaci6n a 37 C y cantidades 11tracer 11 de DM0-

14c, ~cido salicilico~ 14 c, o ~cido salicílico 

frío 30 p.M, tal como se especifica en cada ex

perimento. 
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El medio de incubaci6n fué de composici6n 

similar al Krebs-Ringer-fosfato, excepto que 

contenía solamente 0.5 mM de Cl
2

Ca; en los ex

perimentos realizados a pH menor de 6 se us6 

c-aminocaproato (pK'= 4.5) en lugar de fosfa

to como buffer. Todos los experimentos con cé-
o 

lulas de Ehrlich se realizaron a 37 C, excepto 

cuando se indique lo contrario. 

El periodo de incubaci6n se termin6 por 

centrifugaci6n a 2500 rpm.durante 2 minutos, y 

el sedimento celular se extrajo con ~cido per

cl6rico 0.6 N. En los experimentos de corta du-

raci6n se us6 un 11método de terminaci6n 11 espe

cial, consistente en la adici6n de medio fr!o 

(0-4°C) al medio de incubaci6n precediendo a la 

etapa de centrifugaci6n. Este método se ha uti

lizado ampliamente en estudios de transporte (13) 

En los experimentos con bacterias se uti-

liz6 una cepa de E. coli K12 CS7 defectiva para 

metionina. Las bacterias se cultivaron en medio 

m!nimo C (14) complementado con 0.25 mg/ml de 

metionina. En la fase exponencial, las bacte

rias se aislaron por centrifugaci6n a 20000 g, 
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se lavaron y se resuspendieron en una soluci6n 

conteniendo ClK 45 mM y buffer de fosfato pot~-

sico 10 mM, pH 7 . 3, a una concentracion de 10 

mg. (peso hillnedo)/ml. La concentraci6n de bacte-

rias en la suspensi6n se estandariz6 tambien 

con respecto al contenido de proteínas (15) y 

la absorbancia a 420 nm. La relaci6n de los di

ferentes par~etros fu~: 1 mg.de agua intrace

lular= 2.82 mg. de peso hillnedo = 0.52 mg.de pe

so seco= 0.44 mg.de proteína= 3.22 unidades 

de absorbancia a 420 nm . 

Los experimentos se llevaron a cabo a tem-

peratura ambiente y pH 4,33 si no se especifi-

ca lo contrario. Se iniciaron por la adici6n de 

1 ml. de medio (ClK 45 mM, é-aminocaproato 20 mM) 

a 0.2 ml. de una suspensi6n de bacterias (10 mg/ 

mlJ, y se terminaron por filtraci6n sobre un 

filtro millipore de 0.45 micras de di~metro de 

poro. En las incubaciones con bacterias se us6 

· ~ · d 1 · 1 1 · 
14c · · 6 siempre aci o sa ici ico- y se corr1g1 pa-

ra la cantidad de medio extracelular retenida 

en los filtros por el contaje simultáneo de 3tt, 

añadi~ndose suerosa tritiada al medio de incu-
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Fig. l.- Curso temporal de los cam
bios de pH intracelular en c~lulas 
de Ehrlich incubadas a pH 6.55 (par
te superior) o 4.55 (parte inferior). 
El pH intracelular se calcul6 a par
tir de la distribuci6n de ~cido sali
cílico (tri~ngulos) o DMO (círculos). 
Las lineas a trazos representan el pl 
del medio. 
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baci6n. 

RESULTADOS Y DISCUSION 

Comparaci6n de los resultados obtenidos 

con DMO y con 5cido salicílico.- La Fig.1 

muestra el curso temporal de los cambios del 

pH intracelular en c~lulas de Ehrlich incuba

das a pH 6.55 con cantidades 11tracer 11 de DMO y 

5cido salicílico 30 pM. Los valores obtenidos 

con ambos indicadores fueron similares (+ 0.06 

unidades de pH) y el curso temporal completa

mente superponible. La curva inferior muestra 

el curso temporal de lo.s valores de pH intra

celular aparente obtenidos en c~lulas de Ehrlich 

incubadas a pH 4.5, usando el ~cido salicílico 

solamente, ya que el DMO no daba resultados sa

tisfactorios en estos rangos de pH. 

Tiempo necesario para la equilibraci6n del 

5cido salicílico.- El tiempo necesario para la 

equilibraci6n del indicador se estudió añadien

do el ~cido salicílico despues de diferentes pe

riodos de incubaci6n y permitiendo una duraci6n 
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total de la incubaci6n exactamente igual en to

dos los casos. En estas circunstancias, una e

quilibraci6n incompleta del .1cido salicílico se 

reflejarfa como una relaci6n de distribuci6n me

nor. A un pH extracelular de 6.55 la equilibra

ci6n del ~cido salicílico fue completa en los 

primeros 5 minutos de incubaci6n, el intervalo 

m~s corto probado. A pH 4.7 la equilibraci6n 

fué practicamente instant~nea, siendo suficien

te el tiempo empleado en la manipulaci6n de los 

tubos y la centrifugaci6n al final de la incu

baci6n para que se completara la equilibraci6n 

del indicador. 

Desarrollo de un método de terminaci6n para 

la observaci6n de cambios r~pidos del pH intra

celular. - Los resultados expuestos en el apar

tado anterior sugieren que la equilibraci6n del 

~cido salicílico es lo suficientemente r~pida 

como para permitir el empleo de este indicador 

para la medida de cambios r.1pidos del pH intra

celular, por ejemplo los asociados con el trans

porte de ciertas substancias. Para la termina-
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ci6n precisa del periodo de incubaci6n en las 

c~lulas de Ehrlich, que no han tolerado hasta 

ahora la separaci6n del medio por filtraci6n, 

lo que suele hacerse es diluir el medio de in

cubaci6n con 3-4 volillnenes de medio frÍo (0-4°C) 

antes de la centrifugaci6n. Esta maniobra de

tiene el movimiento de muchas substancias (por 

ejemplo, sodio, potasio, amino~cidos, azdcares) 

a trav~s de la membrana celular (13). 

Cuando realizamos esta maniobra de dilu-

ci6n con medio fria en c~lulas incubadas con 

~cido salic!lico nos encontramos con una sali-

da neta del indicador al medio extracelular di-
, 

luido, como cabria esperar si el movimiento del 

indicador sucediera por un proceso de difusi6n 

simple, poco sensible, por tanto, a la tempera-

tura. Estos movimientos se estudiaron exausti-

vamente, usando diferentes concentraciones de 

~cido salicílico en el medio de incubaci6n, en 

el diluente frfo o en ambos. Los resultados de 

estos experimentos indicaron que se alcanzaba 

un nuevo equilibrio con el medio diluido f r{o 

en pocos segundos a pH 4.7, teniendo este equi-
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librio las mismas características que el que se 

alcanzaba a 37°c. , es decir que el gradiente de 

concentraci6n de ~cido salicílico que se encon

traba a través de la membrana celular en estas 

condiciones estaba en relaci6n con el gradien

te de pH existente entre el medio extracelular 

y el intracelular de acuerdo con la ecuaci6n 

que se mencion6 en la . introducci6n. Por ejemplo , 

en dos series paralelas de 5 experimentos cada 

una las células se incubaron durante 6 minutos 

a pH 4.7 termin~ndose la incubaci6n por dilu

ci6n con medio frfo . En la primera serie el me

dio de incubaci6n, pero no el diluente frfo, 

contenía ~cido salicílico; en la segunda serie 

se puso el ~cido salicílico solamente en el di

luente frfo, pero no en el medio de incubaci6n . 

Los valores calculados para el pH intracelular 

fueron (media+ desviaci6n standard) 6.14 ± 0.03 

y 6.16 + 0.04, respectivamente, sugiriendo que 

la migraci6n del indicador en el intervalo com

prendido entre la diluci6n con el medio f rÍo y 

la centrifugaci6n es lo suficientemente r~pida 

para no limitar la relaci6n de distribuci6n que 

se alcanza en respuesta al gradiente de pH. 
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TABLA I 

Efectos del pH de la suspensi6n celular fría en 

las estimaciones del pH intracelular en las cé-

lulas de Ehrlich. 

Distribuci6n 
pH de la sus- del .1cido pH intracelu-
pensi6n fría salicílico lar estimado 

4.56 316 6.66 

4.52 391 6.70 

4. 18 841 6.70 

3.82 1417 6.63 

3. 89( a) 337 6.18 

Las células se incubaron durante 2 minu
tos en medio a pH 4.5. El diluente frfo conte
nía buffer a distintos valores de pH, de modo 
que el pH de la suspensi6n celular fría tuvo 
el valor indicado en la primera columna. 

(a) En este experimento la suspensi6n celular 
frfa contenía acetato s6dico 0.5 mM. 
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Sin embargo, a un pH extracelular mayor de 6 la 

permeabilidad de la membrana al indicador no 

era suficientemente alta como para que el equi

librio se completase antes de la centrifugaci6n, 

de modo que, en esas circunstancias, era nece-

sario escoger condiciones especiales para que 

el movimiento neto del indicador después de la 

diluci6n con el medio frío fuera mínimo (por 

ejemplo, añadir ~cido salicílico también al di

luente frÍo) para obtener un equilibrio aparen-

temente completo del indicador. 

La diluci6n con medio frfo detenía, sin 

embargo, el movimiento de H+, como muestra el 

hecho de que el pH intracelular aparente no se 

modificaba con el pH de la suspensi6n celular 

frÍa (Tabla I ). 

Efectos del 2,4-dinitrofenol sobre el cur

so temporal de los cambios del pH intracelular 

de células de Ehrlich incubadas a pH 4.5.- La 

Fig. 2 muestra que el pH intracelular cay6 abrup-

tamente durante los primeros 15 segundos de in-

cubaci6n, usando el método de terminaci6n por 

diluci6n frta descrito en el apartado anterior 

Fundación Juan March (Madrid)



16 

¡:.. 
m 6.o ,......¡ 
::l 

,......¡ 
Q) 
() 

m 
¡:.. 

+> ¡:::: 
·.-1 s.s 
:::t:: o. 

o 4 8 12 

minutos· 

Fig 2.- Efectos del 2,4-dinitrofenol 
sobre el curso temporal de la caída 
del pH intracelular en c~lulas de 
Ehrlich incubadas a pH 4.5. 
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para limitar estos intervalos tan cortos de in

cubaci6n. La calda fu~ mucho m~s gradual en 

tiempos posteriores. El dinitrofenol aceler6 

intensamente la cafda del pH intracelular, co-

mo podria esperarse de su conocido efecto co-

mo conductor de protones (16, 17). Los perfi

les de captaci6n de H+, estimados a partir de 

los cambios de pH del medio, fueron congruen

tes con los cambios del pH intracelular. 

Correlaci6n entre la captaci6n de H+ y 

los cambios del pH intracelular en las c~lulas 

de Ehrlich.- La Fig. 3 muestra que la correla

ci6n entre estos dos par~etros fu~ buena. En 

presencia de dinitrof enol la pendiente de la 

linea que define dicha relaci6n no cambia, pe-

ro la capacidad de una cantidad determinada de 
+ 

H para disminuir el pH intracelular aumenta. 

Los datos publicados por Poole y col. (18), 

que muestran que el dinitrof enol disminuye el 

pH intracelular en c~lulas incubadas a pH 7.4, 
+ donde la captaci6n neta de H desde el medio 

no puede ser grande, son congruentes con los 
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Fig 3.- Correlaci6n entre el pH in
tracilular aparente y la captaci6n 
de H por las c~lulas de Ehrlich. 
DNP: 2,4-dinitrofenol 
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nuestros. Todos estos resultados sugieren que 

el dinitrofenol, aparte de aumentar la permea

bilidad de la membrana para H+, tiene otro efec

to, probablemente sobre el metabolismo aumen

tando la velocidad de producci6n de metaboli

tos ~cidos, que tiende tambien a acidificar el 

medio intracelular. 

Efecto de algunos ~cidos débiles sobre la 

respuesta del pH intracelular a cambios del pH 

extracelular.- La adici6n al medio de incuba-

ci6n de las sales s6dicas de los ~cidos caco

dílico, acético o fluoracético aceler6 la cat

da del pH intracelular observada tr~s la incu

baci6n a pH 4.5 (Tabla II). Estos ~cidos fue-

ron tanto m~s efectivos cuanto menor era el va-

lor de su pK', como esperaríamos si estas subs

tancias actuasen atravesando la membrana en su 

forma no disociada y liberando un prot6n en el 

medio intracelular, siguiendo su distribuci6n 

los mismos principios que el ~cido salicílico. 

De acuerdo con este mecanismo su efecto no se 

modificarla notablemente por la temperatura, y, 

en efecto, la Tabla II muestra que el efecto de 
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TABLA II 

Efectos de la adici6n de algunos ~cidos d~bi

les al medio de incubaci6n o al diluente frfo 

sobre el pH intracelular en células de Ehrlich. 

pH intracelular 
Compuesto añadido ~ A B 

Ninguno 6.48 6.51 

Cacodilato 6.2 6.46 6.46 

Acetato 4.8 6.20 6.18 

Fluoracetato 2.7 6.16 

2,4-Dinitrofenol 4.0 5.18 5.68 

Las c~lulas se incubaron durante 2 minutos 
en medio a pH 4.6, llev~ndose a cabo la termina
ci6n por diluci6n con medio frfo. Los compuestos 
indicados en la primera columna se añadieron al 
medio a una concentraci6n de 1.7 mM (valores de 
pH ilustrados en la columna A) o al diluente frío 
a una concentraci6n de 0.5 mM (valores ilustra
dos en la colwnna B). Notes~ que la concentra
ci6n final de estos compuestos en la suspensi6n 
celular frfa es la misma en ambos casos: 0.4 mM. 
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estas substancias fué exactamente igual si se 

añadf an al medio después de su diluci6n con me

dio frío (Comp~rense las columnas A y B en la 

Tabla II). El dinitrofenol tuvo un efecto mucho 

mayor que cualquiera de los anteriores en rela-

• tl K' > d d 1 ciun con su p , como seria e esperar e me-

canismo catalítico atribuido a este compuesto. 

Su efecto difiri6 también por ser sensible a la 

temperatura (Tabla II). 

Efectos de la incubaci6n a pH ~cido sobre 

el pH intracelular de E. coli.- La Fig. 4 mues

tra los valores de pH intracelular, estimados 

de la distribuci6n de ~cido salicílico, en cé

lulas de E. coli incubadas a pH 4,33 en dife-

rentes circunstancias. La estabilidad temporal 

del pH intracelular sugiere que la permeabili

dad de la membrana bacteriana a H+ es mucho me-

nor que la de las células de Ehrlich. La adi

ci6n de glucosa al medio de incubaci6n produ

jo una pequeña disminuci6n del pH intracelular, 

que podrfa ser debida a la producci6n de meta

bolitos ~cidos durante la glicolisis (19). La 

adici6n de acetato o dinitrofenolato produjo 
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también una disminuci6n del pH intracelular, pe

ro, mientras que con el acetato la ca!da del pH 

intracelular parecía ser instant~nea, con el di-
, 

nitrofenol esta caida presenta un curso tempo-

ral definido. 

+ Permeabilidad de la membrana a H en E. co-

li y en las células de Ehrlich.- Con ambos ti

pos de células se midi6 la permeabilidad de la 
+ o 

membrana a H a 25 C y valores de pH extrace-

lular comprendidos entre 4.3 y 4.6 a partir de 

los cambios del pH del medio, detectados y re

gistrados con el equipo adecuado. En el caso 

de E. coli los valores obtenidos oscilaron en-

5 d +; . tre O.O y 0.20 mEq e H Kg de agua intracelu-

lar por minuto . En el caso de las células de 

Ehrlich los valores obtenidos en las mismas 

circunstancias fueron mucho mayores: 4 a 6 

mEq de H+/Kg de agua intracelular por minuto. 

La adici6n de dinitrof enol aument6 tremendamen-

te la permeabilidad en ambos casos. 

Efectos de algunos ~cidos débiles sobre el 
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Fig 5.- Efectos de diferentes concen
traciones de acetato, salicilato y 
dinitrofenolato sobre la distribución 
alcanzada por el ácido salicílico en 
c~lulas de E. coli incubadas a pH 4,33 
durante 1 minuto. Leyenda en la pági
na siguiente . 
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Leyenda a la Fig S. 

Los símbolos llenos y las l{neas continuas 
representan datos experimentales. Los símbolos 
huecos y las l{neas a trazos son valores te6-
ricos que corresponden al modelo mencionado en 
el texto. Estos valores se calcularon usando 
las siguientes ecuaciones: 

log (relaci6n de distribuci6n del ac. salicílico)= 

Gº(pHi 3) 
+ 

8 log 
3) lO(pHe + 

log (E) = log (lO(pHe - pK') 
+ 1) + 

log ~pH 0 ~ pH~ log (lO(pHi - pK') 
+ 1) 

En estas ecuaciones, pHi y pHe representan los 
valores de pH intra y extracelular al final de 
la incubaci6n, pHo el pH intracelular inicial 
(se us6 un valor de 7,3), B la capacidad buffer 
del citoplasma bacteriano (se calcul6 un valor 
de 19 de los datos de la Fig. 7), y (E) la con
centraci6n extracelular de la substancia pro
bada. En los c~lculos se usaron los valores de 
pK' que se dan en la Tabla II. 
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pH intracelular de c~lulas de E. coli incuba

das a pH 4.3.- La Fig 5 muestra los efectos 

de diferentes concentraciones de acetato, sa 

licilato o dinitrif enolato sobre la relaci6n 

de distribuci6n alcanzada por el ~cido salic!

lico en 1 minuto de incubaci6n. Los s!mbolos 
, 

y las lineas llenas representan los datos ex-

perimentales. Las lÍneas punteadas y los s!m-
, ~ 

bolos vacios representan el efecto que podria 

predecirse para cada compuesto si actuase Úni-

camente atrvesando pasivamente la membrana en 

su forma no disociada y liberase un prot6n en 

el agua intracelular. Este modelo se ajusta ra

zonablemente bien al caso del acetato y el sa

licilato. La forma curvada de la relaci6n ob-

tenida en el caso del dinitrof enol y su despla-

zamiento hacia la izquierda con relaci6n al mo

delo (la lÍnea de puntos) indican que el meca-

nismo de acci6n es m~s complejo para este com-

puesto. Un efecto catalítico aumentando la per
+ 

meabilidad de la membrana a H y un aumento de 

la velocidad de producci6n de metabolitos ~ci-
, 

dos podrian contribuir a explicar las caracte-

rísticas de la relaci6n obtenida con el dinitro-
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fenal. 

Efectos de la temperatura sobre la rela

ci6n de distribuci6n alcanzada por el ~cido sa

licílico en c~lulas de E. coli.- La temperatu

ra de incubaci6n modific6 la relaci6n de distri· 

buci6n alcanzada por el ~cido salicílico en E. 

coli (Fig. 6). El descenso de temperatura de 37 
o 

a 12 C aument6 la relaci6n de distribuci6n al-

canzada por el ~cido salicílico. Con las c~lu-

las de Ehrlich obtuvimos un cambio similar, aun· 

que no tan marcado. Estos cambios podrian estar 

en relaci6n con modificaciones temperatura-de-

pendientes de los coeficientes de actividad (8) 
+ cambios de la premeabilidad de la membrana a H 

y cambios en la velocidad de producci6n de me

tabolitos ~cidos. 

Por debajo de 12°c la relaci6n de distri

buci6n de ~cido salicílico alcanzada en E. coli 

cay6 tremendamente (Fig.6); el efecto era muy 

r~pido, completándose en menos de 15 segundos. 

Estudios de la permeabilidad de la membrana a 

+ H demostraron un tremendo incremento en estas 
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circunstancias. El fen6meno era reversible, ya 

que si se permitía el calentamiento de la sus

pensi6n de bacterias a 25°c la distribuci6n de 

~cido salicílico aumentaba hasta alcanzar valo-

res pr6ximos a los obtenidos antes del enfria

miento (Tabla III). Este hecho demuestra la par-

ticipaci6n de un mecanismo de extrusi6n activa 

de H+ durante el periodo de incubaci6n a 25°c. 
+ 

Por otra parte, la mayor parte del H captado 

durante la incubaci6n a 2ºc y pH 4.33 se pier-

de en una incubaci6n subsecuente a la misma 

temperatura y pH 7.1 (Compárense las dos dlti-

mas lfneas en la Tabla III), sugiriendo que la 

permeabilidad de la membrana bacteriana para H+ 

aumenta a 2ºc hasta el punto de permitir un 

equilibrio casi completo de las concentraciones 
+ de H entre las fases intra y extracelular. El 

aumento brusco de la permeabilidad de la mem-
. o 

brana por debaJO de 12 C es consistente con la 

observaci6n de Piperno y Oxender (20) de que la 

mayor parte de los amino~cidos acumulados por 

E. coli se pierden en pocos segundos al lavar 

con medio frÍo "sugiriendo un aparente punto 
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de transici6n a esta temperatura que podría es-

tar asociado a un cambio morfol6gico de la mem

brana plasm~tica 11 • Este tipo de efecto, con un 

aumento generalizado y reversible de la permea

bilidad de la membrana a estas temperaturas, po

drfa explicar ambos resultados: la p~rdida de 

amino~cidos y la captaci6n de protones descri

ta. En relaci6n con estos hechos, es notable 

que Reijngoud y Tager (21) han observado recien-

temente que la membrana lisosomal se vuelve com
+ pletamente permeable a H y otros cationes mo-

novalentes a-1 disminuir la temperatura desde 25 
o ,,. 

a O C. Notese la diferencia entre el efecto de 

la temperatura entre E. coli y las c~lulas de 

Ehrlich; en estas Últimas la disminuci6n de la 
o 

temperatura a 2 e disminuye drasticamente la 
+ permeabilidad de la membrana para H (Tabla I). 

Se ha observado tambi~n que una disminuci6n de 

la temperatura disminuye drásticamente la ope

raci6n de los sistemas de transporte activo en 

las c~lulas de Ehrlich, pero a la vez evita 

cualquier p~rdida de substrato previamente acu

mulado (13), al contrario de lo que sucede en 

E. coli. 
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Relaci6n entre la captaci6n de H+ y el 

pH intracelular en E. coli.- La Fig.7 muestra 

la correlaci6n entre estos dos par~metros en 

bacterias incubadas durante diferentes perio-

dos a pH 4.33, añadiendo al medio diferentes 

concentraciones de acetato, salicilato o di-

nitrof enolato para aumentar la permeabilidad 

de la membrana a H+. Con los dos primeros, 

obtuvo una misma relaci6n captaci6n de H+: 

se 

dis-

minuci6n del pH intracelular. Pero en el caso 

del dinitrof enol la caída del pH intracelular 

fu~ relativamente mayor para una cantidad dada 
+ de H captado, un efecto del dinitrofenol que 

habíamos encontrado tambi~n en las c~lulas de 

Ehrlich (Fig 3) . 

Implicaciones de las diferencias de la 

permeabilidad de la membrana a H+ encontradas 

en c~lulas procariotes y eucariotes.- Las di

ferencias de los gradientes de pH y potencial 

de membrana encontradas en~re diferentes c~lu-

las no han merecido siempre una atenci6n sufi-

ciente. La permeabilidad para los hidrogenio-
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nes de la membrana plasm~tica de las c~lulas 

de Ehrlich y otras c~lulas eucariotes es sufi-

cientemente alta como para impedir el manteni

miento de una fuerza proton-motora notable a 

trav~s de la membrana celular. Como consecuen-

cia, los gradientes de concentraci6n de otros 

iones y metabolitos difícilmente podrían ser 

generados por un simple mecanismo de cotrans
+ porte o contratransporte con H de una fase a 

la otra de la membrana, o por simple electro-

foresis. Debemos entonces imaginar que los me

canismos que energizan tales sistemas de trans

porte en las c~lulas animales son completamen-

te diferentes a los propuestos en bacterias, 

mitocondrias y cloroplastos, o bien que el gra

diente de hidrogeniones primario, generador de 

otros gradientes en las c~lulas animales, est~ 

confinado en regiones ocultas en la membrana, 

y que f en6menos decisivos de co- y contratrans

porte con H+ ocurren . ea estas zonas escondidas 

en el espesor de la membrana como se ha sugeri-

do previamente (22, 23). 
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37.- Lenguaje en periodismo escrito./Fernando Lázaro Carreter. 
Luis Michelena Elissalt, Robert Escarpit, Eugenio de Bustos. 
Victor de la Serna, Emilio A/arcos Llorach y Juan Luis Cebriá11. 
(Seminario organizado por la Fundación Juan March los dias 
30 y 31 de mayo de 1977). 

38. - Factores que influyen en el espigado de la remolacha azucarera, 
Beta vulgaris L./ José Manuel Lasa Dolhagaray y Antonio 
Silván López. (Ciencias Agrarias. España, 1974). 

39. - Compacidad numerable y pseudocompacidad del producto de 
dos espacios topológicos. Productos finitos de espacios con 
topologías proyectivas de funciones reales. /José Luis Blasco Oleína 
(Matemáticas. España, 1975). 

40.- Estructuras de la épica latina./ Mª. del Dulce Nombre 
Es tef an ía A lvarez. (Literatura y Filología, España, 19 71). 

41.- Comunicación por fibras ópticas./ Francisco Sandoval 
Hernandez {Ingeniería. España, 1975). 

42.- Representación tridimensional de texturas en chapas 
metálicas del sistema cúbico./ José Antonio Pero-Sanz Elorz 
(Ingeniería. España, 1974). 

43. - Virus de insectos: Multiplicación, aislamiento y bioensayo 
de baculovirus./ Cándido Santiago-Alvarez. 
(Ciencias Agrarias. Extranjero, 1976). 

44. - Estudio de mutantes de saccharamyces cerevisiae alterados 
en la biosintesis de proteínas./ Lucas Sanchez Rodríguez. 
(Biología. España, 19 76 ). 
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45. - Sistema automático para la exploración del campo visual. 
José Ignacio Acha Catalina (Medicina, Farmacia y Veterinaria. 
España, 1975). 

46. - Propiedades físicas de las variedades de tomate para recolección 
mecánica/ Margarita Ruiz Altisent (Ciencias Agrarias.España 1975) 
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