
REVISTA ESPAAOLA DE FISIOLOGIA, 27, 111-114. 1971

Reserva endogena y enzimas hidroliticos
de una raza psicrofila y otra mesofila

de Arthrobacter
I. Bernardez-Hermida  y B. Regueiro-Varela*

Departamento de Microbiologia. Facultad de Farmacia
Universidad de Santiago de Compostela (Espana)

(Recibido el 26 de octubre de 1970)

I. BERNARDEZ-HERMIDA and B. REGUEIRO-VARELA. Endogenous Reserve and Hydro-
litic Enzymes of Psychrophilic and Mesophilic Strains of * Arthrobacter*.  R. esp.
Fisiol., 27, 111-114. 1971.

During the study of the physiological and biochemical aspects of adaptation to
temperature of a psychrophilic strain and mesophilic strain of Arthrobacter, a difference
in the contents and the uptake of the endogenous reserve of amino acids, ceto-acids
and nucleotids was observed.

Also, differences in the temperature at which the optimum proteinase and pyro­
phosphatase activity occurs for the psychrophilic strain (2-20°) and the mesophilic
strain (30-37°) were obtained.

En un trabajo anterior (1) sefialabamos
que una de las maneras de enfocar el
problema del fundamento de la adapta­
tion de los microorganismos psicrofilos
a las bajas temperaturas seria la de com-
parar sus caracteres fisiologicos y bioqui-
micos con los de otra raza mesofila de la
inisma especie y establecer las diferencias
significativas basicas.

Previamente hemos estudiado algunos
caracteres morfologicos y fisiologicos, de-
terminando algunas diferencias significa­
tivas. Entre los caracteres bioquimicos
que pueden tener alguna signification, se
pueden incluir el contenido o reserva en­
dogena celular y los enzimas.

El pool o contenido endogeno y el con-
sumo de este cs fase importante del me- 

* Con una beta de Ayuda a la Investi­
gation.

tabolismo celular, pudiendo afectarse por
la temperatura de crecimiento, siendo
poco lo investigado en este sentido hasta
ahora.

Entre otros, senala Rose (12, 13), que
los enzimas son los elementos celulares
mas sensibles a la temperatura. El pro­
blema estaria en descubrir cual de los
enzimas de la celula posee una sensibili-
dad anormal a la temperatura. Demuestra
Imgraham (5) que ciertos enzimas de bac-
terias psicrofilas pueden catalizar reaccio-
nes a mas baja energia de activation que
los correspondientes de mesofilos y ya
hace algun tiempo que Brown (2) decia
que probablemente los enzimas de ambas
razas fueran algo diferentes. Enzimas de
ambas razas son comparativamente estu-
diados por algunos autores (11. 14).

Entre los enzimas imporlantes en cl
mclabolismo celular estan los protcolili- 
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cos, que fueron estudiados ya por algunos
autores en microorganismos psicrofilos.
Asi, Peterson y Gunderson (10) ven
que, aunque su sintesis en un psicrofilo
es mayor de 0°, la maxima actividad ocu-
rre a mas temperatura. Tambien fueron
estudiados por McDonald et al. (8) y por
Nunokawa y McDonald (9).

Otro enzima importante en el metabo-
lismo celular es la pirofosfatasa, que no
habia sido estudiado previamente en rela­
tion con las bacterias psicrofilas. Nosotros
lo consideramos en el presente trabajo.

Material y metodos

Se emplean dos razas de Arthrobacter:
una psicrofila, R22/34, enviada por el
Dr. Druce de Inglaterra y otra mesofila
aislada por nosotros. Se cultivan en medio
tripticasa-soja y en medio sintetico de
Rose (12).

Las celulas de los diferentes cultivos se
recogen por centrifugation, lavandolas va-
rias veces con agua destilada. Las celulas
se pueden romper por ultrasonido y frac-
cionar por centrifugation en ultracentri-
fuga preparativa Spinco.

La extraction de la reserva endogena
se hace por el metodo de Hancock (4) y
la determination de aminoacidos, cetoaci-
dos y nucleotidos por el metodo de Hagen
y Rose (3). La de proteina por el metodo
de biuret dado por Legget-Bayley (6).
La determination de pirofosfatasa se hace
por el metodo de Levinson et al. (7).

ratura optima de crecimiento. Esto per-
mitiria relacionar la estructura de la pared
celular con las temperaturas optimas de
crecimiento de cada raza.

Determinaci6n de la reserva end6-
gena. A partir de cultivos de las razas
psicrofila y mesofila incubados a las tem­
peraturas que se indican, se determina el
contenido endogeno de aminoacidos, ce­
toacidos y nucleotidos, que corresponden
a los liquidos procedentes de la rotura de
las celulas por ultrasonido (tabla I, fig. 1).
Observamos que el maximo contenido en-
d6geno en la raza psicrofila ocurre cuan-
do se incuba a 2°, disminuyendo a me-
dida que se aumenta la temperatura de
incubation; en la raza mesofila, el maxi­
mo contenido endogeno ocurre cuando se
incuba a 30°, disminuyendo a medida que
se baja la temperatura de incubation. En
la raza psicrofila cuando crece en medio
natural, la reserva de aminoacidos es su­
perior a la de cetoacidos, mientras que si
crece en medio sintetico ocurre lo con-
trario.

En otra serie de pruebas se realizan
transferencias de los cultivos de 2 a 37°
y de 20 a 37°. Los resultados para la raza
psicrofila y mesofila se expresan en la ta­
bla II. Se ve que, para la raza psicrofila,
a medida que aumenta la edad y la tem­
peratura, se aumenta la reserva de amino­
acidos y cetoacidos, disminuyendo la de
nucleotidos. En la raza mesofila aumentan
todas las reservas.

Resultados

En algunas de las experiencias que lue-
go se mencionan, se rompen las celulas
bacterianas por ultrasonido (MSE 60). Se
obscrva que la resistencia a la rotura es
mayor en la raza mesofila que en la psi­
crofila (60 y 20 minutos, respectivamente)
y tanto mas cuanto mas baja es la tem­
peratura de crecimiento. En la raza psi­
crofila la rotura es mas facil a la tempc-

Tabla I. Determinacion de reservas
endogenas.

T°C
Psicrofila Mesofila

AA (1/3) CA NT AA (1/3) CA NT

2 0,845 0,950 2,100 0,469 0,145 1,187
20 0,530 0,790 1,702 0,699 0,194 1,650
30 0,200 0,730 1,530 0,854 0,292 1,825
37 0,105 0,539 1,030 0.745 0,194 1,620

AA = aminoacidos (diluido a 1/3); CA = cetoacidos;
NT = nucledtldos.
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Fig. 1. Contenido en reservas endogenas.
(X—X) amino&cidos; (O—O) ceto&cidos;

(A—A) nucleotidos.

Tabla II. Efecto transferencias en medio
sintetico.

Incuba inicialmente a 2° (A) y 20° (B) y cuan-
do extincion 0,200, se transfieren a mcdios a
37° y realiza determinaciones a extinciones =

0,400, 0,600 y 0,800.

Extinc.
Pslcrofilo Mesofilo

AA
(1/3) CA NT AA

(1/3) CA NT

0,200 (A) 0,560 0,100 2,210 0,140 1,900 0,865
0,400 0,690 0,130 1,570 0,265 1,580 1,155
0,600 0,720 0,180 1,495 0,350 1.605 1,240
0,800 0,845 0,255 1,095 0,520 1,700 1,415

0,200 (B) 0,230 0,654 1,800 0,238 0,925 0,605
0,400 0,245 0,062 1,430 0,485 0,500 0,870
0,600 0,260 0,065 1,050 0,690 0,735:0,980
0,800 0,306 0,075 0,950 0,715 O.915;1,055

Determinaciones enzimaticas. Se
realizan unas pruchas de determination
de proteinasas y pirofosfatasa en las ra-
zas psicofila y mesotila de Arthrobacter 
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Fig. 2. Determination de actividad proteinasa
exocelular, endocelular y celulas rotas por

ultrasonido.
Parte superior enzima inducido.

incubadas a las temperaturas que se in­
dican.

Proteinasa. Como sustrato se emplea
caseina y se hace una prueba de induc­
tion enzimdtica (fig. 2), con la actividad
endocelular y exocelular. Se observa una
cierta induction en todos los casos y to-
das las temperaturas. Determinaciones en
medio natural y sintetico con la raza psi-
crofila (fig. 3), permite observar que la
maxima actividad proteinasa exocelular
ocurre incubando a 2° en medio natural
y a 30° en medio sintetico; en cambio, la
actividad endocelular es maxima a 20° en
todos los casos.

Pirofosfatasa. Esta actividad se loca-
liza en las celulas y se determina en ce­
lulas desecadas en acetona y que han
crecido en medio natural a distintas teni-
peraturas (tabla III). La maxima activi-

Fig. 3. Determinaciones de actividad protei­
nasa de la raza psicrofila en medio natural (I)

y sintetico (II).
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Tabla 111. Determination actividad pirofos-
fatasa.

T°C Psicrdfila Mesdfila

2 0,074 0,057
20 0,342 0,295
30 0,081 0,490
37 0,000 0,570

dad se encuentra cuando la raza psicofila
se incuba a 20° y la mesofila a 37°. Si la
actividad se determina en lisados de celu-
las rotas por ultrasonido, los resultados
son similares.

Discusion

En el estudio de las bases fisiologicas y
bioquimicas que diferencian a los micro-
organismos psicrofilos de los mesofilos,
tiene interes el conocimiento comparative
del contenido y utilization de la reserva en­
dogena de los mismos. Hagen y Rose (3)
estudiando el metabolismo de una levadu-
ra psicrofila incubada a 16°, observaron
que, cuando se sube esta temperatura a
30°, hay una rapida utilization de la re­
serva de aminoacidos y cetoacidos.

Nosotros hemos observado que, a me-
dida que se aumenta la temperatura de
incubation en una raza psicrofila de Ar-
throhacter, disminuye la reserva endogena
de aminoacidos, cetoacidos y nucledtidos,
desapareciendo cuando se hace a 37°. Tn-
versamente ocurre con la raza mesofila.

La relation de reserva de aminoacidos
a cetoacidos en la raza psicrofila es dife-
renie segun crezca en medio natural o en
medio sinletico.

Se senalaba que los enzimas son quiza
Jos componentes celulares mas sensibles
a la temperatura y es probable que, en
alguno de ellos o en su sistema formador,
se encuenlre la causa de la adaptation a
las temperaturas extremas.

En nuestro trabajo con enzimas proteo-
liticos y pirofosfatasa, se observa que cn
la raza psicrofila la actividad protcinasa 

optima es a mas baja temperatura (2-20°)
que en la mesofila (30-37°). Resultado
parecido se encuentra en cuanto a la ac­
tividad pirofosfatasa, lo cual podria hacer
suponer una diferencia estructural en cada
enzima.

Resumen

Durante el estudio de las bases fisioldgicas y
bioquimicas de una raza psicrofila y otra me­
sofila de Arthrobacter, de adaptation a la tem­
peratura se ha observado una diferencia en el
contenido y consumo de la reserva endogena de
aminoacidos. cetoacidos y nucledtidos. Tam-
bien se han determinado diferencias en la tem­
peratura a que ocurre el optimo de actividad
proteinasa y pirofosfatasa entre la raza psicro­
fila (2°-20°) y mesdfila (30°-37°).
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