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The respiratory activities of a psychrophilic and a mesophilic strain of Arthrobacter
has been studied.

Optimal dehydrogenase activity occurs in the psychrophilic strain when incubated
at 20-30° and in the mesophilic strain an 30-37° C. Chemical inhibitiors act in a
different manner on each strain.

The determination of the catalase activity was made by different methods and
it was observed that the maximum activity in the psychrophilic strain occured when it
was incubated at 2-20° C and in the mesophilic at 30-37° C.

The activity of DPNH-oxidase is higher in the psychrophilic strain when incubated
at 10-20° C and becomes inactive at 50° C. In the mesophilic strain it is maximum
at 30° C and becomes inactive at 65° C.

The peroxidase activity is maximum in the psychrophilic strain when incubated
at 5-15° and become inactive at 50°. In the mesophilic strain it is maximum at 20-35°
and becomes inactive at 70°.

Sugiere Rose (11) que las bases bioqui-
micas del crecimiento de los microorga-
nismos a bajas temperaturas, se asocian
a ciertos componentes celulares anormal-
mente termosensibles: los enzimas. La
cuestion esta cn conocer cual, de todos
los que intervienen en el metabolismo ce-
lular, cs el que posee tai sensibilidad y es
responsable de la maxima baja tempera-
tura a que crcce el microorganismo.

Se sabe que ciertos enzimas de microor-
ganismos psicrofilos pueden catalizar reae- 

* Con una beca de Ayuda a la Investiga-
cidn.

ciones a mas baja energia de activacion
que los correspondientes de mesofilos (12).
Dawes y Holms (3) y Stokes y Lar
kin (13) tambien senalan diferencias entre
enzimas de psicrofilos y mesofilos.

Parece que la represion de la sintesis
de enzimas es mayor a bajas temperaturas,
luego la fase termosensible pudiera tam
bien ser la de la sintesis de su represor.
Se liene evidencia de que los enzimas fer-
mentativos, oxidalivos y lipoliticos. asi
como sus sistemas formadores, son anor-
malmente sensibles a la temperatura, en
los microorganismos psicrofilos.

Algunos autores (4) observan sensibili- 
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dad anormal a la temperatura en ]a ma-
licodeshidrogenasa de los psicrofilos y se
conoce una de un microorganismo termo-
filo que resiste hasta los 78°. Otras des-
hidrogenasas con parecidas propiedades
son estudiadas por otros diversos auto-
res (1, 2, 6, 8, 9). Imgraham y Bailey (7),
no observan las citadas sensibilidades y
sugieren que las diferencias en respuesta
a la temperatura se deben mas a aspectos
de la organization celular que a diferen-
cias enzimaticas.

Por otra parte, Frank et al. (5), mues-
tran en una bacteria psicrofila que, cuan-
do crece a 2°, produce mas catalasa que
cuando lo hace a 30°; la actividad en
ambos casos disminuye con la edad; lue-
go un incremento en la sintesis de catala
sa puede ser esencial para el crecimiento
a baja temperatura.

Otros enzimas endocelulares respirato-
rios son la DPNH-oxidasa y la peroxidasa
a los que no se menciona en la literatura
sobre el tema de trabajo y que, en union
de los anteriores, son el objeto del pre
sente.

Material y metodos

Se utilizan en cl presente trabajo una
raza de Arthrobacter psicrofila enviada
por el Dr. Druce, de Inglaterra, y otra
mesofila aislada por nosotros. Se cultivan 

en medio tripticasa-soja y en medio sin-
tetico (Rose), a las temperaturas que se
indican en cada caso.

La proteina se determina por el metodo
del biuret. La actividad deshidrogenasa
por el metodo de Dawes y Holms (3)
por reduction del trifeniltetrozolonio y
determination colorimetrica del formazan
originado. La actividad catalasa por el
metodo de Frank et al. (5), uno por ca-
talasimetro y otro espectro-fotometrico.

La actividad DPNH-oxidasa por el me
todo de Regueiro et al. (10), por dismi-
nucion de la densidad optica a 340 m/z de
una mezcla de 100 ml de tampon fosfato
a pH = 7,4, 0,40 mmol. DPNH y suspen
sion bacteriana hasta volumen final de
3 ml (la unidad es la cantidad de enzima
que hace disminuir la densidad optica
0,001/minuto). La actividad peroxidasa
por el metodo de Walker y Kilgour (14)
que tienen un fundamento analog© al an
terior, siendo la mezcla de: 40 m mol.
tampon acetato a pH = 5,4, 0,13 m mol.
de DPNH y 0,9 m mol. de H2O2 y sus
pension bacteriana.

Resultados

Actividad deshidrogenasa. Esta ac
tividad se localiza en las celulas, las cua-
les se suspenden en solution salina. Estas

Esta raza, a 2° no da crecimiento y. por lo tanto, no hay actividad.

Tabla I. Influencia de la temperatura y del sustrato sobre la actividad deshidrogenasa de
una raza psicrofila y otra mesofila de Arthrobacter.

Sustrato
PSICROFILO MESOFILO *

2’ 20° 30° 37’ 20°
—

30’ 37’

Glucosa 0,112 0,70 0,540 0,062 0,001 0,090 0,045
Isocitrato 0,020 0,225 0,330 0,145 0,075 0,080 0,094
Piruvico 0.290 0.330 0,600 0,190 0,166 0,280 0,290
Cetoglutarico 0.250 0,295 0,740 0,106 0,137 0,175 0,180
Succinico 0.435 0,710 0,051 0,041 0,040 0,080 0,080
A^nartico 0,760 0,410 0,072 0,040 0,280 0,290 0.250
Malico 0.000 0,582 0,647 0,185 0,050 0,644 0,620
Manitol 0.036 j 0,550 0,130 0,049 0,125 0,487 0,430
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Fig. 1. Inhibition de la actividad glucosa-des-
hidrogcnasa de dos razas de Arthrobacter

por el fluoruro sodico y el EDTA.
(®) 2°C; (A) 20° C; (■) 30° C; (X) 37° C.
Parte superior, raza psicrdfila. Parte inferior,

raza mesofila.

celulas proceden de cultivos de la raza
psicrofila y mesofila incubadas a 2°, 20°,
30° y 37° durante 48 horas.

Como sustratos se emplean: glucosa,
isocitrato, piruvato, cetoglutarato, succi-
nato, asparlato, malato y manitol. Los
resultados se recogen en la tabla I. La
maxima actividad deshidrogenasa se en-
cucntra en celulas incubadas a 20°-30°
en la raza psicrofila y a 30°-37° en la raza
mesofila. A 0° solo tienen actividad cn la
raza psicrofila.

En otra experiencia sc prueba el efecto
de cicrtos inhibidores, tales como iluoruro
sodico, EDTA, glicina, cianuro potasico,
lauril sulfato y azida sddica sobre la glu-
cosa-deshidrogenasa. Se ha encontrado
inhibition completa de la actividad enzi-
malica a las concenlraciones que se indi

can: para la raza psicrofila, el lauril sul
fato 0,01 My EDTA 0,01 M y para la
raza mesofila, la azida de sodio 0,01 M,
fluoruro sodico 0,05 M y lauril sulfato
0,0005 M. En la figura 1 se representa
graficamente el efecto del fluoruro sodico
y del EDTA.

Actividad catalasa. Se realiza pri-
meramente una prueba de tipo cualitativo,
utilizando placas de agar-tripticasa-soja
incubadas a 2°, 20°, 30°, 37°, donde cre-
cen colonias de las razas psicrofila y me
sofila. Se banan los cultivos con agua oxi-
genada al 3 %. El desprendimiento de
oxigeno indica presencia de catalasa, ob-
servandose que la mayor actividad corres-
ponde a la raza psicrofila incubada a 2°
y 20° y la mesofila a 30° (tabla II).

Tabla II. Actividad catalasica en dos razas
de Arthrobacter.

Prueba cualitativa en dos razas de Arthrobac
ter cultivadas en placas de agar-tripticasa-soja.
En la determinacion cuantitativa los valores se

expresan en mililitros de gas desprendido.

Tempe-
ratura

°C

Determin-cion
cualitativa

Determinacion
cuantitativa

Psicrdfila
1

Mesofila
Psicrofila

ml
Mesofila

ml

2 + + 1.0 0.4
20 + + + 1.7 0,6
30 + + + 0.5 0,9
37 + 0.2 1,0

En una prueba cuantitativa, se anade a
un catalasimctro 1 ml de cultivo, 8 ml de
solution salina y 1 ml de H2O2 al 3 %.
Sc incuba a las temperaturas que se indi
can y los resultados se expresan en mili
litros de gas desprendido (tabla II). Los
cultivos empleados tienen la misma edad
fisiologica. Observamos una mayor acti
vidad catalasa en la raza psicrofila a 2°
y 20° y cn menor proporcion en la me
sofila a 30° y 37°.

Por ultimo, se hacen dcterminaciones
de actividad catalasa por un metodo es- 
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pectrofotometrico. Las celulas con la mi
nima edad fisiologica se lavan y suspen-
den en solution salina; se ponen a la mis
ma extintion y se rompen con ultrasonido
(MSE), en cantidades de 10 ml. El tiem-
po de rotura es de 30 minutos para la
raza psicrofila y 60 minutos para la me
sofila. Se centrifugan y los sobrenadan-
tes se emplean como fuente de enzima
(1,7 mg/ml de proteina). Los resultados
son similares a los anteriores (tabla III).

Tabla 111. Determination espectrofotometrica
de la actividad catalasica en dos razas de

Arthrobacter.
Temperature•c Psicrofila

(segundos)
Mesofila

(segundos)

5 26 85
20 23 71
37 119 41

Actividad DPNH-oxidasa. Esta ac
tividad es muy importante dentro del me-
tabolismo celular. Se preparan cultivos de
la raza psicrofila a 10° por 5 dias y de la

Fig. 2. Efecto de la temperatura sobre la
actividad DPNH-oxidasa de una .raza psicro
fila (O) y otra mesofila (•) de Arthrobacter.

Tabla IV. Determination espectrofotometrica
de la actividad DPNH-oxidasa en dos razas de

Arthrobacter.

Raza 20°
(unidades)

30’
(unidades)

37°
(unidades)

Psicrofila 44 14 12.
Mesofila 18 22 15

mesofila a 30° por 3 dias. Se rompen las
celulas por ultrasonido, se centrifuga y el
liquido sobrenadante con un contenido
en proteina de 0,90 mg/ml se emplea como
fuente de enzima.

La actividad se determina espectrofoto-
metricamente a las temperaturas indica-
das y los resultados se dan en la tabla IV.
Puede verse que la mayor actividad co-
rresponde a la raza psicrofila incubada
a 20° y en la mesofila a 30°.

Se determina la estabilidad al calor
(figura 2), colocando el enzima durante
30 minutos a diferentes temperaturas de
10° a 80°. En la raza psicrofila, la maxi
ma actividad ocurre a 10° y se inactiva
a 50°; en la mesofila son 30° y 65°, res-
pectivamente.

Actividad peroxidasa. Las razas psi
crofila y mesofila se cultivan y tratan
como en el caso anterior y el liquido so
brenadante con un contenido en proteina
de 1,37 mg/ml se emplea como fuente de
enzima.

La actividad a las temperaturas que se
indican (tabla V) se determina espectro-
fotometricamente. La mayor actividad co-
rresponde a la raza psicrofila incubada
a 5° y en la mesofila a 20°.

Se determina la estabilidad al calor
como en cl caso anterior y los resultados

Tabla V. Actividad peroxidasa de dos razas
de Arthrobacter a distintas temperaturas.

Raza 5°
(unidades)

20’
(unidades)

30’
(unidades)

Psicrofila 32 27 —
Mesofila — 32 22
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se expresan grdficamente (fig. 3). La ma
xima actividad en la psicrofila ocurre
a 15° y la inactivation a 50°, en la meso-
fila a 35° y 70°, respectivamente.

Fig. 3. Efecto de la temperatura sobre la
actividad peroxidasica de una raza psicro
fila (O) y otra mesofila (•) de Arthrobacter.

Discusion

La inactivation del metabolismo respi-
ratorio cs un factor importante en cl cre-
cimiento a bajas temperaturas. La Ques
tion es conocer cual de los enzinias que
en el intervienen es el de mayor labilidad
a la temperatura. Nosotros estudiamos los
siguientes enzimas: deshidrogenasas, ca
talasa, DPNH-oxidasa y peroxidasa. en 

una raza psicrofila y otra mesofila de
Arthrobacter.

Los resultados obtenidos comparand©
deshidrogenasas de psicrofilos y mesofilos
son muy variables y dependen del sustra-
to utilizado. En general, las actividades
optimas difieren en el psicrofilo (20°-30°)
y mesofilo (30°-37°). Algunos inhibidores
son muy activos sobre deshidrogenasas;
asi, por ejemplo, el lauril sulfato en la
raza mesofila; otros inhibidores actuan de
forma diferente en una y otra raza.

En relation con la actividad catalasa
nuestros resultados estan de acuerdo con
Frank et al. (5) en relation con la raza
psicrofila, pero, ademas, en los estudios
comparatives con la raza mesofila hemos
obtenido resultados muy significativos.

Se estudia por primera vez la actividad
DPNH-oxidasa en razas psicrofila y me
sofila comparativamente y lo mismo la
actividad peroxidasa. El optimo de acti
vidad esta a baja temperatura en la raza
psicrofila (5° -20°) y mas elevada en la
mesofila (30°). Los enzimas psicrofilos
son mas termosensibles que los mesofilos
(a 50° se inactiva el primero y a 80° el
segundo).

Resumen

Se estudian comparativamente las actividades
respiratorias de una raza psicrofila y otra me
sofila de Arthrobacter.

La maxima actividad deshidrogenasa ocurre
en la raza psicrofila incubada a 20°-30° y en
la mesofila a 3O°-37°. Inhibidores quimicos ac
tuan de forma diferente en una y otra raza.

En determinaciones de actividad catalasa por
diferentes metodos, se observa que la maxima
actividad ocurre en la raza psicrofila incubada
a 2°-20° y en la mesofila a 30’-37°.

La actividad DPNH-oxidasa es maxima en la
raza psicrofila incubaad a 10°-20° y se inactiva
a 50°, mientras que en la mesofila es a 30' y
se inactiva a 65°.

Pnr ultimo, la actividad peroxidasa es ma-
.' en la raza psicrofila incubada a 5°-15°

y se inactiva a 50”, mientras que en la meso
fila es a 2O°-35° y se inactiva a 70'.
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