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INTRODUCCION

El estudio de los procesos metabllicos de las
bacterias constituye uno de los problemas mas interesantes de la
fisiologia microblana y une a su propia importancia,la de ser
un posible camino para el conocimiente de las transformacicnes
Quimicas que tienen lugar en los organismos superiores.

Cuando se trata de penetrar en la intimidad de es-
tas actividades de los miocroorganismos,no son pocas la difioculta~
des que se presentan,y en.el ocago particular de los proocesos de
fermentacién baoteriana,unc de 1os ocuales es el objeto de este
trabajo,el ntmero considerable de substancias que se forman a
partir de un compuesto mas © menoe sencillo,tal como la glucosa
por ejemplo,y la proporcién entre las cantidades de los distin-
tos productos,que varfa segun las condiciones en las cuales se
reaiiza el proceso,son doe oircunstancias que oomplican aun mas
la interpretacibén de las transformaciones que sufre el sustrato.
81 a estas difiocultades,Que se pueden considerar de orden teori-
00,86 suman las Que implica el separar y dosifiocar sustancias de
especie quimica semejante,ocomo son en general los productos qQue
aparecen en una fermentacidn, en un medio de cultivo,resalta in-
mediatamente el valor de los estudios realizeados en el viejo La~-
"boratoric de Miocrobiologia del Profesor Beijerinok,en la Escuela
Téonica Superior de Delft,por su sucesor Kluyver y sus discf{pu-
los,estudios Que dieron por resultado interpretaciones olaras de

mecanigmos complejos y Que tienen sobre todo el mérito de haber




sido encarados en una forma inteligente y 16gica que no tiene
precedentes.Crec innecesario recalcar la importancia de las in-
vestigacionee efectvadas en Delft,importancia Que se apreocia en
la breve reseria de los Estudiocs sobre fermentaoién de glucosa
por miembros del Género Aerobacter y afines,que figura en un pré-
ximo cap{tulo.

Fué el Prof. Ing. S. Soriano,que ha estado en el
ottado laboratorio,quien me sugirié la posibilidad de estudiar
una fermentacién siguiendo lags técnicas de los disof{pulos de
Kluyver,tipo de investigacién Que no se habia hecho hasta enton-
ces en la Universidad de Buenos Aires ( 1),y debo agradecerle
ademas de gus muohas indicaciones el que me haya faoilitado la
Teeis de Scheffer (33),realizada en dicha Escuela,que fué una
importante ayuda para mi.

Quierc expresar sobre todo mi reocomocimiento ha-
ola el Prof. Dr. Alfredo Sordelli,quien ha dirigido con el mayor
interés mi tesis de Dootorado,proporcionéndome al mismo tiempo
todas las faoilidades posibles.para realizarla en los laborato-
rios del Instituto Baoteriolbgico del Departamento Nacional de
Higiene que esta bajo su digna direccién,cirounstancias a las
qQue debo el haber obtenido los resultados que presentoc en este

trabajo.

(1).-Este trabajo fud iniciado simultaneamente con el del Dr.

C. 8. de la Serna ya presentado. "~




BREVES CONSIDERACIORES SOBRE EL éENERO AEROBACTER
ELECCION DE LAS CEPAS A ESTUDIAR )
De acuerdo oon el ‘Bergev's Manual of Determinatiwe

Bacteriologv’el géhero Aercbacter tiene en la sistematioa la si-

gulente ubicacion:

Familia,,.BACTERIACEAE OOHN 18723.-Bastoncitos no esporulados.uéL.
viles o0 no,ds metabolismo oomplejo,utilizan amino-
ébidoq v generalmente hidratos de oarbono,

Tribu.....Bacterieae Committee 8.A.B. 1920.~Bastonoitos éram nega-
tivos, comunmente existentes en el intestino de
los animales;orecen bien en medios artificiales;
muchas especies atacan hidratos de ocarbono forman-
do dcido Y gas o goido solamente;relativamente po-y

ocas espocies liouan la gelatina;ouando son moviles

los flagelos son por lo general peritricos,

-

Géhoroe de la tribu Bacteriaae

A, Fermentan glucoga oon formacion de aoido o acido v gas
1, Forman aoido o acido v gas de lactosa

a, No forman acetilmetiloarbinol
b, No liocuan la gseslatina

Géhero Escheriochia
aa, Formanacetilmetiloarbinol
b, Pueden licuar la gelatina o no,

Géhoro Aerobacter




3. No forman aoido o gas de la lactosa
a. Algunae especies forman acido y gas de sacarosa

b, Licuan gelatina

-

Genero Proteus
aa, No forman aoido o gas de sacaroesa

b. No liouan gelatina
Genero Salmonella

AA, Fermentan gluocosa oon formacion de acido pero no gas
a, Uoviles
_ &Jhoro Eberthella
aa, No movilee

Género Shigella

AAA, No forman acido o gas de hidratos de oarbono
l1.,Crecen en medios que ocontienen fuosina basioca o tionina
Genero g;uoellg

3. No orecen en medios que tienen fucsina basica o tionina
Género Aloaligenes

Dado 61 interes que tienen los gérmenes del grupo
"ooli—aor&genes',ooneiderado asi vpor la estrecha relacion entre
ambos géheroe.desde el punto de vista sanitario de las aguas de
oconsumo, los investigadores americanos han intensificado su estudio
durante los ultimos afios sobre todo en lo que se refiere a las oa-
racterfstioae diferenciales y a su relaoiéh oon la'oontaminaoiéh

fecal del agua.Se han hecho tambien,como puede verse en el proxi-




mo capffulo,muohaa investigaciones donde se trata de establecer
que diferencias,en lo referente a la fermentacion de hidratos de
carbono, separan el E,c0li (germen tipo del géhoro Escherichia)
del g,gggﬁggggg (gzermen tipo del géhero Aerbacter) lo que puede
tener valor para la correota olasifioaoiéh.

Adn ocuando el oarébter diferencial entre ambos gél |
neros es la produaoiéh de acetilmetiloarbinol,que ocomo demostrd
Harden (17) es la sustanocia a la.oual se debe la reacoiéh de Vo~
‘ges~Proskauer que siempre se usa,ademéb de las téonioao indicadas
ultimemente (26,27,44 ) ,para comprobar la presencia del oarbinol,
los investigadores americanos hao?n en gensral tres ensayos para
distinguir E.coli de A, gg;éégggg:
le Heaooiéh de Yoges ~Proskauer
2° Reacocion del rojo de metilo (determiénar el pH usando rojo de
metilo como indicador en un.cultivo de 3 0 4 dias en caldo gluocos)
3° Desarrollo en el medio de Koser (significa capacoidad para utili-

zar el radical citrato como unica fuente de carbono)

Con respecto a estas tres oaraoterfhtioas,entro o-
troe Koser en 1924 (25),Ruchhoft,Kallas,Chin y Coulter en 1931 (39
Werkman y Guillen en 1933 (42),France en 1933 (9 ) sefialaron la
existencia de gé&menes de comportamiento intermedio para los cua-
les Werkman y Guillen propusieron orear un mmevo géhero en la tribu
Bacterieas, _

Por otra parte algunos autores y entre esllos Scheffer

consideran un solo géﬁero,Baoterium,en la tritu Bacterieae,en el




cual se enouentran las especies que para otpos pertenecen a géhe-
ros diversoe, |

No he querido ocon esto entrar en un problema de
aistem‘%ioa,ajeno a mi tesis,sind hacer notar que no hay acuerdo
en la olaeifioaoiéh de loe géimonee del llamado "grupo ocolin" y
que por lo tanto son siempre de gran interds las investigaciones
relacionadas con ese asunto,

Las cepas qQue olegf'para estudiar la fermentacion
de glucosa estan identificadas ocon los nimeros 3094, 50 forma ocap-
sulada y 50 forma no ocapsulada,

El n° 3094 es el B, aercgsnes de la coleccion del

Laboratorio de Microbiologia de Delft,traido por el Ing.8.Soriano.
Segﬁh Scheffer el germen que en su olasifioaoiéﬁ

denomina B,asrogenes corresponde al Aerobaoter aerégenee de la

eistemé%ioa americana,pesro ds acuerdo con las observaciones del
Ing, Soriano y de A,Rivas,de la secoion Nigiene del Instituto Bac-
toriolétioo,el n° §094 es un germen que fermenta la duleita y no

fermenta la adonita por lo cual no coinoide con el Aerobacter aerg

genes de la oclave de Bergey.Sin embargo debo admitir que para

Scheffer el n° 3094 ocorresponde al B.'ggrégenes puesto que es el

gérmen tipo de la coleooigh del Laboratorio de Delft,lLas diferen-
clas encontradas por el Ing.Soriano y el Sr, Rivas entre este ger-

men vy el Aerobacter aeréggnee (Bergey) se pueden atribuir al uso

de un mayor mimero de propiedades que las tenidae en cuenta por

Scheffer,como ser la fermentacion de distintos hidratos. de carbono




‘?or otra parte,en el estadn actual de la ei et ema~
tica, la olasiﬁ.oacion exaota de un germen del grupo ool:l es un
problema bastante complicado,

| El germen n® 50 fue aislado de materia fecal en
el Instituto Baote_r_iologioo por H, Sose quien encontro al mismo

tiempo la disociacidn en las dos formas,mucosa y no mucoeajde un

oultiyo que obtuvo por aial:miento monooelular el Ing, Soriano,
fueron aisladas ambas formas:la no ocapsulada que no varia y la ocap-
sulada que se puede disoociar despue's de un tiemp_o de oultivo, |

Como pude comprobar el germen n® SO responde a
las exigencias del ge'nerq Aerobacter y segtfn las observaciones

del Ing,.Sorianc y de A, Rivas ooincide oon el Aerobacter aeroge-

nes de la clave de Bergev.
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REVISTA GENERAL DE 1L0S TRABAJOS REALIZADOS SO=--
BRE FERMENTACION DE HIDRATOS DE CARBONO POR MIEMBROS DEL GENE-
RO AFROBACTER Y AFINES. ( I )

En IS0I Harden (15),00on el objeto de encontrar
algunas caracterf{sticas que diferencien entre si & 1lcs gérmenes
del grupc coli y se puedan tener en ouenta desde el punto de
vigta de la olasificacién,hace determinaciones cuantitativas de
los produotos de fermentacién de azucares por estos organiemos.
Estudia la aocién sobre la glucosa del B. goll communig y del
B. typhosum. por conkiderarlos términos extremos de dicho grupu.
Ademas examina oon detalle la aocién del B. coli sobre manita y
fruotosa.

Los productos de fermentacién de gluocsa por es-
tos organismos son: doido 14ot100,40. sucofnico,40. £6mico,a0.
acétioo,aloohol,anhidrido carbénico e hidrégeno.

Dejando para otro oapftulo la oonsideracién de
sus métodos de trabajo,daréd aquf el resultado de sus experien-
olas y las omolusiones tedricas a que estas lo llevan.

En ningun caso los productos de fermentaoién re-
presentan la totalidad del azucar consumida. Con el B. goli,por
ejemplo,hay un déficit de I/I3 a 1I/8 del carbono total,ouyo ori-
gen no puede precisar. . '

(I)-En 1a bibliografis relativa a este cap{télo me he guiado
por las citas del trabajo de Boheffer.-
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La proporcién de las substancias obtenidas en
fermentacionees realizadas en ocondiciones aparentemente iguales
no 68 oconstante,pero un ocuadro de resultados de varias experien-
oies hechas oon B. goll , en el cual figura el nfimero de &tomos
gramo de carbono que apareocsmn como 4oido 14oticc,40. suscinioco, |
do. térmico,40, acético,aloohol y anhidrido carbdnico cuando fer-
menta un mol de glucose,1¢ lleva a la conolusién siguiente:a doi-
do 14otloo corresponden 3 a 3 at. gr. de C. ,

a aloohol corresponden I at. gr. de C.,

e foido acético corresponden I at. gr. de O.

& anhidrido carbénioo ocorresponden menos de I'pero mas de 0.5
Relaoién en volumen Hz/Q0,.... alrededor de I.

El B. typhosum difiere del B. goll en un punto:
produce &ocido £4rmioo en gran cantidad ,que,segun Harden ,equi-

vale al 00, e Hy que aparecen en el caso de B. goli Pues como
encontraron Parkes y Jolliman,el B.typhosum no actua schre los
formiatos mientras el B. c0li es capaz de descamponer una canti-
dad oosiderable de formiato de sodio lo que conduce a admitir
que en la fermentacidén de glucosa los gases provienen muy proba-
blemente de dcido f8rmico previamente formado.

La formentaoién de la levulosa por el B, goli es
muy semejante a la fozmoptaoién de gluoosa pero en cambio cuamn-
do e} sustrato es manita se notan lag diferenoias siguientes:

hay una mayor proporciém de alochol (pase del 35% en peso de &




la manita fermentada) ;mayor proporcién de gases y 4oido suocfnico
y menor de #oido 14otico y aoético.
Para dar una idea del tralmjo de Harden el ouadro

I-( pag.413 )resume algunas de sus experiencias.Sus oonsideracioned
‘tedricas son estas:

Pgrooo que en la forientaoi&n de glucosa y lsvulo-
sa intervienen por 10 menos 3 moléculas,y la reacoién principal
serfa la siguiente:

3 0g H;0g + By 0 =3 C5 Hy Oy + 0, By 0,40, By 0+3 005t3E,

que se puede expliocar &si:

lcﬂaon = 0 By— 0 Hy.0 H +.0 0y + Hy
O0H OH 0 Hy OH _ 3 3
THE o HR o
CH OH loa OH
0H OH LH oH
Y m T eE oE

Los dos grupcs —C HO H—-C EO H-C B O H~ pueden
ser oonvertidos en 4oido 14otico por trasposicién intramolecular
de 0 e H,0 ser transformados parcialmente en otros oompuestos en-
tre los ocuales figurarfan aloohol,4cido acético,4o. succfnico o
hidrégeno.

Estos cambios secundarios serian la razén de qQue en algunos
casos,mientras al &oido 1l4otico corresponden mucho menocs de tres

dtomoa-gramo de ocarbono,al aloohol y al 4cido acético COTrrespon~
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den mas de uno,por cada molécula de hidrato de carbono.
En el caso de la manita e8 interesante que la pre-

sencia de dos 0 H5,0 E—Q BE .0 H— dé lugar a un aumento conside-
rable de la producciém de aloohol,lo que se podrfe explicar con
un esquema igual al anterior,suponiendo que aqui los grupos

-0H.0H—QH.0OH—CH.O HE— dan menos cantidad de &oido 1do-
tioé y mayor oantidad de otros produoctos.

En 1905 (46) (1) el miemo autor estudidndo la ac—
o1én quimioa sobre la glucose de gfrmenes aislados de heces que
fermentan la laotosa encuentra que el B. lactis aerogenes produ-
o6 mucho menor eantidad de 40ido acétioco que de aloohol.Como ya
so habia observado que el gas desprendido en el caso del B. lao-
ELE gerogeneg tiene mayor proporoién de anhidrido carbénioo, Har-
den y Walpole en 1908 (20) haoen un examen detallado de 108 pPro-
ductos de fermentacién de la glucosa por este organismo,la Que
parece gser de tipo diferente..a 1la efectuada por el B. goll,y lle-
gan & lo sigulente: ese producen todas las substanoias encontradas
en el ocaso del B. goli pero ellas solo representan 3/3 del ocar-
bono de la gluoosa fermentada..

En ocuanto a las proporciones(en el ouadro II{pag.

45) 80lo figuran dos de los tres an{lisis efectuados por Harden
y Walpole) observan que el B. laotis aerogenes produce mas al-
cohol Que el B. goli,que la relacién Hz/00; en volumen es mucho
menor que 1 y que es & expensas de aguslla parte de la moléoula
que el B. goll transforma en £cido 14otico y aoétieo,Que el B.
(4) de Haeden y Walpole (20)




laotis asrogenes forma nuevos produotoe.

Cvadro 1L
Alomos de C. correspon dientes o : (Pr meltcvln de Jlueo
G6ERMEN Acido Acido Acido Acido Anhidride Eid"fo’m
. . ... Alcohol ¢ [Afomo s nar
Laclico acelico formico l3uceinice Carbonico |mee ae gle)
Rz 4.94 1.43 0.00 0.32 1.04 0.3 4 AFE
Blocts asroperes | 0.55 0.52 | o0t 0.8F 443 | 444 | 45
.B.é.cﬁé a,an?mzd 0.33 0.34 0,04 .15 1.34 1.60 4.33

Del analisis del medio fermentado (ocon el método
que desoriben) obtienen una substanoia oon 53,8% de carbono y
oaloulando 1a cantidad perdide durante el proceso de extracoifn,
encuentran que representa algo mas del Carbono de la gluocosa no
recuperado en los otros produotos.

Un estudio de la naturaleza de esta nueva substan

ola les revela que tiene una gran ocantidad de 3-3 butilenogliocol
que,dada la proporoién en que gse forma,10 consideran provenien-
te de la glucoea,si bien la explicacién de su modo de formaociém
is postergan hasta tanto se haga un estudio maa ocompleto de este
producto gme denominan*giicol orudo".

Dichos autores ensuentran tambien Que el destila-
do del liquido de fermentaocién tiene propiedades GQue sefialan la
presencia de acetilmetiloarbinol em pequesia oantidad,eliounl ha-
bia eido descubierto por Grimbert y por Desmote en ios productos
de fermentascién de glucosa por varias baoterias.

Harden (47) en un trabajo posterior del mismo afio,

trata el destilado que tiene acetilmetilcarbinol y el glicol o&n
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solucién de O H.K y agua de peptona y 1llega a la oconclusién de -
que 1la reacoién de Voges - Proskausr (oultivo de 4 dias en agua de

peptona - glucosada + O H.K —=ocolor rojo),considersda oaracteris-

tica del B. lactis gerogeneg ,B. gapsulatus y B. gloacae ,es de-
bida al acetilmetiloarbincl,que en presenocie de OH.K y aire se
oxida a diacetilo el ocual reacciona oon algun oomponente del agua
de peptona de naturaleza aun no determinada.

Walpole en 1911 (40) estudiando detenidamente el
glicol orudo,propiedades fisicas,oomposioién ocentesimal, pesc mo-
lecular ,produstos de oxidacidén y otros derivados,compraeba Que
es 3-3 butilenogliool casi puro ocon muy pequenias ocantidades de
otros glicoles de naturaleza desoonocida.

Le fermentaocién de la fruotosa por el B. laotis

asrogenes,estudiada por Walpolsp, resulta ser semejante a la fer-
mentaoién de glucosa.

Thompson en 1913 (43) estudia,con 10s métodos de
Harden,la accién Quinmica sobre la gluoosa y manita del B. oloacas
germen Voges - Proskauer positivo estrechamente relacionado oon
el B. lJactis asrogenes.

En el ceso de la gluoosa encuentra las mismas sud
tancias,y proporoiones que difieren poco de las de este plt!.mo Yy
cuando el substrato es manita,el B. cloacae oomo 61 B. 0011 vy
el B. lactis aerogenes produoce una cantidad mayor de aloohol lo
que confirmaria la sugestién de Harden ya citada.
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Tratando de penetrar en el Quimismo de la forma-—
01én de 3-3 butilenogliool y acetilmetilocarbinol,Harden y Norris
en 1913 (48),investigan 1a produccién de estas substancias,por |
varios gérmenes a partir de distintos hidratos de ocarbono y com-
puestos mas senoillos como ser glicerina etilenogiicol,ete.,sien~
do esto ultimo de gran interés pues signifioaria una unién entre
dtomos de ocarbono.

Relacionando oon el cagso de las fermentaciones bu=-
tf110a y butfrica,estudiado anteriormente por otros autores,en
las ouales se admite una previa formacién de acetaldehida que
sufre luego una oondensacién aldélioca seguida por una reduccién
oon o sin oxidacién posterior,dichos autores suponen Que es muy

posible Que la formaclén de acetilmetiloarbinol y 3-3 butilonogliﬂ

‘60l sea debida a un proceso semejante Qque se podria expresar asi
3 OH,— OHO+ 3 H —~ CHy — CHOH — CHOH — Of
3 Oﬂa—-OBO-——>-cH3— 00-—0HOH-—OH3
3 Sus experiencias para probar esta hipétesis demu-
estran que se produce 3-3 butilenogliocol a partir de asetaldehida
aun ocuando no les permitenexplicar el mecanismo del prooeso.

En oonoclusién ellos admiten Que en la fermentaciénm
de glucosa el glicol se produce de acetaldehida previamente for-
mada.

Harden y Penfold en 1913 (49),estudian la accién
qufmica sobre la glucosa de una variedad de B. ooli communig, in-

capaz de producdér gas en agua de peptona oon gluocosa 6n un tubo
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. |
de ocampanita de Durham,obtenida por Penfold mediante cultivo en

presencia de oloroacetato de sodio,método de seleocién al oual

resiste el B. lactis aerogenes.
. Los resultados Qque dan oomo preliminares son los

slguientes:
Alomos de C po* molecula de ‘glunosa. Permentada correspond. a:
HidPoano
GERMEN Acido Acido Acidoe Acido Alcohel Anhidride (cc- poT g
lactico acalico formica | svecinico carbonico | 88 axvear)
CePa. omg'ma.l 243 A.B4 0A0 0.29 A.35 0.% 0.6
ecpa seleccionnda | 4.68 0.6 014 — 0.43 008 | A2.6

Las relaciones entre los productos de fermentacién
de glucosa de ese organismo seleocionado son ccmpletamente incom-
patibles con la eouacién dada por Harden.Ls explicacién que este
autor sugiere es la siguiente:es probable Que la accién de los
organismos normales sea debido a 3 enzimas que actuan independien
temente;una convierte el azficar en 401do 14ctioco;otra produce ale
oohol,déido aodtico y £érmico y este ultimo es descompuesto por
una tercera enzima en anhidrido carbdnico e hidrégeno.

Estas enzimag pueden existir en distintas propor-

ciones en los diferentes organismos individuales,y del procesc de
selecoién resultaria que sobrevive un organismo Que tiene una

gran proporoién de la enzima Que produce 4oido 14otioco y una'pe-
quefia proporoién de la que produce alcohol,do. asético y férmioco

poro que retiene el poder de descomponer 4cido férmioo.
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81 posteriores experiencias concordaran con estas
¥ la precedente explicaoién fuera oorrecta,dicen Harden y Penfold
el estudio de la acoién Quimica de estos organismos selecoiona-
dos oonstituirfa un medio de investigacién de valor en la natura-
leza de 10s varios proossos de fermentacién efeotuados por bacte-
rias.

Mag tarde,en 1914,Grey (41) hace una gerie de de-
terminaoiones cuantitativas de los productos de fermentacién de
gluocosa y manlta por ocepas norméles y seleccionadas en agar-olo-
r0 acetato de B. goll gommunig esperando poder determinar asi,
por comparaocoién de 1os resultados ,cuantas enzimas diferentes in-
tervienen eh el proceso.

Bl una enzima interviene en la formacién de um
serie de productos ,dice Grey aslarando lo expuesto por Harden y
Penfold,la relacién que estos mantienen entrs si no serd modifi-
cada por el método de seleocoibn,é,inversamente,si por la selece
0ién se altera 1a relacién se puede desir Que no son producidos’
POoT und enzima a menos Que ésas dos substanclas se puedan reem-
plazar entre @i,debido a reasciones secundarias.

En los resultados Grey observa que las ocepas ge-
leccionadas difierea oonsiderablemente de las normales en su ac-
oién sobre la glucosa,mientras en la fermentacién de manita la
unioa variacién importante es la no dosoomposicidn én un 0aso,y
8010 parcial desoomposicién en otro,del &cido f8rmico en anhidri-
do carbdnico e hidrégenoc.




Caloulando el nfimero de atomos gramo de carbono
que ocorresponde a aloohol,4cido aobtico,f0. £8rmico y anhidrido

oaroénico,para cada mol de manita fermentadarelacién

foido acétioo t aleohol  gonde figuran dichos valores,es practi-
3(4o. férmico + ooz)

ocamente constanteelgual a la unidad ,y esto 1o lleva a ooncluir
que el alcobol y el doido aocético son probablemente derivados de
una substancia intermedia ocomfin a ambos,substancia Que se forma
en relacilén oomstante oon el 4cido férmioo.

El doldo 140t ioc0,segin Grey,se podria considerar
formado directapente de la manita por una enzima especial,sl la
oantidad de hidrégeno desprendido fuera mayor qQue la de anhidri-
do carbénico,o si 1 aloochol y el £oido férmico fueran produci-
dos por la misma enzima Que el 4Acido l4ctico de acuerdo a una
ecuacién Que podria ser la siguiente: Og Byg Og % 0, H, O, +

3 6 3
0, H..OH + H~(00.0H. y de oourrir esto d1timo,oomo la propor-

5°
o?én de doido 140t i00 actualrente producida es solo 1/3 de 1a
requerida por la ecuaciédn,habria que buscar otro origén para el
alcohol y el férmico.

Grey da los siguientes esquemas de fermentaoién
de glucosa y de manita por el B. coli gommunjg qQue representan
un progreso importante en los estudics de fermentacién de hidra-

tos de oarbono:




Glucosa

Ao, libtioo ubs, intermedia A

t
Ao, formico Subs, intermedia B
cog+ Hy / v,
Alcohol Ac, acetico
Mani ta
Ao, léctico Sube, intermedia A 3 H
* * Aloohol
Ao, formioo Subs, intermedia B-——j
02 + 7 : 1
Aloohol Ao, acetico

Grey supone Que la substancia intermedia A,aun des-
conoolida,esta relacionada,muy probablemente ,con la aldehida pi-
rdvioa y Que la substancia intermedia B es acetaldehida. Eeto 1l-
timo esta apoyado por la evidencla de que la acetaldehida puede '
ser enoontrada entre los produotos de descomposicién de glucosa
por el B. goli communis (Grey 1913).

Dos moléoulas de acetaldehida ,por la reaccién de

Cannizzaro,pueden producir ume de alcchol y una de 4oido aocético.
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S8iendo este 6l origen principal de dichas substancias ‘en el caso
'de 1a glucisa se explicaria el Que aparecieran en proporciones
aproximadamente equimoleoulares.

Pero ademés,la acetaldehida puede ser reducida co-
mo fue postulado por Kostytscheff para la fermentacién alocholica
por la levadura.

En 6l ocaso de la manita,esta redwcoidén podria ger
de importancia ,interviniendo pos &tomos de hidrégeno que quedan
en libertad al formarse la substancia intermedia A,108 Que pueden
reducir una parte oonsiderable de B,siguiendo el resto de esa
substanocia intermedia el mismo camino Que en la glucosae.

Asl se explicaria el exceso ds aloohol sobre &oido
aobtico en la fermentasién de manita.Ademas,la reaccién por 1a
cual la substancia intermedia A da 4cido férmico y substancia B,
se efectua mas rapidemente oon la manita Qque ocon la glucosa; de
ahl Que se forme menos &cido l4otico en el primer ocaso Que en el
segundo.Esta aceleracién de la reaccién,en el ocaso de la manita
puede ser debida a que alreducirse la substamcia B a alcohol por
el hidrégeno,es Quitada de la esfera de desoomposicién de A.

La esencial diferencla entre los dos proocesos de
fermentacién residiria en la necesidad de la oooperacién,en el oa~

80 de la glucosa,de una reduotasa,la aldehido mutasa de Gannizza-

ro,que no es igualmente requerida en el caso de la manita.
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81 como resultado de la seleccién en agar-cloro-
acetato se cbtuvieran gérmenes con pooca reductasa ,ee debe espe-
rar,de acuerdo oon 10 expresado,que en la fermentacién de gluoo-
ga por dichos gérmenes haya una sustracoién menor de B de la es-
fera de descomposioién de A,10 cusl conduce a la mayor producoidn

de doido 14otico,y que,por otro lado,la fermentacisn de manita

no difiera prdoticamente de la del gérmen normal.Y esto es lo‘ﬁuo
se observa en las experiencias.Por otra parte,no llamaria la aten
0ién que este método de seleoccién ocondujera a gérmenes pobres en
reduotasa,porque los organismos capaces de efectuar reduocién in-
tensa, probablemente oconvertirian al 4cido monooloro-acético en
doido acético dejando en libertad &cido olorhidrico lo cual no
seria ventajoso para el orgaﬁismo. ,

Estas son,en pooas palabras las oonsideraciones
que Grey hace en la primera parte deﬁiu trabajo sobre las enzimas
que intervienen en la fermentacién de glucosa y manita por el B.

,00l1 gommunig que efeotuc entre 1914 y 1931. .

He tratado con especial interes este trabajo por-
que Grey da aqui una explicaciéh bastante olara del origen de la
mayor parte de los productos de fermentacién de glucosa por el
B. 0011,y su esquema representa una parte del esquema dado por
Kluyver gque es, indudablemente,muy aproximado,como lo demusstran

los balances de fementacién realizadcs por Scheffer,que mas ade-

lante trataréd.




p8ta primera interpretacién de Grey,si blen inte-
resante,no es completa puesto Que no explioca el origen de uno de
los productos de fermentacién: el £oido guocofnioco.

A esto se refiere dicho autor en las comunicasio-
nes posteriores (12) donde trata de demostrar que,variando las
condiciones en las ouales se realizan las experiencias es posible
alterar la proporcién entre los productos de fermentacidn,oonsti-
tuyendo el estudio detenido de estas variaciones un oamino hacia
la explicacién del mecanismo del proceso.

Comienza por modificar la téonica seguida hagta -
entonooe,quo conslet{a en hacer una siembra de los gérmenes en
estudio. en agua de peptona oon glucosa,en ambiente de nitrégeno
y dejar fermentar durante 3 o 4 semanas a 373 .Usa en cambio una
suspensién abundante de gérmenes en Qoluoién de 80, K3,que deja
aotuar sobre solucién de glucosa en agua durante 48 a 68 horas,
tambien en anaserobiosis y a 37%.

Con esto elimina la peptona y separa el proceso de
orecimiento del de fermentacién,dos objeoiones que se podian ha-
oer a su primer trabajo.

De los resultados de varias experienolas heohas
oon distintas oonoentraciones de 80, xz,lo qQue introduoce variaoi
nes apreclables en el poroentaje de ceda uno de los produotos,sa-
oa en oonoclusién: 1%*)que el proceso se efectua en dos direcciones

principrales : formacién de &cido 1dotico por un lado y de los
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productos restantes de fermentacién por otro; 32) Que el aloohol,
doido aobtico y £0i1do sucofnico tienen origen ocomfin pudiendo pro-
venir el 4oido sucoinico de 1a unién de dos grupcs -OH; - COOH.

Dice,ademds,Grey,que las enzimas Que efectuan la
desoomposioién de la glucosa tambien intervienen en la descompo-
sicién de la manita y que,con respecto a la fermentacién baote-
riana en general,los resultados experimentales sefialan la inde-
pendencia de las enzimas oelulaTes. i

81 estas enzimas aotdan simultanesamente sera posi-
ble tal vez arreglar las comiioiones de modo Que soloc una pemé-
nezoa en aotividad,y si,por el contrario,actuan consecutivamente,
estudiando las transformaciones que tienen lugar en intervalos
ocortos se podran separar las varias fases.Teniendo en ocuenta est
Grey,hace una experiencia con un dispositivo que le permite m sa-
oar muestras,del 1iquido en fermentasién y gases desprendidos,a
distintas horas de iniciado el proceso determinando ademas el nd-
mero de gérmenes vivos en 61 oomienzo de cada perfodo oon el obj
to de saber hasta que punto la fermentaocién es debida a la ac-
018n enzimétioca independiente de la multipliocacién de las oélulas
De este modo demuestra que la fermentacién se efeotus en varias
fases Que estan muy relacionadas oon el aumento y disminucién del
nfmero de oélulee vivas.Esta experiencia sefiala tambien la inde-
pendencia de la formacién de 4o0ido léotioo_;bero,adamas,eﬁ una de
las fases, que es de mu;tiplioaoidn aotiva,Grey no encuentra en 1o

productos analizados el total de la glucosa deéapareoida por lo
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ocual: habla de 1a posible sintesis de un hidrato de carbono no
reduotor mas complejo que la glucosa el ocual immediatamente ee
degradarfa en £oido 14otioco.

" Aun ouando la separecién de las fases no es abgo-
luta,ya sea desde el punto de vista de la ausencia ocampleta de
células vivas o de la transformacién total del sustrato en una
sola direccidn,dice Grey,estos resultados conjuntamente oon otros
anteriores (Harden y Penfold y Grey) no dan casl lugar a duda de
qQue los varios procesos de fermentaoién por los otales el B. goli
gommunig lleva a oabo la descomposioién de la glucosa son verda-
deras acciones enziméticas Qque pueden tener lugar independiente-
mente.

Por las experiencias de su II y III oomunicaoiénes
Grey admite que la glucosa se transforma por acciém de B. g0l l
segin dos direcciones principales.Mas tarde,lo8 resultados de una
serie de fermentacibnsdes dicho azuocar en presencia de formiato
de caloio lo llevan a modifiocar su opinién:La glucosa se rompe
ror influenoia del B. golil en tres grupos principales de produoc-
tos

12 Acido férmioco,anhidrido carbénico e hidrégeno.

3¢ Aoildo asédtioco,aloohol doido succfnioco.

Acido 14otioo.

o
1Y

Il hidrégeno naoiente del grupo I es capaz de ro-
ducir la acetaldehida a aloohol de modo Que la formaoién de los




productos de los dos primeros grupos esta muy relacionada,mien-
tras la 32 reacoién,no siendo influenciada por la oooperacibén del
hidrdgeno sigue un camino independientes al de las otras dos.

Con respecto a la estrecha relacién entre el 4oido
acétioo y el dcido suocinioco,qQue sefialara anteriormente,Grey ocon-
sidera aqui que,del punto de vista de la intercambiabilidad de es
tos dos productos el hidrégeno utilizable es un factor decisivo:
81 no hay tal hidrégeno sé forma £cido suocinico;de lo contrario
aparece acftico y con oantidades mayores del agente reductor,al-
ocohol.

¥esta intima relacién entre los grupos I y II ex-
plicaria porque tienden a aparecer como comtituyendo uno solo.

Pogteriormente Grey y !ounéu%omparsndo los resulta
dos de fermentaciones anaercbias de glucosa después de orecimien~
to anaerobio con los obtenidos despuds de orecimiento asrobio y
conglderando los efectos Que produce la introduocién de ox{geno
durante la fermentacién ,eefialan,confirmando 1o anterior,la exis-
tencia de tres lineas prinofpalea de descomposiocién en productos
de 1,3y 3 4tomos de oarbono qQue estan representados por £oido
f@rmico(que se descompone en anhidrido carbénico e hidrégeno),
do. aocétioo y alcohol,y por f1timo 14ctioo pudiendo haber ademas
una interaccién del hidrégeno naciente del grupo I ocon las subg-
tancias del grupo II que modifique la proporcién alocohol -4cido
aoétioco y reacoiones secundarias que den origen al 4o0ido suoofni-

00 ouya estrecha relacién con el 4oido asético hacen notar nueva-




mentebn estos resultados.En cuanto al mecanismo por el cusl se
originan el aloohol y el &cido aobtico Grey y Young,despuﬁi de
estas: experiencias,vuelven a pensar en la reaocién de Cannizza-
TO. \

En 1934 (44) Grey publice un trabajo sobre *los
poderes fermentativos latentes de las baoterias* donde estudia
la aocién del B. 9oli gommunig sobre glicerina,glicol,doido me~-
18nico,mé1100, tartdrico,of{trico y succ{nioco en presencia de for-
miatos.

Los datos acumulados en estas experiencias unidos
a 1o visto ya en las anteriores comunicaciones,le sugieren una
®teoria simple de la fermentacién®.No puede haber un ejército
de enzimag esencialmente diferentes,dice Grey.S8610 unas poocas son
respongables de la desoomposioiédn baoteriana de cuplquier subg-
tancia fermentable y ugas pocas enzimas oomunes a todas 1&5 bao-
terias bastan para expliocar los procesos de fermentacién. Podrian

imaginarse oinoco en varias combinaciones para provocar la degra-

daoién de substanocias tales ocomo hidratos de carbono.

® 12.Una enzima Que separe el H. con ayuda de aoeptores.

32, " " . * "O0. ® . " aocep. oxidables.
39, ® " " " grupos'do 1 {tomo de O.

42. » " . . " .» 3 dtomos de O,

59. ] " " " . ”3 " ] .,

En la mayoria de las fermentacliones intervienen
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otros mecanismos secundarios como ser la division del acido for--

mioco en COp e Hz aunque esto puede ser una modificacion de la ao-
cion combinada de las enzimas 1 y 3.Adem£a las snzimas 3,4 v 6

pueden ser transformadas una en otra o de algun modo son de ori-

gen oomin®
. Grey hace notar que,lejos de ocontradeocirlas,esta

teoria incluve a las anteriores admitiendo que la formaciéh de

un compuesto intermedio de tres atomos de C.,generalmente acepta-
da,es solo_una de las posibles 1{neas de ruptura de la exosa aun-
que no puede negarseé que 6s la mas oomﬁn,y que la capacidad de un
organiasmo para romper la moleoula de azﬁbar en un punto ouvalguie-
ra puede estar latente requiriendose ocondiciones eospeciales para
que gea puesta en evidencia,

érey llega a esta teoria ocompletamente general pe-
ro en 1o que se refiere al mecaniesmo de la fermentacion de la

glucoea por el B,coli oommunis,aunque hace una serie de observa-

oiones muy interesantes,no nos dé un esquema completo representa-
tivo del proceso que pueda ser controlado ocon determinaciones
cuantitativas que es sin duda una de las mejores maneras de ensa-
yar la probablilidad de una hithesis.

La existencia de acetaldehida oomo producto inter-
medio en estos prooesos de fermentacion es admitida en general,
Ahora bien,pretender oomprobar mediante ansiisis directo que tal
0 oual sustancia ees en realidad un intermedio entre el sustrato

Y los productos finaleg,es casi pretender la imposible dada la
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velocidad Qque caracteriza a tales proocesos de formentadlégiA Neu-
berg y a sus colaboradores se debe un método de trabajo Que per-
mite demostrar la probabilidad de la existencia de determinadas
substancias en un prooeso de intercambic dado.Es el conocido "mé-
todo de ocaptacién® que en principlo consiste en agregar al medio
a fermentar una substancia que reaccionando oon .laqQue ,segun se
gupone,aparece ocomo intermedia,impide su ulterior deeoomposioi&n.
De este modo Neuberg y Nord en 1919 (30) demuestran que en la
descomposicién de los hidratos de carbono y substancias afines
como glioerina y manita por el B. goli mu_g;tg__’ aparece acetal-
dehida en cantidades oonsiderables cuando la presencia de sales
del 4cido sulfuroso,oon las ouales reaociona,permite su acgnula-
oién.

Teniendo en cuenta esta observacién Neuberg,Nord
¥ Wolf en 1830 (34) investigan la presencia de acetaldehida como
escala intermedia en la femmentacién de glucosa por el B. lactis

aerogeneg,por estar este gérmen estrechamente relacionado con el

go coll.
Usando 803 Na, oomo medio de fijaoién encuentran
el 5% del azucar fermentada como acetaldehida mientras 108 contro-

les 8lin sulfito no dan nl siquiera vestigios.Determinaciones ocuan

titativas de los derivados butflicos (acetilmetiloarbinol y 3-3
butilenoglicol) Que Harden y Walpole descubrieron ocomo productos

de fermentacifén de glucosa por el B. lactis as nes,muest ran
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que estas substancias aparecen en cantidades mucho méncres en
presencia de 803 Na.z Que en los ocontrcles (aun aqui hay menor
porcentaje que el indicado por los autoros' 1ﬁgloees lo que podria
deberse & 1a variedad de gérmenes) 1o que confirma la opinién de
Harden y Norris ya oitada.

Este método de Neuberg para la invest :lg_-a.oién de
productos intermedios ha permitido llegar a comclusiones intere:-
santes pero solo probables porque tiens el inoonveniente que se-
fiala Kluyver:"es per;‘.’eotamento oconcebible que el producto que se
fija. por el ocompuesto afiadido noxforme en condiciocnes normales
8ino que deba su origenré. la presemcia del compuesto de fijacién
en el medio.La probabilidad de qQue una substancia enocontrada ocon
este método pueda oonsiderarse como un intermedio normal es mucho
mayor 81 ee logra encontrar trasss de dicha substamcia en fermen-
taciones normales *.

En 1934 Donker (8 ) (1) hace una comunicacién so-
bre "El1 quimismo de la fermentaoién de glucosa por gérmenes del
grupo Coli®,donde opina que el esquema dado por Grey en 1914 (41)
pruede expliocar satisfaotoriamente el f:rooeao de ferrentacién del
B. 0011 y del B. 1s0tis serogenes cuyas diferencias principales
residirfan en 1o siguiente: 12 .E1 B. 90lj transforma la mayor Dar
te del acetaldehida de acuerdo a la reaccién de Cannigzaro mieni™
el B. serogenes forma & partir de dichas substancia intermedia
una oantidad considerable de acetilmetiloarbinol. 32.En el caso
de B. goli oasi todo el hidrégeno que resulta de la descomposici

A) de SchefCer \’33) .




del doido £6rmico se desprende como gas no oourriendo 1o mismo
oon el B. serogenes Qque utiliza una buena parte coro agente reduc
tor del acetaldehida y acetilmetiloarbinol com: producoién de al-
oohol y 3-3 Butilenoglicol respectivaments.

Como confirmacibn de su teoria Donker enouentra

que de aocuerdo oon los resultados de las determianoiones ouantitaq
tivas de los productos de fermentacién y teniendo en ouenta o
dicho sobre el destino del hidrégeno se llega en ambos 0asos &

una relacién E3 =1,

003

Regpecto a esta teoria Bcheffer en su tesis hace
notar que,en lo referente al B. coli Donker se ha guiado por una
experiencia de Harden (415) en la Que no se formé £oido succinioo,
gin tener en ouenta los balances posteriores de Grey que sefialan
cantidades apreoiables de dicho &oido. '

Mas tarde Kluyver y Donker (22) (1) considerando
el 4oido succinico como producto de fermentacién del B. goli ad-
miten la opinién de Grey: sobre su origen sin hacer comprobacio-
nes cuantitativas de tal posible formacién.En 1935 aparece un es-
tudio de de Graaff y Le Fabre'sobre la fermentacién de varias
substamcias por gérmenes del grupo Coli-tiphus.

Al engayar una serie de azdoares y alcooholes encu-
entran que siempre que hay formeociédn de £oido se puede comprobar
la presencia de aoetaldehida con el método de ocaptacién.

Recordando la hipotesis de Neuberg para la fermen-

(1) ae Seheffer (33)




33

tacién alooholica de la glucosa por la levadura segin la cual el
hidrato de metilglio¥a1 @8 uno de los inkermedics mas importantes
que se transforma,con desprendimiento de hidrégeno en &cido piru-
vico el ousl & su vez es la sustancia madre de acetaldehida y an-
hidrido carbénico,suponen que tal vez se la pueda aplicar al oaeo)
de 108 gérmenes del grupo ooli-tiphus y de acuerdo con esto ob-
servan que el £cido pirfvico es féoilmemte fermentable por tales
baoterias con formacién de acetaldehida.Por otra parte el hidrato
de metilglioxal,que €8 su anteoesor hipotetico,no es aparentemen-
te atacado,10 que sin embargo no oonsideran argumento podsroseo

en contra de esa teoria pues,oomo lo hizo notar Neuberg,para un
organiemo es diferente aotuar sobre una susbstancia agregada o
formada en el medio y mas afin en el caso del hidrato de metile
glioxal que puede presentarse en varias formas isémeras.Podria
oourrir,efectivamente,que la obtenida en e) laboratorio fuera

una forma estable sobre la cual el germen no puede actuar ocon la

misma faollidad con Que aotfa gobre los isémeros labiles Que apa~

recen durante el prooceso de fermentacién.

de Graaff y Le Fébre consideran Que un buen camin
para llegar & explicar la desoomposicién de una exosa por una be
teria,es ir estudiando eu acocién gobre compuestos mas sencillos,
e8 declr ocadenas de 3,3,4;...4tomod de carbono y es por esc Que
hacen un anflisis de los produotos de fermentacién por el B. i

de gliocol,glicerina,aldehida glicérica,dcido glicérico,dioxiace-
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tona y 4oido pirdvico.
En el caso del gliool encuentran acetaldehida y
doido aocétioo ouya formacién explican -.as{:
CH_.OH CH OHS

| 3 - H, 0 = |3y — |

3
OH,. OH CHy” OHO |

la aoetaldehida se oxidaria ocon el oxfgeno del aire puesto que
en fermentaciones anasrobias no encuentran acético.

En los otros casos aparecen siempre los mismos
productos prinoipales: &oido acétioo,anhidrido ocarbdnico e hidrd-
geno;de Graaff y Le Fébre admiten lo siguiente:
'Cﬂs OH

I | O

00 —> CHO + 0O,

COOH

CHy CH, |

| +m80 = |" + Hy , (Reaco16n de hidroxideoién)
CHO COOH

Dioxiacetona,aldehida glioériloa.,' docldo glioérico y
glicerina se transforman por medio de reacoiones de deshidratae
oién ,trasposioién intramolecular (semejantes a las senaladas pa~
ra el glicol) e hidroxidaoién,segfn un mecanismo Que sugleren pa~
ra oada caso,en doido pirfvico que luego sigue el ocamino indiocado

Cuando el sustrato es g@iocerina aparecen oomo Pro-
ductos finales dcido 14oticc y doido suoofnico,por 10 oual diohos

autores oconsideran que este proceso de fermentaoién es enteramen-
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te comparable al de los azucares @i bien la ocantidad de £oide 14g
t100 es mucho menor y no hay producoién de £cido férmico.

El £o0ido 140t100 se puede originar por trasposi-
oidn 1ntramolooula§’dei hidrato de metilglioxal pero en el oaso
de l1a glicerina admiten que hay una deshidratacién entre los car-

bonos 1 y 3 seguida de trasposiciém intramolecular con formasién

de aldehida 14otica que luego sufre hidroxidaoién.
En ouanto al 4oido suocfnico suponen que se origi |

na por condensacién de dos grupose 933\.0 que provienen de mo-
0H —

I
1éculas de doido pirfivico que han sufrido una trasposicién seme-
jante a la indicada para el glicol.El esquema es el siguiente

oH cH
|3 | 3> o Ta~ o
I(Jo — c|:H -~ —_— clm -~ + 003 + H
CO0H COOH
(iHa - CHO
|
cH CH, _ OH — c
B;ﬁ:o + éHB/o —_— | N
- CH CH
| I | 0 | 8
CHy CHO
RO 900H
P8 + H,0 —m T H
3 L
CHa CHz
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Naturalmente Que,camo hacen notar los autores,no
se puede oontestar porque no ee forma en otros casos el foido
suoc{nioo.

de Graaff y Le Fébre explioan el mecanismo de la
descomposicién de la glucoea por el B. 90ll segun un esquema di-
ferente a loe anteriores pero tampoco haoen comprobaoién de su
teoria considerando la relacifén entre las cantidades que se for-
man de los distintos productos finales.

En 1935 Aubel y Salabartan (4) habiendo enocontra
do doido pirdvico en oantidades apreoiables en una fermentacién
de gluoosa por el B. g0ll y teniendo en cuenta los estudios de

Neuberg y Nord( ) suponen que la descomposiocién se efeotua asi:
°6 Hla OB —_— 3033—— CcO — COOH + Ha

3 CH; — 00 —O000H — 3 CHy — CHO 3 0O,

CH, — CHO Hy

OH:! — CH_. OH
3 3 (Reac .Cannizzaro)
+ —

CH, — CHO O OHz — COOH

Og Hyg O —=  OHy—CHOH}CH,—C00H+3 CO5+Hy

y 86 basan gobre todo en los resultados de las determpinaciones
cuantitativas que consideran bastante conoordantes con 108 valores
caloulados sobre esta ecuacién de acuserdo a la oantidad encontra-
da de doido acétioo y sin olvidar al hidrégeno correspondiente

al 4oido pirdvico no descompuesto.8in embargo esta ooncordancia
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no es muy satisfactoria sobre todo en una experienoia en que no
aparece £0ido pirdvico entre loe productos finalee.Como ademas de
sufrir esta degradacién,la glucosa ee transforma en #oido l4oti-
60, Aubel y Salabartan (2 ) tratan de establecer que relacién exig
te entre loe dos procesce y de acuverdo con 108 resgltados de fer-
mentacién de piruvato y laotato llegan a la oconolusién de que son
independientes.

En ouanto al origen del £cido férmico y del £oido
suocinico Que 1oe investigadores anteriores enoontraron entre los
produotos de desoomposioiédn de glucosa por el B. goli,Aubel y Sa-
labartan no dan ninguna explicacién. .

'En 19368 Kluyver y Donkgg%geniondo en cuenta los
resultados de Grey y las observaciones de Virtanen sobre la for-
macién de £oido suocfnico en la fementacién propionica por rup-
tura de la moldowla de gluocosa en 3 partes,una con ouatro £to-
mos de C y otra con dos,modifican su opinion referente al origen
de dioho dbido en la fermentacién del mismo azucar por el B. goli
oonsiderando que en este casc se produce una descomposicién del

mismo tipo.

Es universalmente aceptado Que en 108 prooesos
de fermentaoién la glucosa se divide en primer término en dos mo-
1éoulas de tres dtcomos de carbono que muy probablemente son hi-
drato de metilglioxal.Kluyver y 8truick explican el mecaniesmo de
esta transformacién oon el esquema que figura en la pAgina.38

Estas oonsideraciones,ocomo dice el autor",son de
(4) deScheffer (33) '
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g No/ “oH

hidralo de merit‘gi;oxa.l
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caracter altamente espeoulativo ‘Pero permiten explicar todas las
observaciones importantes hechas en el laboratoio”.

Ya en 1905 Harden y Young (44) (1) habian sesala~
do la formacién de un ester bifoefdérico de la glucosa como una

reaoccién importante en el prooeso de la fermentacién alocholica,

pero,de acuerdo ocon sus experiencias Kluyver y Strulok conside-
ran que se trata de un ester monofoeférico aunque tambien segun
las condiciones se puede formar un ester bifosférioo.

Virtanen en su estudio sobre la fermentacién pro-
piénioca admite que el dcido succinioo se forma de glu&ﬁaa no fos-
forada y aun ouand6 sus conclusiones no e tienen muy en cuenta,
segun Bcheffer,despuds de las investigaociones de van Niel,esta no
deja de ser una observaoién 1nter§sante sQue,por otra parte,es
a_peptada por la escuela de Kluyver. Asi oomo ee supone Que en el
ester monofosférioco,tal vez por influenoia del grupo pesado,el H
del oarbono 4 pase al oarbono 3 y es rompe la molbould en dos
cuerpos de tipo O5,8e puede pensar,segun Kluyver,que en la molé-
cula de glucosa no fosforada el cambio se produge de tal manera
que un H del carbomo 4 pasa al carbono 5 formandose glicol y dial
dehida del 4cido tartérico que se transforma en suocinico de la
manera indicada para el OHs-cHOH-OHé-OHD en la fermentacién
butfrioa.

( CH;-OHOH —CH,-COH — cns—ca=cH—-c§§}r — OHy~CH,~ CH;—COOH )

En 1928 de @reaff( ) ( ) & raiz de unos estudios

(A) de Xlvyver (24)
(2) de Scheffer (35)
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de Le Febre hace una serie de observaciones teorioas sobre la
fermentacién de glucosa por el B. goli que no difieren mucho de
lag anterioses aunque ahora admite la posibilidad de que el dcido
succ{nico se forme del acetilmetilcarbinol asi:
3 CHz— CHO —~ CH; — CO —CHOH ~CH,
GHS-— COH=—=00H —(JH:5 — CHz.OH —CH =OH—CH3.OH
el gliocol sufrir{a undoxidacidn
CHa,'OH-—OH=OH—-Oﬂz.OH + Bﬂa 0 ——»GODH—CH=GHTGO.OH + 4 Ha
que por accién del H, se transforma en dcido suocinico .
A esta teoria Boheffer en su teeis le hace la ge-
ria objecién que nungoa ha sido enocontrado por otros autores el a-
cetilmetiloarbinol entre los productos de fermentacién del g.m;_;
En 1937 Virtanen y Simola (39) en Finlandia estu-
dian 1a fermentacidn de azdoares por bacterias del grupo coli-ae-
rogenes llegando & la conclusién do que el proceso ,que conside-

ran muy semejante al de fermentaoién propionioa al Que se refirie-

ron anteriosmente,se puede explicar con el siguiente esquema.
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Glueosa

Esler Fosforieo Acido sveeinieco

+
Acelaldehida
Aleohol

f +

Me}ilgli oxal Ae. acelico
\Aeehldehi da

+
Ae. formico —— C0, + H,

Y
Aeido laelico

Tampoco Virtanen ha ocontroladc su esquema con de-
teménaciones cuantitativas .

En 1928 Scheffer (33) publica su tesis scbre "La
fermentaoién de azucar por baoterias del grupo coli® que es sin
duda un estudio mucho mas oompleto que loe anteriores sobre ese
tema,pero antes de referirme a este trabajo quiero resunir d&gué
nas oonsideracipnes generales de Kluyver (24) y sus colaboradores
sobre los prooesos de fermemtaocién .

Todos los investigadores estan de acuerdo en Que
la glucosa 8e transforma en 10s productos finales pesando por una
gserie de etapas intermedias,peroc es un probleéma diffoil estable-
oer cual es el camino de la reaocién,dada la imposibilidad,por lo

menos actual,de estudiar direotamente tales procesos.

Ya he hablado del método de Neuberg y de la obje-

0ién que se le hace .Tambien tiene un valor relativo el Que una
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basteria sea capaZ de transformar o no a la subgtanoia Que se

supone intermedia,porque,ademas de 1o Que ya he citado refirien-

dome & los estudiocs de dé Graa.ff y Le Fibre,hay que congiderar
que 1a descomposioién de un producto determinado Puede depender
de 1a existencia simulténea de otros,dada la intime relacién que
existe entre las varias reaqci.ones parciales,y aun cuando 108 re-
sultados positivos tienen mucho mas valor que los negativos,el
heoho de Qque una substancia sea transformada por el g‘rmen no es
una prueba de qﬁo se forra en el proocesdo normal.De modo que en
realidad 8010 tiene importancia la oocordinacién de todos 1os he-
‘choe obmervados.

‘ Por otra parte es oada vez mas evidente que las
transformaciones primarias que es oapaz de efectuar la oélule vi-
va,8e pusden reproducir '1n vitro oon digtintos oa.ta.liza_.doroe,y
por eso: serd mayor la prababilidad de uh esquema en el cual figu-
ren re;ooiones del mismo tipo Que las encontradas en quimica ox
gdnioca. |

Kluyver (£4) y sus oolaboradores llegan a demos«—
trar que todas las transformaciones que tienen lugar en los pro-
cesos de fermentacibn poseen un caracter ocomunison del tipo de
*transferencia de hidrégeno® inter o intramolecular.

‘ ‘Ademas se comprueba,de aouerdo oon las experien-
a.a8,que en ocasos aparentemente muy distintos se producen las mis
mas reacoiones primatrias,oomo ﬁor ejemplo,la formaoién de acetal-

dehida en la descomposicién de glucosa por oélulas de tipo dife-
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rente y sunque,tambien aqui,eolo @e puede hablar de probabilida~
des €@ un hecho que no hay que olvidarlo al comnsiderar un esque-
ma.Ba_sandose en esto es que Kluyver y Donker tratarodwiesumir
en un ocuadro el oonjunto de las reacciones parciales que ten-
drian lugar en procesos de fermentacién de glucosa aparentemente
muy distintose.

Pero sobre todo hay que tener en cuenta,y esto no
1o hioieron la gran mayoria de los investigadores,que las relacio
nes ouantitativag’ entre los productos de desasimilacién encontrg
das mediante un andlisis cuidadoso del medio fementado,deben
coincidir con las que se esperan de acuerdo oon la teoria.

Ee indudable Que si 8e trata de explicar el meca-
nismo de la formacién de una susbstancia determinada a partir del
sustrato se pueden imaginar muchos caminos mas o menos probables
pero hay que tongr presente qQue,en ocada uno de ellos,d lado de
esa susbgtancia se forman otras ,10 cual ya limita el nfmero de

interpretaciones posibles. -

En general (como se observa en la mayoria de los
. trabajos oitados) en las dietintas teorias se suponen series de
reacciones tales qQue tanto los produstos principales oomo 108 se-
cundarios aparecen al final de la fermentacién,es decir que del
. punto de vista ocualitativo coinéiden diohes teorias oon la experis

encia,pero se ol vidan las exigenoias cuantitativas.
Como un ejemplo: supongamos que para explioar la

K J
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fermentacién de glucosa por el Bi gloacas se admita el eiguiente
esQuema en el cudl figuran todos los productos de desasimilacién
encAntrados por Scheffer,cuando el gérmen se desarrclla en agua

de levadura con 3% de glucosa.

CgH1206

| |
1

H, COOH CHg. CHO

I_L—‘ 48 H

€0 3 H-=  CHg,CHaOH—= CHg, CO, CHOH, CHj
R TTe— 2 E

CHg, CHOH, CHOF, CHyg

No baeta encontrar en los productos de fermenta -~ 1
oifn el total del ocarbono de la glucosa fermentada,que es el oomn-
trol Que hacen algunos investigadores.Si la representacién del
prooeso oorresponde a la realidad,y si los anflisis estan bien

hechos se deben reouperar ouantitaviveamente 10é tres elementos de)
sustrato C. H. y O.,comprobandose entre lag oantidades de los pr
ductos finales las relaciones que prevee la teoria.

Efect ivamente de acuerdc con el esquema hay una
primera reaccidén : glucose — 3 C; Hy Oz segun la oual de X mo-

léculas de azuocarsforman 3 X moléoulas del ocompuesto de 3 carbono
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* qQue se ha formado en la reacoién anterior qQue como se ha visto
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Cada uno de estos pusde transformarse en £oido 140tigo o en ace-
taldehida y doido t4rmico, pero no es neoceeario que slempre el mis.
mo némero de moléoulas sigan uno u otro camino.En unos oasos se
formara mas £0ido 14otico,en otros mas acetaldehida y £oido fér-
mico aunque deberd mantenerse la relacién: n?. de moléculas de
acetaldehida = n?. moleculas de £oido f6mmico =3 X -n?. molé-
culas de foido 14otico.Como ni acetaldehida ni 4cido f6rmico som
productos finales hay Que tex;er en ouenta lowque resultan de las
reacoiones secundarias.

X1 £oido férmico eflo puede traneformarse en una
direcoién dando O 03 e Hy (casl nunca 1o hace totalmente),pero la
acetaldehida,o se reducs oon producoién de aloohol o por conden-
sacién de dos moléculas origina acetilmetilcarbinol,variando se-
gun las condiciones en que se realiza la experiencia,la propor-
cidén en qus aparecen ambas substancias si bien la suma de las
mo1éoulas de alochol + moléoulas de acetilmetiloarbinol por 3
(porque cada una proviene de la unién de 3 moléculas de acetalde-

hida)sera slempre igual al ndmero de moléculas de acetdldehida

es 3 X-n% moleo. de ac. 14otico.Y s8i ge oonsidera que parte del

ocarbinol ee reduce a 3-3 butilenoglicol resulta Que,sunque varien

las cantidades parciales la suma de 3 veoces n¢. moleo. de acetil-
metiloarbinol + 3 veces n?., moleo. de 3-3 butilenoglicol + nZ.

molec. de aloohol + n2?. molec. de &oido 1dotico debe ger constan-
teeigual al doble del némero de moldoulas de glucosa fermentada.
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La miema oondiolén es necesaria para la suma :

n¢. mol.de doido 14otico + n2. moleo. de do. £8rmico + n®. molec-
ds anhidrido carbénico.La cantided de moléoulas de H; debia eer
igual & la de moléoulas de CO, si el primero no aotuara oamo re-
ductor,pero como oada molécula de aloochol y de 3-3 butilenogliocol
que se forman utilizan una molécula de H, se tendra que n°. m°1°°i
de aloohol a2, molda. + n?. moldoc. de 3-3 butilenoglicol + n2.
moloe de By = pe; modlo.de co, . v considerando 1o dicho antes
tamblen la suma : n®. moléo. de £oido lactioco + n?. moldo. de 4-
oido £&rmico + n¢. moldo, de 3-3 butllenoglicol + n2. moléo.de

alcohol + n®, moldo. de H_ debe ser constante e igual al doble

3
del n2, de molec. de glucosa transformada.
81 de aouerdo oon 108 valores que da el andlisis
se oaloulan cuantos moles de oada susbstanoia se hubieran for-
mado al fermentar 50 moles de glucosa se deberd oumplir 1o si-
gulente:

mecles de 003 moles de Ea

Qe____

moles de ac férmio moles de ac férmio

-+-molec de ac 1dotioo

+ moles de asc 1dotio
moles de aloohol
moles de 3-3 B.gl.

-+ moles de as 1dotioco
moles de aloohol
8 moles de 3-3 Bgl
3 moles de A.M.C.
100 100 | 100

Naturalmente Que en oada golumns la sume no sers

A - SO - S

exactamente 100 puesto que ademas de los errores propios de los
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métodos anal{ticos hay que considerar qus algo del sustrato se
trensforma en parte integrante de la célula viva .

81 un balance de fermentaoién heoho de esta mane-
ra resulta satisfactorio,es una prueba muy importante & favor del
esQuema considerado.

81 por el ocontrario,el balance no cierrs,es indu-
dable Qque el esquema no es exaoto 0 no es oompleto.En este caso
siempre es posible ampliarlo de modo Que conouerde oon la expe-
riencia, pero muchas veces se deben admitir para esto reacciones
suplementarias tales,que el esqQuema deja de ser probable.

Estas oonslderacoiones bastan para darse cuentaulo
qQue son los balances de fermentacién,que representan una parte
principal en 108 estudios realizados por Kluyver y sus colaboradod
res,y de la importancla que tienen ocuando se trata de explicar el
‘'mecanismo de tales prooesos.

Veamos shora a Que conclusiones llega Scheffer de
acuerdo oon 10s balances de fermentacién de glucosa por las bacte-
rias del grupo ooli. -

En el oaso del B. gloaoae,admitiendo que el proceso
se efectua como indica el esQuema ya citado,el balance resilta sa-
tiefaotorio,pero segun Scheffer "aunque & primera vista no hay in-
conveniente en aceptar Que el hidrato de metilglioxal se transfor-
ma de acuerdo oon la reaccién 1 b del esquema de Kluyver y Donker
(acetaldehida + 4cido £4rmioco) ,hay que tener presents Que tambien

una transfomacién de tal substancia segun la reaccién 1 o de di-
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cho esquema - .
metilglioxal —sag. nifhvico+ﬁ2
acido pirﬁvico-a—aoetaldehida+co puede explicar el origen ds
" los varlos productos finales,siempre que no se tengan en cuenta
las cantidades relativamente pequefias de acido formico,
¢ Cual de las dos teorias esta de acuerdo con la r™a_
lidad? Scheffer hace un§ serie de consideraciones que se pueden
resumir en lo siguiente:
Como 1la reacciéh propucsta por de Graaf,
Hy + CO3 —= RCOOH, no es probable y tampoco es posible admitir
que e9te écido se forma a partir del acido pirﬁ&ico segun la reac-
cion : CHy =CO - COOH+ Hy0 —= CR5~COOH 4 H-COOH dado que no se
encuentran las cantidades correspondientes de acido acetico o de
sus productos de descomposiciéh,resulta mas aceptable el esque-
ma del acido formico.
;ero-hay una circunstancia que no se puede olvidar,
y es que muchas veces se obeervé que cuando el proceso se efectua
con fuerte aereacion,en los productos finalee no ee encuentra alco)
hol formandose én cambio igual cantidad de acetilmetilcarbinel y
2-3 butilenoglicol que en condiciones anaerobias.Esto hace supo-

ner que no es igual toda la aldehida formada en las reacciones

intermedias, puesto que revela distintas capacidades de oxi -
dacién, y 81 se tiene opressnte que Kluyver y Donker consideran

que para que haya producciéh de acetilmetil-carbinol es necesario
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que una de las moléoculas de acetaldehida esté hidratada,pusde i-
maginarse que la diferencia fesida en qQue una parte de dioha
substancia se forma camo hidrato y la otra no.Como és sabido que
le acetaldehida cuando estd en solucién se hidrata parcialmente,

pareceria sin importancia la observacién anterios,pero hay Que

tener en cuenta que esa transformacién es muy lenta en condicio-

nes normales y 86lo se puede efectuar cuando la aldehida no es
utilizada en otras reaocciones,l10 que no oourre en este proceso de
fermentaoién en el ocual la acetaldehida puede reducirse oon for-
macién de aloohol.

Por otra parte,se ha observado que en la fermenta-
oién alcoholica de la glucosa por la levaddra no se forma acetil-
metiloarbinol aun ouando la acetaldehida es un producto interme-
dio y la lbvadura o8 ocapaz de producir dicha substancla a partir
de aldehida agregada,lo cual esta de asuerdo con la opinion de
Kluyver y Donker el se supone quo'la aldehida formada por desoomp¢
sicién del doido pirdvico no estd hidratada y se reduce a aloohol
antes de fijar una moldoula de agua.Confirmando esto Kluyver,Don-
ker y Visser’t Hooft (1) enouentran que en la fermentacién alco-
hé1ica de la glucosa se forma oarbinol ouando otro aceptor de hi-

drégeno,como eer aire,permite la hidratacién de la molécula de al-

dehida.
Para expliocar la formacién de loe dos tipos de al-

dehida Boheffor admite Que,en la fermentacién de glucosa por el

B. gloacae, el hidrato de metilglioxal sigue los dos oaminos,pird-
() de Scheffer




vico,y, acetaldehida + 4o. férmico,de asuerdo con el siguiente

esquemal

CgH)30g
3 CaHgOy CHz, CHOH, COOH
] ' o l %
H, COOH CHaz, G(}OIH 3H CHz, CO, COOH
H3 CO3 T i ; P 1

USSR ¢ ; CH co
! E %x 8
§ * + 3H
i CHs, OC, OHOH, OHg CHa, CHgOH
S +28

CHz, OHOH, CHOH, OHz

Cusndo el B. gloagae se desarrolla : en agua de le-
vadura con 3% de giuooaagsohoffor no encuentra otros productos fir
nales qQue los que figuran en este esqueme,pero cuando la fermen- ~
tacién se hace en agua de peptona puede constatar la presencia de
pequesas cantidades de 4cido acético y ac. susofnico,

i En cuanto al £oido acético admite que se forma a
partir del acetaldehida que,debido al pH mas elevado del agua de
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peptona,puede transformarse mas fdoilmente segun la reaccién de
6annizzaro.
Con respeocto al succf{nioco,despues de una serie de

experienolas,oonsidera que su formacidn es completamente indepen-
‘diente de los faotores exteriores y qﬁe',"por otro lado,su auseencla
en la fermentaocién en agua de levadura no os debida al PH dife-
rente.De acuerdo oon esto oonoluye que en la fermentacién de glu-
cosa en agua de peptone por el B. gloagae el doido sucofnico se
forma probablemente & expensas de oomponentea'oare.oterfstioos_ de
la peptona Que pueden ser los dcidos aminados.

Ha rden habia demostrado que .- el B. ¢0li puede
aotuar sobre el dcido aspdrtico formando doide sucofnico,reaccién
que se interpreta asi: '

€OOCH — CH,— CHNH — COOE + Hy — COOH - CHg— CH,— COOH + NH,

Begun Scheffer oon 61 B. gloacae ocurre algo seme-

jantey es debido a eeta reaccidn que el balance del hidrégeno en °

las fermentaciones en agua de peptona resulta un poco bajo.De a=

ouerdo oon su opinién varias experiencias le demuestran que el
B. oloacas es capaz de producir 4. suoc{nioco a partir del agua
de peptona.

La fermentaocién de glucosa por el Aerobagter geroc-
genes segun 1os resultados de Soheffer,es muy andloga & la del
B. cloacae y se puede interpretar con el mismo eéQuemp,rero en es

te oaso slempre hay formacién de doido acétioco y do. suooinico,

Cuando la fermentacién se hace en agua de levadura la cantidad de

-
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doido succinico es pequesia,tanto que la deje de lado,Perc en agua
de peptona ge forman oantidades mayores y el balance de fermenta-

cién resulta més aceptable si ee admite Que proviene en partes i-
guales de la peptona y la gluoosa,lo oual,Scheffer oconsidera un
indioio de que el Aerobacter aerogenes es oapaz de formar un Pooo

de 40ido suoo{nico a partir de la gluoosa.
En ouanto al mecanismo de esta reaccién,de acuerdo

con 108 resultados obtenidos en los balances de glucosa por el
B. 0011 admitiendo la teoria de Kluyver en un caso y la forma-
cién de sucofnico por condensacién de dos grupcs de O3 en otro,
Scheffer se decide indudablemente en .:1 favor de la primera por-
que,de aceptar la condensacién de dos grupos 03 H, Oy, Para que el
balance resulte blen es necesarioc smpliar el esquema oon reaccio-
nes tan pooo probables como las eiguientes

300, + 3 B, —= 3 H-COOH

3 HCOOH + 3 Hy —= 3 B-CHO + 3 H, O

3 HCHO OH3 OH - CHO

CH, OH - OHO_ "2, CH,~ OH0 + Hy 0

En ocuanto a lcs otros produotos que forma el B.

ooll al fermentar el azdcar,despues de oonsiderar detalladamente
todos los incovenientes qQue aparecen al suponer Que el hidrato de
motil-glioxal se transforma en.ler lugar en 4c. pirdvico + agus,
en acetaldenida + do. férmioo,o en ambas direcolones como en los
casos anteriores,Scheffer llega a la oonclusién de Que el mas pr

bable es 81 viejo esquema de Grey (1914) que su mismo autor dejé
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a un lado por no poder explicar el origen del 4oido suocfnico;

8in embargo en las fermentaciones en agua de peptona los resulta-=
dos le hacen suponer que una pequeila parte del metilglioxal sigue
el camino del dcido pirfivico. -

‘Oomo resultado final de todas sus consideraciones
Scheffer admite que oon el siguliente esquema'’se pueden explioar
los procesos de fermentaoién de todas las.. bacterias del grupo
ooli,entre las ocuales la diferencia estd en la mayor 0 menor cé-
pacidad de segulr uno u otro camino para transformar la gluoosa.

(1 Ver el cvadreo de lan pagina 54




ESQUEMA

DE LA FERMENTACION DE GLUCOSA POR LAS BACTERIAS DEL GRUPQO COLI
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DISPOSICION DE LAS8 EXPERIENCIAS

Desde Harden en 1901,haste Soheffer,em 1938,varios
investigadores han hecho determinaciones cuantitativas de los
produotos de fermentacién de glucosa por las bacterias del grupo
coll y los dispositivos y las teonioas usada s para efectuar las
experiencies ee han ido modificando con vemtajes de exswtitud y
" senoilles ' '

In los primeros ensayos he seguido el método de
Soheffer que es el siguientel"Se esterilizan durante 10 a 15 mi-
nutos & 130° ,alrededor de 1800 o0.0. del medio de cultivo,al cual
se ha agregado una gotita de &oido olelco para impedir la forma-
oién de espuma en el proceso de fermentacién,colocado en un ma~
traz pirex provisto de un tapon de goma atravesado por un embudo
de decantacién y un tébo con llave de tres vias ocuyas dos oomuni-
caclones exteriores,l¢c mismo que la boca del embudo,deben estar
tapadas oon élgodon del modo usual.8e gaca el matraz del autocla-
ve tan ocaliente como gea posible y se coneota inmediatamente ocon
un gasémetro con nitrégeno de modo que al enfriarse se llena de
dicho gas,que previamente se ha lavado oon pirogalato alocalino,
Cuando llega a tener la temperatura ambiente se introduce por el
meudo de decantactén 1 6.0. de una suspensién de un oultivo jo-
ven de baoterias y luego s8e oonecta,por medio de la llave de tres
viss,oon un frasoo lavador comn 500 c.c. de solucién de OHK al
20% que & su vez esta en comunicacién oon otro que tiene 100 c.c.

de 1a solucién de OHK y al que sigue un tercero,que sirve de ocon
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trol,oon 50 0.0. de 1a misma eclucién.lLas conecoiones deben ha~-
cerse vidrio sobre vidrio y oon gomas de vacio para evitar pérdi-
das de gas.Despues del filtimo burbujeo en OHK los gases no absor-
bidos por el Bloall pasan a un frasco medidor de 3 litros,inver-
tido sobre un reciplente con parafina 1{quida.Cuando todo el apa-
rato ha aloanzado le temperatura deseada (372),1c Que oocurre des-
pues de.ostar una o dos horas en la estufa ,se llena oon parafi-
na el frasoo medidor mediante un tubo en U que llega hasta el fon
do del miemo,

Terminada la fermentacién de llena el matraz,usan~
do el embudo de llave,con una cantidad medida de agua para desalo
jar el gas que eeta en su interior.Posteriormente,trabajando en
oolaboracién oon el Dr. Carlos 8. de la Serna,he adoptado las mo-
difioaciones del dispositivo,que detallo a continuacién algunas
- de las cuales figuran ya en su teais de doctorado.

‘ 81 se tiene en ouenta Que terminada la fermenta-
olén,antes de destapar el matrag,hay Que separar el anhidrido
oarbénico disuslto en el medio haciendo pasar una corriente de
aire privado del mismo,resulta evidente que el tubo de entrada,
_que serd el del embudo de 1lave,debe llegar casi hasta el fondo
del matraz para Que el arrastre sea efectivo.Por eso,ocuando se
saca el matraz del autoclave sin Que haya bajado dastante la tem-
peratura ,debido & la dlsminucién de la presién interior,sube el
1fquido por el tubo - 1llegando & mojar los tepones de algodom,lo

que e8 sin duda un gran inconveniente que se puede evitar esteri-
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1izando por separado el matraz con el medio de ocultivo tapado oom
algodon y el tapon oon los tuboe en un paquete.Este sistema tie-

ne ademas otra ventaja: Si en la esterilizacién alguna de las 1lg
ves de vidrio ee rompe,lo Que no es de extrafiar,eeto no repregen-
ta un mayor oontratiempo porque ee pueden tener preparados varios
tapones iguales,mientras que de la otra manera,tal percance sig-
nificaria tener que oomenzar de nusvo.

Con esta modifiocecidn,eiendo imposible evitar le
entrada de aire en el matraz,ya no se pueden obtener las oondicio
nes de anaercbiosis segun el método holandes;por mi parte dogre
tales condiciones de la manera'siguiente:inmédiatamente despues
de sacar el matraz del autoolave,estando a temperatura bastante @
levada,se agita bien para homogeneizar el medio de oultivo, (agus
de levadura + 3% de gluoosa 1+ 3% de creta) se saca una muestra
con una pipeta de bola y se le adapta el tapon correspondiente
teniendo siempre las precauciones necesarias para impedir una in-
feooidn.Luego se conecta el tubo de salida (reemplazamos la llave
de tres vias por un tubo de salida y uno de entrada,que llege
hasta ocerca del fondo del matraz,ambos con llave) oon la t rompe.
de vaclo y el de entrada ocon un tubo de nitrégeno comprimido in-
tercalando una espiral lavadora con pirogalato alocalino y uns cé-
mara de goma (de pelota de foot-ball) que hace las veces de ga-
sbmetro donde se acumila el nitrégeno lavado.No oonviene hacer
llegar el nitrégenc al matraz a traves del embudo de decantacién

porque la ‘oonexién con el aparato productor de gas debe ser oom-




58

Pletamente segura,lo que resulta complicado debido al tapon de
algodon y sobre todo se corre el riesgo de destapar el embudo
durante el manipuleo.Existe el mismo inoonveniente si se preten-
de usarlo ocomo tubo de ealida.

Eetando cerrada la 1lave del embudo de decantaocién
7 la del tubo de entrada (E) se abre la del tubo de salida (8)
y se hace funoionar la trompa de vac{o.Cuando el 1fquido del ba-
lon hierve,lo que oocurre enseguida dada la temperatura que tiene,
ge olerra 8§ y se abre f ocon ouidado para evitar una entrada vio-
lenta de nitrdgeno.Al cabo de un rato cuando cesa el burbujeo de
nitrégeno en el medio de oultivo,se clierra E,se abre § hasta Que
el 1{fquido vuelva a hervir o se haga logrado disminuir bastente
la preesidén,y se repite la operacién anterior;asi ouatro o oinso
veoeas despues de 10 cual se clerra definitivamente § y se abre E
para que a medida Que el 1iquddo se enfria se llene de nitrégeno
el matraz.F1 enfriamiento se hace rdpidamente colocandolo en un
bafio,de agua & 37°2.A1 aloanzar esta temperatura se vierte en el
em‘budo de decantaoidén,oon las precauciones necesarias,una sus-
pensién abundante de baoterias de un ocultivo joven (13-15 horas)
Para Que los gérmenes lleguen al medio de cultivo,se abre § oui-
dando de cerrarla,lo mismo Que a la llave del embudo,antes de Que
haya bajado toda la suspensién.Luego presionando 1a ofmara de go-
ma @e hace entrar un exeso de nitrégeno al matraz y 8o clerra E.
En estas oondiciones se lleva a la sstufa donde se conecta el tu-

bo de salida oon la serie de tres frascos lavadores oon soluoién
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de OBK y el fraaco medidor oon parafina.Al abrir §,debido a Que
la presién en ol interior del matraz es mayor que la atmosfédrioa,
el N desaloja 41 aire del tubo que une al ler. lavador,logrdndo-
se evitar asi,lo mismo Que oon la téonioca holandesa,que por difu-
8ién del ox{geno ge alteren lag condiolones de anaerobiosis,
peroc de une manera mucho mas rdpida y sencilla.

El proceso de fermentacién dura de dos a tres dias
y durante este tiempo se debe agltar varias veces el matraz para
Que el carbonato de caloio al ponerse en suspensién pﬁoda. neutra-
lizar le acidez del medio.Cuando ha ter:inado de desalojan los
gases del matrazs oon una cantidad medida de agua & 37¢ esteril
Que 88 agrega por el embudo de llaveysiendo necesario para esto
enfriar un pooo 6l matraz hasta Que se forme,en el embudo de lla-
ve,una ocolumna de agua oapaz de venoer la resistencia Que ofrece
el 1iquido de los lavadores.Se debe culdar durante esta opéraoibn

qQue el medio no se infeote para eacar luego una muestra y contro.

lar la pureza del oultivo con una coloracién de Gram y una siembrs
en placa.Resulta muy odmodo para sacar dicha muestra,cerrando las’
llaves f v 8 abrir 1a del embudo,calentar suavements el matras
en la parte no ooupada por el 1iquido y cuando hayan subido 3 o
4 0.0, ,00rrar de nuevo la llave.

El oonjunto matraz-lavadores se separs del reci-
plente colector de gas y se lleve al laboratorio donde e; haoe
pasar una corriente de aire sin anhidrido oarbédnico para que el

disuelto en el medio ee fije en la soluoiédn de OHK.Esto se debe
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haocer rdpidamente para evitar 1as reabeoroiones Que se prodwen
por el enfriamiento,pero de todoe modos es convenients cerrar S
al sacar el aparato de la estufa porque la entrada de una peqQue-
fia ocantidad de goluoién de OHK al matrdz malograrfa toda la expe—

riencia.
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METODOS ANALITICOS EMPLEADOS PARA
LAS DETERMINACIONES CUANTITATIVAS.

Las substancias que segun el anflidis ouslitati-
vo de diversos investigadores,producen las bacterias del género
Aerobacter a partir de la glucosa en condiciones anasrobias gons
hidrégeno,anhidrido carbénico,doidos £8rmico,a0ético,140tico y
suoofnioo,ﬁootilmetiloarbinol,3-3 butilenoglicol,y aloohol etfli-
00 +Como no siempre los gérmenes transforman la totalidad de la
gluoosa del medio de oultivo,es necesario determinar despues de
la fermentacién,ademas de los productos oitados,la oantidad de
azuocar transformadosLa ocantidad de glucosa iniocial se detemmina
en la muestra sacada despues de la esterilizacién.

Me he guiado,parael anflisis del medio fermenta~
do,por las indicaciones de Scheffer usando los métodos desorip-
tos en su teels,aunque hube de modifioar alguncs porque no lo=-
graba obtener ocon ellos resultados satisfactorioe.Debo hacer
notar Que el ensayo y la modificacién de los métodos analfticos
1oe hice en colaboracién con el Dr. Carlos 8. de la Serna,quien,
gsalvo una pequeia variacién en lo correspondiente a doidos fi-
jos usé las mismae téonicas pafg sus determinaciones.

Soheff er ha seguido el método bicquimico de Klu-
yver para las valoraciones de la glucosa ocontrolédndolo,a veces,
oon el métédo de reduccién de Fehling segun la modificacién de
8choorl;dada la dificultad de encontrar detalladas dichas teoniocaq
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ensave la desoripta por Clarence Sohmidt en 1931 (34), son bue-
nos resultados,por lo cual deoidf adoptarla para mis determina=
ciones.,Es on esenoia el miorom;tndn de reduccion de ferricianu-

ro que Hagedorn v Jensen,en 1933,propusieron para la determina-

oiéh de la glucnsa eén sangre v que mas tarde Hannes en 1929 a-
plioo,ocon algunas variaciones,para cantidades mayores de azyoar.
Clarence Sohmidt empleJ este metodo para la dster-

minacion de glucosa en medios de cultivo modificando la ooncen-
traoién de los reactivos para no tensr que usar mioroburetas en
la titulaciéh.ﬂb elexido este,aunque en baoteriologia se usa co-
munmente el méto&o de reduccion de cobre de Shaffer y Hartman
adaptado para determinacjiones en medios de cultivo por Stiles,
;eterson y Fred (35),porque de acuerdo ¢on un trabajo de Magee
y Smith (23) las valoracionee con este ultimo no son exactas Yy
aﬁn cuando se obtienen mejoreq resultadoe aplicando el Shaffer-
Hartman sin previa olérifioaoiéh,no se logra mayor aproximaocion
del 10%.Morri£1 (R9),por otra parte,en sus estudios sobre sl me-
tabolismo de hidratos de carbono por organismos del-géhero Myco-
bacterium,usando la féonioa de Stiles,Petersen y Fred tampoco
obtuvo mayor exactitud.Fn cambio ocon el metodo descripto por
Schmidt los errores no son munca mayores del 3 - 3,5 4.

. Las determinaciones se hacen de la sigiente mane-
ra:en un baloncito aforado de 10 o.0. se defeca 1 o,0. de mues-
tra que se debs medir después de haber agitado muy bien el medio

de oultivo para que el carbotato de calcio este en suspension homo
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genea)oon 1 0.0. de solucién de 80; Zn y 1 c.0. de OH,Na 0,5 N
- (Método de Bomogy1:1830) 'y se lleva a 10 o0.¢. oon agus destilada,
ee - agita y se filtra.Esto oonsiderando que el medio de oultivo
tiene aproximadamente 3% de glucosa;si la concentracién de azdoar
es mayor gqué: ssta,hay Que defecar y diluir a 10 c.0. menos de
1 0.0, de muestra porque ¢l limite superior del método es 3 mgr..
A1 0.0. de filtrado,medido exactamente en un tubo 300 x 35 mm.,-
se agregan 5 0.c. de soluoién alcalina de ferricianuro ( 4,3%. de
Fo (CR)g Ky y 10,6% de CO3 Hag ) y 4 o.0. de agus destilada la-
vando las paredes del tubo;se hace al mismo tiempo un ensayo en
blanoo oon 6 0.0. de la soluoidn de ferricianuro y 5 c.o. de aguay
Los tubos se calientan durante 15 minutos en un bafio maris hir-
viendo enérgicamente y se enfrisn luego por inmersién en agua de-
jdndolos 3 o 4 mimtos.Se agragan 5 0.0. del reactivo de ioduro
de potasio ( IK 35 gr.,80,2Zn 50 gr.,01 Na 350 gr. H, O destilada
hasta 3000 0.¢. ) y 5 0.0. de do1do acético al 56.E1 iodo pues-
to en libertad se titula oon hiposulfito N/300 que se prepara en
el momento de hacer la determinacién diluyéndo 83 O3 Na, X/10.-
S8e usan 3 8 4 gotas de indicador de almidon.

Clarence Schmidt ha dado una tabla de las cantida-
des de glucosa en funcién de la diferencia entre 1los volfémenes
de hiposulfito gastados por el testigo y por la soluciédn de azucar

que se valora.
En ouanto a la terminacién de glucosa restante en

el medio fermentado,Scheffer hace notar Que es necesario eliminar




el acetilmetiloarbinol,lo qQue ée logra 8i se evapoms a sequedad |
en bafio maria una cantidad oonocida de medio (10 0.c.),se le a-
grega agus y se vuelve a evaporar repitiendo 1a operacién 5 & &
veoes despuss de 10 cual se lleva al voldémen inicial y de ahi se
mide 1 o0.0. haoiendo la dosificacién ocomo en el caso anterior. ‘
Por sl la cantidad de gluoocse no fermentada fuera muy pequefia es
oconveniente hacer dos determinaciones;una,de la manera desofipt&
y otra agregando al 0.0. de medic qQue se defeca 1 0.0. de una so-
lucién valorada de glucosa,para que la oantidad de azucar oconte-
nida en 1 o.c. del 1iquido defecado este dentro de los limites
del método (0,2-3 mgr.).

Ds los gases que se desprenden durante la fermen-
tacién,el anhidrido oarbénico que llege & los ¥avadores es fijado
por el OH.K,de modo Que el volimen récogido en la probeta antes
de desalojar ioa gases del matraz,equivale al ,hidrégenc mae el
anhidrido oarbénico que aun no ha pasado por la solucién alcalina,
pero despues defaérogar el agua,como todo el CO; formado durante
el prooceso ha sido abaorbido por el OHK,el gas de la probeta re-
presenta en volumen el hidrégeno mas el agua afadida,de modo que
le determinacién cuantitativa en peso de hidrégeno desprendido
durante la feimentacién.. resulta muy sencills.

La determinacién del CO; es mas oomplicada porque
hay Que tener en cuenta que los doidos formados & partir de la

gluocosa reaccionan con el CO_. Ca oon desprendimiento de o o K-

3
gunos investigadores ocaloulan el 003 no ocorresponiiente al pro-
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ceso de fermentacién,considérando que para oada molédcula de £oido

se descompone una cantidad equivalente de CO_Ca,y otros en cambio

8e basan en el aumento del calolo disuelto e: el medio de cultivo?
Boheffer (33) ooneidera que ambos métodos son malos: el 1° porque
no reasocionan ocon la oreta la totalidad de los £oidos producidos
y el 32 porque parte de los iones caloio Que ge férman por descom
posicién del 00, Ca pueden rescoionar con 1os fosfatos del medio
precipitando como fosfato tricalcico.De acuerdo con esto sefiala
como correoto el método de Braak en el oual ge determina la-bantig
dad total de Ooz,libre y oomo carbonato,del medio de oultivo an-
tes y despues de la fermentacién.Suponiendo Que se obtengan los
valores A y B respectivamente es evidente que B - A + el cob fi-
jado por la potasa de los lavadores representa el 003 formado po§
la s bacterias.

| Para las determinaciones del 002 total del medio
usé un dispositivo semejante al de Fresenius Olassen (ver figura
II) (37),por no haber podido emcontrar detallada la téonioe de
Soheffer.Se hace pasar durante media hora una corriente de aire,
lenta,ein 005,y recien despues se coneotan el aparato de absor-
0i6n y el tubo testigoc tarados.8e agita bien,para Que sea homoge-
nea,la nmuestra sacada antes de la fermentacién,se midmn 35 @.o0.
y se vierten en el frasco Erlenmeyer por el embudo de deoantacién '
tratando de Que no entre aire,aunque no son necesarias muohas pre-
cauciones porque la cantidad de 005 que puede entrar es pequeiif-

sima oon respecto a'las cantidades qQue se determinan.
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Se lava con ' agua variag veoes el embudo para Que no Quede COy Os
adherido a lag Dparedes y luego se agregs SO H, al /3 Raoiend0
pasar al mismo tiempo una corriente suave de aire sin coa.La adi-
oién de doido debe ser tal,que en el tubo de Mohr pasen 3 8 3
burbujas por segundo.Cuando el ataque es ya muy lento se calien-
ta el Erlemmeyer con cuidado, 1levando el liquido ha sta prinoipio
de ebullicién.Despues de §/4 de hora mas o monos,todo el 003 Ca
ha sido atacado perola oorfianto de aire esin cob'no se interrum-
pe.hasta oompletar dos horas despues de lo cual se pesan de mevo
el aparato de absorcién y el testigo.

E1 CO; fijado por la solucién de OH.K de los lava~
dores se dntérm;na oon ol método de Winkler valorando en 6 0.0,
de soluoién diluidos,el aloali total con 01 H N.y metilorange
ocmo indicador y en otra poroién ,1a aloalinidad correspondiente
al OH.Na luego.de precipitar el carbonato ocon excesodel Ol, Ba y
usando fenolftaleina.No se requiere qQue al preparar la solucién
alcalina se ten@an las precauciones necesarias para Que resulte
exsnta de anhidrido ocarbénioco;basta con-oonooor que cantidad. . de
Q0; tiene.El CO, total del medio despues de la fermentacién (oa-
si todo corresponde a oarbonato porque la mayor parte del disuel-
to ee ha desalojado,como se dijo antes,oon una corriente de aire)
se determina de la manera desoripta.

Oomo en el medio fermentado hay que dosificar va-
rios produotos (9) y ocnviene ocomenzar todas las determinaciones

el mismo dia Qque se saca el aparato de la estufa para evitar Que




69

8e altere,oreo de interds detallar la distrivuocién del 1iquido
para el andlisis Que adopte -~ - despues de varios ensayos.

Terminado el desalojo del co3 disuelto se destapa
el matraz,se maroa, en el cuello del mismo,el nivel del liquido’
para luego medir el volfimen,ss agita y se vierte el medio fermen-
tado en un balon de tres litros,enjuagando el matraz con una oan-
tidad pequefia,conocida,de agus destilada,con el objeto de Que me-
sulte faoil hacerlo perfeotamente homogéneo .




Cantidad

oonooida
de medio
de culti
vo bien

agitado.

300c¢.0.

4900ec¢.a.

-3
<

/

Conviene hagerla enseguida
porque debkdo a Que el medio

36 0.0. —Det.de CO < es doido oontinda 1iberdndose

3

coa'y la determ.resultaria

\inexaots

Se calienta durante 15' con un refrigerante a re-
flujo,se dsja enfriar,ss filtra al vacio en un
Buohner oon pasta de papel,se mide el volimen fil-
trado y se usa una parts aliouota para deter- |
minar §gidog., E1 resto,acidificando hasta p.H 1.7,
ge mantiene a baja temperatura por si fracass
algunas de las doeifioaciones.

/se neutralizan

exactamente,
Se filtran al vacio en un \ 1700 ¢.0. para
<dot.aloohol \
Buchner con pasta de papel z-g Butilenogli-
. GOl « ‘

enfriando el Kitasato con A\

mezocla frigorifioca para e- ~\\\\\ 300 o.c. para

det ° &oot 11m°-
vitar pdrdidas de aloohol, tilcarbinol.

Se mide sl volfmen filtra-

. 10 oc.0, para det.
do. / gluocosa. :
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Determinacién de £oidog: Se acidifican 100 o.o.
ocon 8Q438 y se destilan en corriente de vapor de agua.Scheffer

recomienda acidificar oon cuidado porque un excesode 804H3 Pue-
de originar,con la glucosa restante del medio,£cido férmico, pe-
ro no dice oomo logra osté objeto cuando no se oonooe la ocantidad
de doidos orgdnicos presentes al estado de sales de Oa..yo: he
agregado: 80 H, N. hasta alcanzar p H 1.7. 1.8.,usando timol
azul como indicador y procediendo por toque,con 1o oual loe doi-
dos producidos en la fermentacién quedan en libertad sin haber
excesode 4oido mineral Que pueda molestar.Se conoce aproximada~
mente la cantidad de 80,H, necesaris haciendo primero un ensayo
con una pequesia porcién del mismo 1{quido.Para la destilacién
por arrastre \\.tiuoo' Héo exenta de 003 ;i colocando la muestra a
analizar en un balon Kjeldahl de 1/3 1itro provisto de wn tubo
Kjeldahl porque & veces se forma mﬁoha espuma.Regulands la ope=
racién de tal manera,que no varie el volumen del liquido Que.se
destila y pasen 40-46 gotas por minutoeinterrumpiéndola ouando
se han recogido 1 y /3 litros, se ‘donsigne separar bien los
doidos f1jos de los voldtiles como he comprobado en varios
ensayos con soluciones valoradas de 10s miemos.

Pn ol debtilado se determina la acidegz total oon
OH.Na N/10 y fenolftaleina ocomo indicador.Scheffer considera
que,dado el gran volumen de liquido,es neocesario agregar un exe-
o de 3.5 ¢.0. de OH.Na N/10 y por eso 1o resta al valor halla~'

do para tener la aoidez correspondiente & 4oidos férmico y acéd-
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rrores grandes sobre todo 8l ee tiene en cuenta la pequesia canti-
dad de doido férmico y sucofnico producido en la fermentacién,y
en cambio logré resultados satisfactorios anadiendo aloali hasta
color rosa,concentrando enseguida el 1igquido hasta 50-80 c.0. ¥y
determinando el exceso ds OH.NA oon O1H K/10.Se observa mejor el
-.virajo afiadiendo excesomedido de C1H y neﬁtralizando oon OH.Na.
Mientras el liquido concentrado se enfria,para impedir que el
OH.Na se ocarbonate,se tapa el frasco con un tapon atravesado por
un tubo largo,doblado en U en la parte superior donde se &dapte.
un tubito oon cal soldada. ' '

Para el dcido férmioo Boheffer indica el método de
Fincke (24), que es oonsiderado el mejor para dosifioar pequefias
oantidades.E1 1iquido conoentrado y neutro se pasa & un vago de
precipitaoifn,se afaden 10 c.c. de reactivo Que tiene 10% de
o1, Hg,3% de O1 Na y 3-55 de acetato de sodio.8e deja durante 3
horas en bafio maria & 1002 ,se filtra en caliente,se lava el pp.
con Hao,aloéhol-eter y se seca en estufa a 1002 una hora.El peso
del oalomel da la cantidad de dcido f£érmioco de acuerdo oon la
siguiente ecuacién:

3 Cl; Bg + H-OOOH = 3 OlHg + 00; + 3 ClH,.

La diferencia entre la acidez volatil total y la
correspondiente & 4oido férmico,se considera oomo debida al £oi-
do aodtico.La mayoria ﬁe los autores han dosificado el acdtico de

este modo.




El residuo de la destilacién por arrastre se uti-
liza para determinar £oidos léotico y succinico.Algunos investi-
gadores 10 extraen direotamente oon eter, ppro Scheffer reoomien-
da el método de Fllrth,porque de la otra manera,ademas del peli-
gro de emulsién,se debe extraer durante muchas horas (24 o mas).
Flrth usa en realidad la téonica de Bellet (3 ) para la extrao-
oién ‘de doido 1dotico que es la siguientetss concentra en baso
mariae hasta consistencia siruposa el liquido con el 4cido neutra~
lizado;se agrega 1-3 c.0. de 39438 al 1/5 para dejar el do. 140~
tico en 1ibertad,se mezola todo intimaments oon 80¢Na; anhidro
y arena calcinads y lavada para tener un polvo homogéneso que se
extrae en un Soxnlet especial,mes efeoctivo que el comin,durante
3 horas.

Para neutralizar el residuo con los dcidos fijcs
segul . la técnica de Bertrand (5 ).Como.las soluciones de dci-
do 14otico siempre tienen una cierta cantided de ester latil-ldo-
tico,al noutraliiar el Acido libre se rompe o1 equilibrio y par-
te del ester se desocompone bastante répidamente.Debido a esto,
Bertrand agrega un excese determinado de OH.Na N.usando fenoclf-
taleina oomo indicador y oalienta cerca de ebullicién durante
5' para saponifioar el ester;deja enfriar,afiade un exceso conooi-
do de 80,H; ¥,y neutraliza oon OH.Na. )

Despues de conoentrar el 1iquido neutro hasta 3-3
©c.0s ©n una oapsula ohica,aoidifiqpé-” con una oantidad de BQ‘Hé
1/5 equivalente al OH.Na gastado en la neutralizacién y agregando




S04 ¥az anhidro vy arena ocaloinada formando una pasta que queda en
reposo hasta que el 80,Na, oristalizg;luego de pulverizar la ma-.
sa q611da la extraje oon eter en un Soxhlet oomin durante ooho

horas,

-

El extraoto otéieo,dp aousrdo oon Soheffer, ss o~

vapora y el resf{duo de disuelve en aloohol llevando la soluoion
a volumen conocido (vo lleve a 50 0.0, ).Una parte alfouota de es~
ta solucidn ( 35 0.0.,) se titula ocon OH.Na N/10 sagun la tecnica
de Bertrand y al volumen reetante,deqpugi de hervirlo con algu-
nas gotas de fenolftaleina para eliminar el CO;, se agrega oon cui.
dado solucion saturada en frio de (OH), Ba hasta color rosa oui-
dando que 1§'ooncentraoiéh de aloohol no baje de 70° oon lo oual
precipita solamente el sucoinato de bario,

Ensavando el metodo con soluciones tituladae de
Jbido libtioo y éoido sucoinioco obtuve malos resultados y al mis-
mo tiempo el ppdo.,era dificil de filtrar.Tal vez la presencla del
ester ladtil-lébtioo moleste para uns buena separaoiéh del lacta-
to vy el sucoinato,cuando se agrega el (OH), Ba direotamente a la
solugiéh alooholica,Debido a estos inconvenientes ensays otra tec-
niea: 35 o,0, de extracto aloqh&lioo se svaporan a sequedad en un
tubo de oentrf?uga pirex de 30 o,0, d¢ 0abida aproximadamente
que se colooca en bafio-maria,Se disuslve el resfduo en agua y u-
sando una gota de fenolftaleina como indicador,se agrega soluocion
saturada de barita hasta ocolor rosa persistente,Adaptando un ta-

péh de goma atravesado por dos tubos,uno en oomuniocacion oon la tron
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pa y otro que llega hasta cerca del nivel del liguido y tieme en
el extremo libre un tubo de ensayo perforado en el fondo y lleno
de cal sodada,ee evapora el liquido rdpidamente sin peligro de
Que se carbonate el pequefic excesode aloall agregado.Cuando gdlo
queda 1 o0.0. 8® 1ntorrump§ la evaporacién y se agregan 33 o0.C.
de alcohol de 98¢ ,se agita bien oon una varilla y se centrifuga
durante 10' .S8e repite el.lavado ocon 35 0.c. de alcohol de 932
2 § 3 veoes hasta que el liquido centrifugado no se enturbie oon
80, Hz.El suocinato de Barlo se seca durante una hora en estufa
a 1002 y se pesa.

E1 doido 14otico resulta de la diferencia entre
la acidez fija total y la correspondiente al sucoinico.

En los ensayos oon esta téonica no se tuvieron e-
rrores mayores del 3-3,5 % .

Det erminacién de alcohol y 3-3 Butilenoglicol.-

He usade para el aloohol el método pionométrioco que ‘
o8 el que adopté Socheffer luego de comprobar que no molestan las ‘
poqueiias cantidades de acetilmetiloarbinol formadas en 61 proceso
ds fermentacién,

Hace una serie de redestilaciones,recogiendo siem-
pre la mitad del 1fquido inicial,hagta tener 150 é 300 oc.c. Que
destila con un fracoionador(por la desoripcién parece serdde Vi-
greux)y en los primeros 50 0.0. que pasan determina el pesoc espe-
oifioco.

YOquté por hacer. sgolo dos destllacliones sucesivas
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pero oon un fracoionador muy efeotivo,el tubo de Hempel(fig,)in~
terrumpiendo la primera al cabo de 15' aproximadamente que la tem.
peratura de ebullioion es 100°,y recogiendo en la segunda 35 0,0,
para la detérminaoiéh‘pionoméirica.ne 68
ta manera se evitan posibles péididaa de
'?-3 butilenoglicol,

Para la determinacion del gliool seguf

el método desoripto por Scheffer,con 1i-

Tubihs devidrie
abiorfos on ambos
eriremos

geras modificaciones,que oonsiste en lo
eig:se conoentra el resfduo de la 12 deg
tilacion hasta redusirlo a 800=7000, Cs,

Camara con vatio -1 Ha

se deja enfriar y se filtra al vaclo en

un Buchner con pasta de papel para sepa-
rar el ppdo, formado durante la ebulliwm

oion prolongada,Una parte alfouota del

filtrado (450 o0,0.%t)se sigue conoenteando de igual manera hasta
llegar a 40-50 o,c,;este resfauo se pasa a una capsula y se mez~
ola oon bastante cantidad de 80;Nay; anhidro para tener un polve

seco que se extrae en un Soxhlet,durante 10 horas,con eter desti-
lado sobre sodio, Scheffer determina ei 2-3 butilenoglicol pesando
el extracso después de evaporar el disolvente,pero para eliminar
las substancias graesas que extrae el eter y que impurifican el

el glicol,en mis determinaciones,luego de pesarlo,disolvia el
extracto en agua y filtraba por un papel de filtro tarado que,
terminada la Qperaoiéh,luego de oolocario en un pesafiltro haoila

*
a fuego directo con el fraccionador
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seca en estufe & 1002 durante una hora.

El peso correspondiente a las impurezag Be resta.
.= del peso total.

Determinacién de goetilmetiloarvipol .~He sefurdo el
métédo desoripto por Van Niel (38) que es el siguiente : A la
fraccién correspondiente de medio fermentado se le agrega un ex-
cwso de soluoibn de ClzFe al 30% (alrededor de 50 c.c.), con lo
cual el ocarbinol ee oxidea a diacetilo,y la mezcla se destila re-
cogiendo el destilado sobre una soluocién Que ocontenga,para oada
100 mgr. de diacetilo 3 o0.0. de solucién de cloruro de hidroxila-
mina al 30% ,3-6 0.0. de 80lucién de acetato de sodioc & 30% y
1-3 0.0. de solucién de oloruro de niquel al 10%.Conviene inter-
calar entre o] matraz y el refrigerante un tubo de Kjeldahl y ce-
lentar muy lentamente porque se forma mucha espuma.Cuando han pe~
sado 3/5 del 1iquido inicial se oierra el frasco con el destilado
y se coloca en bafio-maria & 802 durante une hora,luego de deja
enfriar, para que disminuya le presién interior,se filtra,se lave
el precipitado con agua caliente y se_oa en estufa a 1102,

Del peso de la dimetilglioxima de niquel se dedu~
oe la cantidad de acetilmetiloarbinol .
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RESULTADOS EXPERIMENTALES

Siguiendo lastéonicas desoriptas estudié el pro-
ceso de fermentacién de la glucosa por las tres cepas del géne-
ro Aerobaoter a Que me refer{ anteriormente,usando siempre agus
de levadura con 3% de azuoar y 3% de oreta;preparé el agua de le-
vadurs de acuerdo oon la férmula de Beijerinck:levadura prensada
(11bre de 8lmidon) «.ececesq.+300gr,
agua destilads..........0.8. 1000 0.0,

Con ayuds de un piscn de mortero se meezola bien
la levadura oon pooa agus;luego se pasa el 1liquido espeso a un
balon de 3 1itros,afiadiendo 81 agua restante y una olara de huevo%
se agita,y se lleve al autoolave 15' a 1303 para Que coagule;
se filtra &l vacio con pasta de papel ¥ se completa el litro.

El carbonato de oalcio Que se agrega al agua de
levadura debe ser esterilizado previamente 1 hora a 179? en hor-
no Pagteur,por 1la presencia de oiertos gérmenes dificiles de eli-
minar.

Los resultados fueron los siguientes?
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Cuadro I.

N 3094.(Aerobacter aerogenes del labokatorio de Delft).

| % de 1a | % del C.
Sustancie Gramos glucosa | de la gl.
ferment. | foerment.,
Glucosa afiadida 35.8
Glucoss restante " 1.5
Glucosa oonsumida 34.1 100 100
Anhidrido carbénico 11.5 33.9 33.1
Hidrégeno 0.18 0.5 -
Aoido férmioco 0.23 0.8 0.4
Acido acbtioo 0.38 0.8 0.8
Aoido 1dotioo 8.9 30.3 30.3
Acido succinioco 0.8 3.4 3.5
Alcohol etflico 4.1 13. 16.7
Acetilmetiloarbinol 0.19 Q.6 0.8
3-3 Butilenogliool 7.3 31.2 38.6
Totel. | Bz 0.34 93.3 93.3
003
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Quiero hacer algunas consideracionees en lo que se refiere a la
exactitud de esta clase de experienciae,Harden(i5),al elegir agua |
de peptona para sus ensayos, se baso en que,a partir de esta subs-
tancia el B,coli no forma gases ni aoidos en cantidades aprecia-
blee,Ctros investigadores siguieron usando agua de peptona y de
éraaff Yy le Fevre,por ejemplo,hicieron tambien ensayos en blanco |
con resultados negativos, Scheffer ha utilizado mucho agua de le- |
vadura y teniendo en cuenta el resultado de estos estudios efec~
tuados en Holanda,deoidf'uaar la migma substancia oomo alimento
nitrogenadot81n embargo, desafortunadamente deqpuéa de mis expe-
'rienoiae,hioe un ensayo de fermentacion en agua de levadura ein
azﬁbar{oon 3% de COzCa y en condiciones de anaerobiosis,con la
cepa n® 3094,que pertenece a una de las especies que estudio
Soheffer,y pude comprobar que se forma una cierta proporoiéh de
gaees y sobretodo que,analizando el medio fermentado, se encuen-
tran pequefias cantidades de ibidos fermioo ) 4 euoofhioo Y un res-
to de soidez fijJa y volatil que, de acuerdo oon los metodos emplea-
dos se adjudicarian a ébidoa lactioo vy 'aoéﬁéa; regpectivamente,
Las oantidades encontradad fueron las siguientes:
Ao.réimico,,,,,,en 1700 o.c, de agua de levadura....0,088 gr,
AO.aOinOO..,,...en17OO c.c, de agua de levadure,...0,19 gr.
AO.léotico,,....on 1700 e¢,c, de agua de levadura,,..0,53 gr,
Ac, sucoinico....on 1700 o,0, de agua de levadura....0,64_gr.

Si bien estos valores no influyen del punto de vista del balance

total,influyen en lo que se refiere a las cantidades parciales




de dcidos fgimioo,aoéiico y succinico sobretodo y esto es muy
digno de tener en cuenta,si se recuerda el valor relativo que tiel
ne un balance de fermentacion cuando es satiefaotorio,dado que,
como se observa en el trabajo de Boheffer,oon varios esquemas se ‘
puede explicar un prooeso de fermentacion sin descuidar las exi-
genoclas cuantitativas y son entonoes pequefios detalles los que
hablan en favor de una u otra 1ntefbretaoi§h.

En los resultados presentados aquf no se han hecho, einembargo,

las correcoiones correspondientes a lae precedentes indicaciones

por no haberlas considerado de importancia para el balance total,




INTERPRETACION QUIMICA DEL PROCESO DE FERMENTACION
CONSIDERACIONES FINALES

Comparando el ouadro I con los resultados que obtuve

Scheffer con un germen de la miema especie(ver Cuadro IV),se pue-
den apreociar diferenoias grandes en las oantidades parciales de
los distintoe produotos de fermentacion,Enel caso de la cepa n°
3094, se ha transformado una prOporoigh mucho mayor de glucosa en
aoido ldot100(304) con considerable déeminucion de las cantidades
de aloohol etfiido Y 3-3 butilenogliool.Es neno;.tanbiéh la prom
porciéh de acido fgimico Yy, sobretodo, la relaoiéi entre ao.féimioo
v ac,acetico ee ha modificado de tal manera,que ya no seria impoew
sible suponer que ambos se originan del acido pirﬁiico,es deoir,
desapareceria un argumento en el cual se basa Soheffer para admi-
tir que el esquema del ébido pirﬁ%ico 8010,n0 explica el mecanismc
_de la formacion de todas las substancias que se producen a partir
del azdoar aunque sin embargo teniendo en cuenta sus demas conei-
deraciones eg mas probabhle el camino:
hidrato de metilglioxal——+>-ibido formico + acetaldshida
Comparando los cuadros II y III se pu?de ver que tantof
la forma no capsulada como la capsulada del germen designado con |
el n® 50 (obtenidae oomo se ha indicado en la pag, 9 ) transfor-
maﬂ la glucosa de una manera muy semejante,aﬁh cuando en el 3° oa-
so el porcentage de glucosa fermentada que se recupera en los pro-

[ 4
ductos de desoomposioiéh es menor,debido sin duda,oomo sugirio el




Cuadros X y Xa de la tesis de Scheffer.

Cuadro IV
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A. aerogenes en agua de levadura ocon 3% de glucoss y 3% oreta.

l% de la (% del c.| Moles de sust por SO
Produotos gramos |gluo. de la moles de glucosa.
erment gluc.fer
003 Hé CHsCHO
Gluo. anadid. 37.80
Gluc. restant. 0.00
Gluc. ferment. 37.80 100 100
Anh. carbon. 14.87 39.3 38 .8 0.5 | == -
Hidrog. 0.30 0.5 -— -— 3.8 ==
Ao. form. 0.73 1.9 1.3 3.7 3.7
Ac. acet. 0.21 0.5 0.5 -— 0.8 0.8
Ao. lact. 3.13 5.8 5.8 5.8 5.8 5.8
Ao. suocin. 0.80 8l | == -— -— -—
Acet.met.obrb. vestigiog -- - - - -
3-3 But. glic. 9.98 3.4 | 35.3 | — | 38.4| 53.8
Alo. etfl. 6.43 | 17. | 33.3 | -- | 33.3| 33.3
Total. .gggo.as 91,6 | 89,8 | 91.9| 2.4
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\
Dooctor A, Sordelli,a la cantidad de hidrato de oarbono que la bac-
teria utiliza para la formacion de la capsula;pero frente a los
resultados obtenidos con la oepa n° 3084, se observa que las cepas
n° 50 producendoble cantidad de a’oido 1ofotico Y mayor prOporoio'n
de afoidos age’tioo y suocinioco,

81 se trata de explicar el mecaniemo del prooceso de

fementaoién que llevan a cabo estoe ge'menes oon el esgueme Come
puesto de Scheffer,los resultados del balance son aceptables, so-

bre todo para la oepa n® 3094, (ver ouadros I' II' y III' )

Aun ouando en este oaso se podria dejar de lado el aoi-
do succinioco, como hace Scheffer,no oourre lo mismo oon las cepas ‘
n° 50,dada . las ocantidades que producen de dicho ofoido,por lo
oual lo he tenido en cuenta al hacer los tres balances de fermen~

taoio'n.
De acuerdo oon sus experiencias Scheffer dijo lo siwm

4 -~

gulente: "Parece haber un encadenamiento en los procesos de fer- ‘
mentaoion de glucosa por el B,oloacas,el B, aero’genee y el B.,ooll,
Comenzando por el caso del B, coldoae, donde lo tfpioo es Que la
deeoomposio:lcfn de glucosa eegufn el ssquema del aocido pirtfvioo,es
decir una fermentacion igual a la producida por la levadura en ia
fermentacion alcohc;lioa,predomine cuantitativamente con respecto
ala desoomposioicfn de acuerdo al esquema del aoido fo’rnioo, se pa-
sa al g.gg;éganpg donde eete Ultimo tipo de transformacion comien-
za a acentuarse,al mismo tiempo que hay un principio de desocompo-

sioion del azdoar en la direcoion aoide ldctioo por un lado v aoi-

-~




Cuadro I?

Ne 3094
Moles de sust.por 50
Sustancie Gramos | moles de glucosa.
002 Ha GHECHO
Glucosa afiadida 35.8
Glucosa r;stante 1.5
Glucosa congumida 34,
Anhidrido oarbénico 11.5 69. - - -
Hidrégeno 018 == 34 -—
Aoido fémmico 0.33 1.3 1.3 --
Acldo ‘acético 0.38| == -1.3 1.3
Acido 1dotioco 6.9 30.3 30.3| 30.3
Acido suocinioo 0.8 3.6 3.8 1.8
Aocetilmetil ocarbinol 0.19| == -— l.4
3-3 Butilenogliool 7.3 - 31.3| 43.4
Klcohol etilico 4.1 -— 33.7| 33.7
Tota.l “o 35. 910




Quadro II'
N2 forma no oapsulads
Moles de sustanoie por 50 mo-
Substancia gramos | les de glucosa fermentada.
coz H2 CHS*CHO
Glucoga afiadida 38
» réotante 4
" oconsumida 33
Kknhidrido carb. 8.4 4] - -
Hidrégeno 0.18 - 35.3 -
Ac. férmioo 0.19 1.3 1.2 -
Ac. acético 1.5 - -7, 7.
‘o. ldotioo 1308 ‘00 40. 400
As. succinioco 1.7 8. B. 4.
Acetilmetilcarbinol 0.36 -— - 3.3
3-3 Butilonog]J-OOl ‘o - 1305 35.
Alcohol etflico 3.3 -— 30.3 30.3
Total 90 100 98




Cuadro III!
N2 50 forma capsulada
Moles de sustancia por 50
Sustancias gT. moles de glucosa
003 Ha CHS'GHO
Gluocosa anadida 35
Glucosa restante 8
Glucosa consumida 39
Anhidrido ocarbénioco 5.8 41. - -—
Hidrégeno 0.18 -— 34.8 -
Acido férmico 0.08 0.5 0.5 -
Aoido acético 1.57 -— -8.1 8.1
Aoldo 14otico 10.4 36 36 38
Aoido suocinico 1.34 4 4 3.5
Koetilmetiloarbinol 0.38 -— -— 1.9
3-3 Butilenogliocol 3 - 10 30
Aloohol etflioo 3.9 -— 18.8 16.68
Total 86 90 88
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do suocinico por otro;llegando-finalmente al B,gcoli, donde estas
dos ultimag reacciones predombnan y en oasos determinados el es~
quema del acido formioe desplaza por completo al del a’oido pirtivi-

oo...‘
En mis experienoias, tal vez por diferencias de las oon-

diciones en las cuales se efectuaron,la cepa n° 3094 se acerca mu~
cho mas al B, ¢oli, sobre todo en lo que se refiere a la formaocion
de doido lefotico,pero siempre predomina la transformacion del hi-

drato de matilglioxal en :_oido pir\fvioo sobre el camino acetalde- |
|

hida 4 formico .Las cepas n° 50 se asemejan muoho mas al B, 0oli
porque transforman alrededor del 45 4 de la glucosa en ofcidos lac-
tico y suocoinico.pero mantiene la caracter{stica gene’rioa de la
produooio'n de acetilmetiloarbinol vy 3=3 butilenogliocol que, de aou-

cuerdo con los resultados presentados en este trabajo es,en lo que

se refiere a la fermentacion de glucoea,la dnioa diferencia indis-

w1

cutible que lo separa del B,ooll.
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