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INTRODUCCION

El estudio de los procesos metabólicos de las

bacterias constituye uno de los problemas mas interesantes de la

fisiología microbiana y une a su propia importancia,la de ser

un posible camino para el conocimiento de las transformaciones

Quimicas due tienen lugar en los organismos superiores.

Cuandose trata de penetrar en la intimidad de es­

tas actividades de los microorganismos,noson pocas 1a dificulta­

des que se presentan,y en el caso particular de los procesos de

fermentación bacteriana,uno de los cuales es el objeto de este

trabaJc,el númeroconsiderable de substancias que se forman a

partir de un compuesto mas o menos sencillo,ta1 como1a glucosa

por ejemplo,y la proporción entre las cantidades de los distin­
tos productos,que varía segun las condiciones en las cuales se

reaiiza el procesc,son dos circunstancias Quecomplican aun mas

la interpretación de las transformaciones que sufre el sustrato.

Bi a estas dificultades,Que se puedenconsiderar de orden teori­

co,ee sumanlas que implica el separar y dosificar sustancias de

especie quimica semejante,como son en general los productos que

aparecen en una fermentación, en un medio de cultivo,resalta in­

mediatamenteel valor de los estudios realizados en el viejo La­

'boratorio de Microbiologia del Profesor Beijerinck,en la Escuela
Técnica Superior de Delft,por su sucesor Kluyver y sus discipup

los,estudios Quedieron por resultado interpretaciones claras de

mecanismos complejos y que tienen sabre todo el mérito de haber



sido encarados en una forma inteligente y lógica Que no tiene

precedentes.Creo innecesario recalcar la importancia de las in­

vestigaciones efectuadas en Delft,importancia que ee aprecia en

la breve reseña de los Estudios sobre fermentación de glucosa

por miembrosdel Genero Aerobacter y afines,que figura en un pró­

ximo capítulo.

Fué el Prof. Ing. s. Soriano,que ha estado en el

citado laboratorio,Quien mesugirió la posibilidad de estudiar

una fermentación siguiendo las técnicas de los discípulos de

Kluyver,tipo de investigación Que no se habia hecho hasta enton­

ces en la Universidad de Buenos Aires ( 1),y debo agradecerle

ademas de sus muchas indicaciones el que me haya facilitado la

Tesis de Scheffer (35),realizada en dicha Escuela,que fué una

importante ayuda para mi.

Quiero expresar sobre todo mi reconocimiento hap

cia el Prof. Dr. Alfredo Sordelli,quien ha dirigido con el mayor

interes mi tesis de Doctorado,proporcionándome al mismotiempo
todas las facilidades posibles,para realizarla en los laborato­

rios del Instituto Becteriológico del DepartamentoNacional de

Higiene que esta bajo su digna dirección,circunstancias a las
que debo el haber obtenido los resultados due presento en este

trabajo.

( 1 ).-Ebte trabajo fue iniciado simultaneamentecon el del Dr.

0. 8. de la Serna ya presentado.""“"



BREVES CONSIDERACIONES SOBRE EL CENERO AEROBACTER

ELECCION DE LAS CEiks A ESTUDIAR H

De acuerdo con el'Bergey's Manual of Determinative

Baoteriologv”el género Aercbacter tiene en la sistemática la ei­
guiente ubicación:

Familia...BACTERIACEAE001m 1873.-Baetoncitoe no esporuladoe,uo'...

vilee o no,de metabolismo ocmpleio,utilizan amino­

ácidos y generalmente hidratos de carbono.
Tribu....¿ngterieae Committee8.A.B. 1920.uBaetoncitos Gramnega­

tivos,comunmenteexistentes en el intestino de

los animalesscrecenbien en mediosartificiales;

muchas especies atacan hidratos de carbono forman­

do ¿cido y gas o acido eolamentcgrelativamente pow
cae especies.licuan la gelatinascuando son márilee

los tlagelos son por lo general peritricoe.
¿eneros de la tribu gggtgriagg
A. Fermentan glucosa con formacion de ¿cido o ¿cido v gas

l. Forman¿cido o ¿cido v gas de lactosa

a. Noforman acetilmetilcarbinol

b. Nolicuan la gelatina_
Género Escherichia

aa. Formalacetilmetilcarbinol

b. PuedQIliouar la gelatina o no.
Genero Aerobacter



2. No forman ¿cido o gas de 1a lactosa

a. Algunas especies forman ¿cido y gas de sacarosa

b. Licuan gelatina

¿enero Ezgzpug

aa. no forman ¿cido o gas de sacarosa

b. no licuan gelatina

Genero ggiponelig

AA. Fermentan glucosa con formacion de ácido pero no gas

a. Máïiles

GéneroEbertpella

aa. no máriles _

Ge'neroghigella

AAA.no forman ¿cido o gas de hidratos de carbono

l.Crecen en medico que contienen fucsina basica o tionina

Género grucelig
3. No crecen en medios que tienen fucsina basica o tionina

Gínero Algsiísensg._

Dadoel interís que tienen los gármenes del grupo
"coli-aerágenes',considerado así por 1a estrecha relacion entre

ambosgéneros.desde el punto de vista sanitario de las aguas de

consumo,los investigadores americanos han intensificado su estudio

durante los ultimos años sobre todo en lo que se refiere a las ca­

racterfsticas diferenciales y a su relacion con la'contaminacián

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



mocapítulo,muchas investigaciones donde se trata de establecer

que diferencias,en lo referente a la fermentaoián de hidratos de

carbono,separan el 3,99;; (germentipo del género Escherichia)
del ¿,aggéggggg (germen tipo del genero Aerbacter) lo que puede

tener valor para la correcta clasificacion.
.165 cuandoel carácter diferencial entre ambosge;

neros es la produccion de acetilmetilcarbinol,que comodemostrá

Harden (17) es 1a sustancia a la cual se debe la reaccion de Vo­

‘Qesnfroskauer que siempre se usa,ademas de las tecnicas indicadas

ultimamente €23,27,44 ) ,para comprobar la presencia del carbinol,

los investigadores americanos hacen en general tres ensayos para
distinguir E.99;i de é, aggéggggg:
1° Reaccion de Vegas -Proskauer

2° Reaccion del rojo de metilo (determinar el pH usando rojo de

metilo como indicador en un cultivo de 3 o 4 dias en caldo glucos)
3° Desarrollo en el medio de Koser (significa capacidad para utili­

zar el radical citrato comounica fuente ds carbono)

Conrespecto a estas tres características,entre o­

tros Koser en 1934 (25),Ruchhoft,Ka11as,Chin y Ocultar en 1931 (32
Werkmany Guillen en 1933 (42),France en 1933 (9 ) señalaron la

existencia de gérmenes de comportamiento intermedio para los cua­

les Werkmany Guillen propusieron crear un nuevo genero en la tribu

Bacterieae.

Por otra parte algunos autores y entre ellos Scheffiw

consideran un solo género,Bacterium,en la tribu Bacterieae,en el



cual se encuentran las especies que para otros pertenecen a gene­

ros diversos. u \

No he querido con esto entrar en un problema de

sistemática,ajeno a mi tssis.sino hacer notar que no hay acuerdo

en 1a clasificacion de los germenes del llamado "grupo coli'l Y

que por lo tanto son sieMpre de gran interes las investigaciones

relacionadas con ese asunto.

Las cepas que slegf'para estudiar 1a fermentacián

de glucosa estan identificadas con los numeros 3094, 50 forma cap­

sulada y 50 forma no capsulada.

E1 n° 3094 es el g. aerogenes de 1a coleccion del

Laboratorio de Microbiologia ds Delft,traido por el Ing.8.soriano.
Segun Schsffer el germenque en su clasificacion

denomina g,aerogenes corresponde a1 Aerobaoter aerágenee de 1a '

sistemática americana,pero de acuerdo con las observaciones del

Ingr Soriano y de A.Rivas,de 1a seccion Higiene del Instituto Bac­
teriologico,e1 n° ¡094 es un germenque fermenta 1a duloita y no

tormenta 1a adonita por lo cual no coincide con el Aerobacter ¿Egg
gene; de 1a clave de Bergey.Sin embargo debo admitir que para

Schetfer el n° 3094 corresponde al_g, aerogenes puesto que es s1

gérmentipo de 1a coleccion del Laboratorio de DelftiLas diferen­

cias encontradas por el Ing.Soriano y el Sr. Rivas entre este ger­

meny el Aerobacter aerógenes (Bergey) se pueden atribuir al uso

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

Scheffer,como ser la fermentacián de distintos hidratos.de carbono
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‘?or otra parte,en el estado actual de la sistemá­

tica,1a olasifioaoiáh exacta de un germende; grupo coli es un

problema bastante c:omp].1oado_..,¡fi '

. ' ' E1 germen n° 50 fug'aislado de materia focal en
el instituto Bacteriolákioo por H. sosa quien encontrá'al mismo

tiempo 1a disocraciáh en“lae dos formas,mucoea y no nuooaagde un

cultivo que obtuvo por aislamiento monooelular el Ing.Soriano,
haran aisladas ambas formaszla no capaulada que no varia y 1a cap­

sulada que se puode dinooiar despue's de un tiempo de cultivo.

Comopude oomprobar el germen n° 50 respondo a

las exigonciae del gáhero Aorobacter y oegúh 193 observaciones
del Ing.80riano y de A; Rivas coincide oon el Aerobaoter aerágen

Egg de la clave de Bergev;
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REVISTA GENERAL DE LOS TRABAJOS REALIZADOS 80-"

BRE FERMENTACION DE HIDRATOS DE CARBONO POR MIEMBROS DEL GENE­

Ro AEROBACTER Y AFINES. ( I )

En IQOInarden (15),con el objeto de encontrar

algunas características que diferencian entre si a los górmenss Í

del grupo coli y se puedan tener en cuenta desde el punto de

viste. de 1a clasificación,haoe determinaciones cuantitativas de

los productos de fermentación de azucares por estos organismos.

Estudia 1a acción sobre 1a glucosa dei g. Lou communigy del

g. tzghosg. por contiderarlos tórminos extremos de dicho grupo.

Ademasexamina con detalle 1a acción del _B_.y}; sobre manita. y

fructosa.

Los productos de fermentación de glucosa por es­

toe organismosson: ¿cido 1€ctioo,¿c. sucoínicc,ác. fórmico,ac.
acético,alcohol,anhidrido carbónioo e hidrógeno.

Dejando para otro capítulo 1a consideración de

sus métodos de trabajo,daró aquí el resultado de sus experien­

cias y las conclusiones teóricas a que estas lo llevan;
En ningun caso los productos de fermentación re­

presentan 1a totalidad del azucar comunida. Gonel g. 9311,15“

eJanplo,hay un dóficit de I/Ia e. I/s del carbono total,cuyo ori­

gen no puede precisar. n i

(I)-En le. bibliografia relative. a este capítulo mehe guiado

por las citas del trabajo de lchaffer.­/,,4
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La proporción de las substancias obtenidas en

fermentaciones realizadas en condiciones aparentemente iguales

no es constante,pero un cuadro de resultados de varias experien­

cias hechas con.g..991¿ , en el cual figura el númerode átomos

gramo de carbono Que aparecen comoácido lácticc,ac. succinioo, .
dc. f6rmico,dc; acético,alcohol y anhidrido carbónico cuandofer­

menta un molde giucosa,lc lleva a la conclusión siguienteza dci­

do láctico corresponden B'a 3 at. gr; de o; ,

a alcohol corresponden I at. gr} de c;,

a ¿cido acético corresponden' I at. gr. de O.
a anhidrido carbónicc corresponden menos de I pero mas de 0.5

Relación en volumenHg/coz.... alrededor de I.
ll g. tmosum difiere del g. ¿gli en un punto:

produce ¡cido fórmicc en gran cantidad ¡que,segun Harden ¿equi­

vale al coa e ná que aparecen en e1 caso de g, 2911 pues como
encontraron.Parkss y Jcllimangel 25122953Q no actua sobre los

fcrmiatos mientras el g; ¿en es capaz de descanponerúna canti­
dad cosiderable de formiato de sodio lo que condúce a admitir

que en la fermentación de glucosa los gases provienen muyproba­

blemente de ¿cido fórmico previamente formado.

La fermentación de 1a levulosa por el g5_221¿ es

muy semejante a 1a fermentación de glucosa pero en cambio cuan­
do ei sustrato es manita se notan las diferencias siguientes:

hay una mayor prOporción de alcohol (pasa del 38%en peso de s



Ia manita fermentada);mayor proporción de gases y ácido cucoinico

y menorde ¿cido láctico y acético.

Para dar una idea del trahljc de Harden el cuadro

Ia( pag.43 )recume algunas de cue experienciae.8un ooneideraoicnet

_te6ricas con estao:

Parece que en 1a fernentaoión de glucoea y levulo­
ea intervienen por lo menos3 moióculae,y 1a reacción principal

sería 1a siguiente:

z c6 ¡5205+ ¡[30:3 c3 ns 03+ o3 3‘ oz+oa Hs 0+3 005334
que ae puede explicar ani:

OEIon =<H!3--01=I.0H+\co+32
. o n oa o az oa , 3 3
MSIE};"" "o"á"6á'

cn on La on
cn on Ion on

"""6'ñ"""o'ñ"óá"| Ho=on—coonoo Hcon +2 3 + 3+3
Los doc grupos-c H o H--c H 0 3-0 H 0 H-pueden

cer convertidos en acido láctico por traepoeioión intramoleonlar

de o e 8,0 ser tranerormadoe parcialmente en otros compuestos en­

tre los cualee tigurarian alcohol,6oidc acático,¿c. cuocínico o
hidrógeno.

Estos cambioe eecundarioe serian 1a razón de que en algunos

oasoe,mientras a1 ¿cido láctico corresponden muchomenos de tree

¡tomos-gramo de carbono,a1 alcohol y a1 ¿cido acético correepon­



CUADROI

German

Subst.

ferment

AtomoadeC.pormoleo.desubs.ferment.oorresp.a:

a

ítemoa

AC, laotioo

Ao.

Ao. ac¿tico

Alcohol

Ao.formicode Anh.oarb¿hioo

Hidrog'

'B,0011......
B.0011...... B.typh00um.. B.0011...... B.0011......

glucosa glucosa glucosa levuloaa manita

a,71 1,91 a,96 a,a9 1,51

suooinico

0,35 0,38 veatig. 0,37, 0,58

0,a4 1,13 0,76 0,97 o,50

0,7o 1,01 o,7o 0,90 a,65

0,53(00,) 0,74(00,") 0,69(10.00011) 0,53(coa) o,oz(H.EOOH)+1.360302)

1,29 1,77 2,7

13
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den mas de uno,pcr cada molécula de hidrato de carbono.

En el caso de la manita es interesante que la pre­

sencia de dos o 32.0 H-O H .0 B- de lugar a un aumento conside­
rable de la producción de alcohol,lo' que se podría explicar con

un esquema igual a1 anterior, suponiendo que aqui los grupos

_—cH-.-0 s -c H .o 3- c H .o 11- danmenos cantidad de acido 14o­

tico y mayorcantidad de otros productos.

En 1905 (4a) (i) el mismoautor estuditndo la ao—n

ción quimica sobre la glucosa de gérmenes aislados deheces Que

termentan 1a lactosa encuentra que el g. 1m agregame!produ­

ce mucho menor sant idad de ¿cido ac6t ico due de alcohol.Comc ya

se habia observado que el gas desprendido en el caso del g. m­
gegoggnegtiene mayorproporción de anhidrido carbónicc,Har­

den y Ialpcle en 1906 (20) hacen un examen detallado de los pro-w­

ductos de fermentación de 1a glucosa por este organismo,la que

parece ser de tipo diterentma la efectuada por el Q_._Miu lle­

gan a lo siguiente: se producen todas las substancias encontradas

en el caso del g. 93g pero ellas solo representan 3/3 del car­
bono de la glucosa fementada,‘

En cuanto a las proporcionesCen el cuadro IHpag.

45) solo figuran dos de los tres análisis efectuados por Harden

y Ialpole) observanque el g. m aeroggngsproducemasal­

cohol que el g. _q_o_1¿,quela relación 33/002 en vonmen .5 mucho
menor que l y que es a expensas de aquella parte de la molécula

que el g. 921i transforma en acido láctico y acótiec,que el g.

(4) de ¡{anden y Walpolc (zo)



lactis aerognes forma nuevos productos. Cuadro'lI

AÍomos de c. acnesrondísnl‘es a. z (P. ¡"linda a. glam,

GERMEN Acido Acido Acido Acido Anhïdridc Pridpñgsno
. . .. . . Alcohol . ome- por

Lanïlcc ueñcc Forman quan-uu Carbomco mi...aogl“)

Qwá; 4.94 4.43 0.00 0.32 4.04 0.74 4.71

3/2012; magma 0.55 0.52 0.o; 0.27 4.43 4.44 4.5

,23fihzu oc a 4 004 a45 434 4.60 33cagan“ 3 3 . 4.

Del analisis del medio fermentado (con el método

que deacriben) obtienen una substancia con 53,8%de carbono y

calculando 1a cantidad perdida durante el proceso de extracción,

encuentran que representa algo mas del Carbono de 1a glucosa no

recuperado en los otros productos.
Un estudio de 1a naturaleza de esta nueva substan­

cia les revela que tiene una gran cantidad de 3-3 butilencgnicol

que,dada 1a proporción en que se'forma,io consideran provenien­

te de 1a giuccsa,si bien 1a explicación de su modode formación

ia poetergan hasta tanto se haga un estudio nas completo de este

producto que denominan'glicol crudo'á

Dichos autores encuentran tambien que_e1 destila­

do del liquido de fermentación tiene propiedades que señalan 1a

presencia de acetiimetilcarbincl en pequenacantidad,e1 cual ha­
bia sido descubierto por Grimbert y por Desmots en los productos

de fermentación de glucosa por varias bacterias.

Hardsn (47) en un trabajo posterior del mismoano,

trata el destiladc que tiene acetilmetiloarbinoi y el giiool conJ
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solución de 0 BJ y agua de peptona y llega a 1a conclusión de .

que 1a reacción de Vogee- Proekauer (cultivo de 4 diae en agua de

peptona v glucoeada + 0 H.X-—>color rojo), considerada caracteris­
ticadel2-Mmmm .2.mm y321m .o-do­
bida a1 acetilmetilcarbinohque en presencia de 03.! y aire ee

oxida a diacetilo el cual reacciona con algun componentedel agua
de peptona de naturaleza aun no determinada.

Ialpole en 1911 (40) eetudiandc detenidamente e1

glicol crudo,propiedadee fieicae,compoaición centecima1,peeo mc­

1ecu1ar ,productoe de oxidación y otro. derivadol, compruebaque

ee 2-3 butilenoglicol casi puro con muypecueñae cantidades de

otros glicolea de naturaleza desconocida;

La fementación de 1a fructloeapor el g.‘ 1m
aero enee,eetudiada por Ialpol', resulta cer semejantea 1a ter­
mentación de glucoea.

Thompsonen 1912 (43) eetudia,con los metodos de 1

Harden,1a acción Quimica sobre 1a glucosa y'manita del g. ologgag

germenVogee-Proekauer positivo estrechamente relacionado con

el g. Mi; ggcggne.
En el caso de 1a glucoca encuentra las miemaesube­

tanciae,y proporcionee que difieren poco de las de este nltimo y
cuando el substrato ee manita, el L gloacg comoel g. _c_o_1¿y

el g. M ggroggneg produce una cantidad mayorde alcohol lo
que confimaria 1a eugeatión de Hardenya citada.



1.7

Tratando de penetrar en el quimiemo de la fonma-_

ción de 3-3 butilenoglicol y acetilmetiloarbinol,Harden y Norris

en 1912 (48),inveetigan la producción de estas substancias,por ‘

varios gérmenesa partir de distintos hidratos de carbono y com­

puestos massencillos comoser glicerina etilenogliocl,ete.,sien­
do esto ultimo de gran interós pues significaria una unión entre'
¿tomos de carbono.

Relacionando con el caso de las fermentaoiones bus

tílioa y butfrioa,eetudiado anteriormente por otros autoresgen
las cuales se admite una previa formación de acetaldehida que

sufre luego una condensación aldólioa seguida por una reducción

oon o ein oxidación posterior,dichos autores suponen que es muy

posible que la formaciónde acetilmetilcarbinol y 2-3 butilenoglis

‘ccl sea debida a un proceso semejante que se podria expresar asii
3 GHz-OHO-r2 H#033 -OHOH-0HOH-033

3 083- OHO —>—CH3— OO —(¡BOB-(¡H3

zx Sus experiencias para probar esta hipótesis demup

estran que se produce 2-3 butilenogliool a partir de aoetaldehida
aun cuando no les permitenezplicar el mecanismodel proceso¿

En conclusión ellos admiten que en la fermentación

de glucosa el glicol se produce de aoetaldehida preriamente fora
mada.

Harden y Penfold en 1913 (49),estudian la acción

química sobre la glucosa de una variedad de gp coli communis, in­

capaz de productr gas en agua de peptona con glucosa en un tubo
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de campanita de Durham,obtenida por Psnfold mediante cultivo en

presencia de cloroacetato de sodiogmétcdcde selección al cual

resiste el g. ;_¿ct_ig_ggroggng .'

. Los resultados Que dan comopreliminares son los

siguientes:

Aromas de (1 Pon muleeula. ds (glucosa. Carmenl’ada. correspond. a.-.
Hidrogeno

GERMEN Leído Acido Acn'do Acido Alcohol Anhidrmo (La. Por g...
lacfice ¡»chao Pou-mica suscínico enrbonico 0" una“)

Copa. omg'lnal 2.43 Á.24’ 0.40 0.29 Á.35 0.7- 50.6

espa. seleccionada. 4.66 0.6 031+ "" 0,43 0.08 /1 2.6

Las relaciones entre los productos de fermentación

de glucosa de ese organismo seleccionado son completamente incom­

patibles con la ecuación dada por Harden.Lmexplicación que este

autor sugiere es la siguientezes probable due la acoión.de los

organismos normales sea debido a 3 enzimas que actuan independieg
tementeiuna convierte el azúcar en ácido lácticcsotra produce als

cohol,acido acético y fórmicc y este ultimo es descompuestopor

una tercera enzima en anhidrido carbánicc e hidrógeno;

Estas enzimaspueden existir en distintas propor­

ciones en los diferentes organismosindividuales,y del proceso de

selección rssultaria Quesobrevive un organismo Que tiene una

gran proporción de la enzima que produce ¿cido láctico y una pe­

queña proporción de la que produce alcohol,4c. acético y fórmico

pero que retiene el poder de descomponer¿cido fórmico.
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Si posteriores experiencias concordaran con estas

y 1a precedente explicación fuera correota,diosn Hardeny Penfold
el estudio de 1a acción quimica de estos organismos selecciona­

dos constituiría un mediode investigación de valor en la natura­

leza de los varios procesos de fermentación efectuados por bacte­

rias.
Mastarde,en 1914,0rey (44) hace una serie de de­

terminaciones cuantitativas de los productos de fermentación de

glucosa y manita por cepas normales y seleccionadas en agarbclo­

ro acetato de.g..ggli ggmmgnigesperando poder determinar asi,

por comparaciónde los resultados ,cuantas enzimas diferentes in­

tervienen en el proceso}
Bi una enzima interviene en la formación de una

serie de productos ,dice Grey aclarando lo expuesto por Harden y
Penfold,la relación que estos mantienenentre si no sera modifi­

cada por el método de selección,ó,inversamente¿si por 1a selece

ción se altera la relación se puede decir que no son producidos”

por una enzima a menos que esas dos substancias se puedan reem­

plazar entre si,debido a reacciones secundarias;
En los resultados Grey observa que las cepas ss­

leccionadas difieren considerablemente de las normales en au ao­

ción sobre 1a glucosa,mientras en 1a fermentación de manita la

unica variación importante es 1a no descomposición en un caso,y

solo parcial descomposiciónen otro,de1 ¿cido fórmico en anhidri­

do carbónioo e hidrógeno;



Calculando el número de atcmcs gramo de carbono

que corresponde a alcohdl3dcido acótico,óc. fórmico y anhidrido

carbónico,para cada mol de mandta fermentadafrelación

‘31d° 3°5t1°° °°h°1, dondefiguran dichos valoresjes practi­
2-(5o. fórmico 1' coa)

camenteconstanteeigual a la unidad ,y esto lo lleva a concluir
que el alcohol y el acido acótioo son prcbablemente derivados de

una substancia internsdia comúna ambos,substancia que se forma

en relación constante con el acido fórmioo.

El acido láctico,según Grey,se podria considerar

formado directamente de la manita por una enzimaespecial,si la

cantidad de hidrógeno desprendido fuera mayor que la de anhidri­

do carbónico,o si el alcohol y el acido fórmioo fueran producia

dos por la.misma enzima que el acido láctico de acuerdo a una

ecuación me podria ser la siguiente: 06 H14 06 5 0 H O 1*3 6 3

0 H OH+ H -00.0H. y de ocurrir esto último,como la propor­5.
cÏón de Acido láctico actualmente producida es solo 1/3 ds la

reguerida por la eouación,habria Quebuscar otro origen para el

alcohol y el fórmicc.

Grey da los siguientes esQuemasde fermentación

de glucosa y de manita por e1.g. 991; gommunigque representan

un progreso importante en los estudios de fermentación de hidra­

tos de carbono:



Glucosa

Ac. láctico Sube. intermedia A
l

Ac. formico Suba. intermedia B

003+ H3 '
Alcohol Ac. acetico

Manita

Ac. láctico Subs. intermedia A a n
Alcohol

Ac. formioo Subs. intermedia B-—-j

002 + Ha
Alcohol Ac. acético

Grey supone que 1a substancia intermedia Agaundes­

oonocida,esta relacionada,muy probablemente ,con 1a aldehida pi- '

rúvioa y que 1a substancia intermedia B es acetaldohidaé Esto úl­

timo esta apoyado por 1a evidencia de que 1a acotaldehida puede

ser encontrada entre los productos de descomposición de glucosa
porel g. Mi M (Grey1913).

Dos moléculas do acetaidohida ,por 1a reacción do

Cannizzaro,pueden producir una de alcohol y una de ¿cido acético.
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Siendo este el origen principal de dichas substancias en el caso

'de la gducisa se explicaria el que aparecieran en proporciones

aproximadamente eQuimolsculares.

Pero ademas,1a acetaldehida puede ser reducida co­

mofue postulado por Kostytscheff para la fermentación alcoholica
por la levadura.

En el caso de la manitaQesta redacción podria ser

de importancia ,interviniendo los ¿tomos de hidrógeno Que quedan

en libertad al formarse la substancia intermedia A,los que pueden

reducir una parte considerable de B,siguiendo el resto de esa

substancia intermedia el mismocamino que en 1a glucosa.

Asi se explicaria el exceso de alcohol sobre acido

acético en la fermentación de manita.Ademas¿lareacción por la

cual la substancia intermedia A da acido fórmico y substancia B,

se efectua.mas rapidamente con la.manita Que con la glucosa; de

ahi Que se forme menos acido láctico en el primer caso que en el

segundo.Esta aceleración de 1a reacción,en el caso de la manita

puede ser debida a Quealmeducirse la substancia B a alcohol por

el hidrógeno,es quitada de la esfera de descomposición de A.
La esencial diferencia entre los dos procesos de

fermentación residiria en la necesidad de la cocperación,en el can

so de la glucosa,de una reductasa,1a aldehido mutasa de Cannizza­
ro,que no es igualmente reQuerida en el caso de la manita.
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81 comoresultado de la selección en agar-cloro­

acetatc se obtuyieran górmenescon poca reductasa ,se debe espe­
rar,de acuerdo con lo expresado,que en la fermentación de gluco­

sa por dichos gérmenes haya una sustracción menor de B de la es­

fera de descomposición de_A,lo cual conduce a la mayor producción

de acido lóctico,y que,por otro lado,la fermentación de manita

no difiera practicamente de la del górmennormal.! esto es lo sue

se observa en las experiencias.Por otra parte,no llamaria la step}
ción que este método de selección condujera a gérmenes pobres en

reductasa,porQue los organismos capaces de efectuar reducción in­

tensa,probablemente convertirian al acido monocloro-acótico en
acido acético dejando en libertad acido clorhidrico lo cual no
seria ventajoso para el organismo. f

Estas son,en pocas palabras las consideraciones

Que Grey hace en 1a Primera parte deasu trabajo sobre las enzimas

que intervienen en la fermentación de glucosa y manita por el g.

¿su M queefectuo'entre 1914y 1931. .
Hetratado con especial interes este trabajo por­

QueGrey da aqui una explicación bastante clara del origen de.1a

mayor parte de los productos de fermentación de glucosa por el

'g..gg;¿,y su esquemarepresenta una parte del esquemadado por

Kluyver que es,indudablemente,muy aproximadc,comc lo demuestran

los balances de fermentación realizados por Scheffer,que mas ade­
lante trataré.



Esta primera interpretación de Grey,si bien inte­
resante;no es completa puesto que no explica el origen de uno de

los productos de fermentación: el ¿oido sucofnioo.
A esto se refiere dicho autor en las comunicaciown

nes posteriores (12) donde trata de demostrar due,variandc las
condiciones en las cuales se realizan las experiencias es posible

alterar 1a proporción entre los productos de fermentación,consti­

tuyendo el estudio detenido de estas variaciones un caminohacia

1a explicación del mecanismodel proceso;

Comienzapor modificar 1a t6onioa seguida hasta f

entonces,que consistía en hacer una siembra de los gérmenes en
estudio,en agua de peptona con glucosa,en ambiente de nitrógeno

y dejar fermentar durante 3 c 4 semanas a 378 .Usa en cambio una

suspensión abundante de gérmenes en solución de 804 K3,que deja
actuar sobre solución de glucosa en agua durante 48 a 68 horas,

tambien en anaerobiosis y a 373.

Gonesto elimina la peptona y separa el proceso de

crecimiento del de fermentación,dos objeciones que se podian hap

cer a su primer trabajo;
De los resultados de varias experiencias hechas

con distintas concentraciones de 80‘ ¡3,10 que introduce variacioo
nes apreciables en el porcentaje de cada uno de los productos,sa­

oa en conclusión: 1‘)Que el proceso se efectua en dos direcciones

principales z formación de acido láctico por un lado y de los



productos restantes de fermentación por otro; 3!) que el alcohol,

acido acético y acido succínico tienen origen comúnpudiendo pro­

renir el ácido succinico de la unión de dos grupos -OH¿- coon.

Dice,además¿0rey,que las enzimas que efectuan la

descomposición de la glucosa tambien intervienen en la descompo­

sición de la manita y quchon respecto a la fermentación bacte­
riana en general,los resultados experimentales senalan la inde­

psndencia de las enzimas celulares; y

Si estas enzimas actúan simultaneamente sera posi­

ble tal vez arreglar las condiciones de modoque solo una perma­

nezca en actividad,y si,por el contrario,actuan consecutivamente,
estudiando las transformaciones Quetienen lugar en intervalos

cortos se podran separar las varias fases;Teniendo en cuenta estoL

Grey,hacs una erperiencia con un dispositivo que le permite n sa­

car muestras,del liquido en fermentación y gases desprendidos,a

distintas horas de iniciado el proceso determinando ademasel nú­

mero de gérmenes vivos en el comienzo de cada período con el_obje­

to de saber hasta que punto la fermentación es debida a la ac­

ción enzimática independiente de la multiplicación de las células.
De este mododemuestra Que la fermentación se efectua en varias_

fases que estan muy relacionadas con el aumento y disminución del

númerode células vivas;Esta experiencia señala tambien la inde­

pendencia de la formación de ácido láctico_;pero,ademas,en una de
las fases,que es de multiplicación activa,Grey no encuentra en los
productos analizados el total de la glucosa desaparecida por lo
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cual? habla de la posible sintesis de un hidrato de carbono no

reductor mas complejo que la glucosa el cual inmediatamente se

degradaría en ¿cido láctico.
' Auncuando la separación de las fases no es abso­

luta,ya sea desde el punto de vista de la ausencia completa de'
cólulas vivas c de 1a transformación total del sustrato en una

sola dirección,dice Grey,estos resultados conjuntamentecon otros

anteriores (Harden y Penrold y Grey) no dan casi lugar a duda de

que los varios procesos de fermentación por los cuales el.g.‘ggli

communiglleva a cabo la descomposición de la glucosa son verda­

deras acciones enzimáticas que pueden tener lugar independiente­
mente.

Por las experiencias de su II y III comunicaciónes‘

Grey admite que la glucosa se transforma por acción de.g.;ggli l

según dos direcciones principales.Mas tarde,los resultados de una‘
serie de termentacidmsde dicho azucar en presencia de fcrmiato

de calcio lc llevan a modificar su Opiniónzna glucosa se rompe

por influencia del‘g.'gg;¿ en.3;gg grupos principales de produc­
toi

1° Acido fórmicc,anhidridc carbónico e hidrógeno.

2’ Acidoacótico,alcohol ¿cido succínico.
32 Acido láctico.

El hidrógeno naciente del grupo I ee capaz de re­

ducir la acetaldehida a alcohol de modoque la formación de los



productos de los dos primeros grupos esta muyrelacionada,mien­

tras la 3%reacción,no siendo influenciada por 1a aceperación del

hidrógeno sigue un camino independiente a1 de las otras dos.

Oonrespecto a 1a estrecha relación entre el acido

acético y el acido succinico,que señalara anteriormente,Grey con­

sidera aqui que,de1 punto de vista de la interoambiabilidad de eg

tos dos productos .el hidrógeno utilizable es un factor decisivo:

si no hay tal hidrógeno se forma acido succiniccsde lc contrario

aparece acético y con cantidades nayores del agente reductor,a1­
cohol.

Esta intima relación'entre los grupos I y II ez­

plicaria porque tienden a aparecer comoconstituyendo uno solo.

Posteriormente Grey y Younéuocmparandclos resulta
dos de fermentaoiones anaerobias de glucosa después de crecimien­

to anaerobio con los obtenidos despues de crecimiento aerobic y

considerando los efectos que produce la introducción de oxígeno

durante la fermentación ,señalan,ccnfirmandc lo anterior,1a exis­
tencia de tree lineas principales de descomposición en productos

de 133 y 3 ¿tomos de carbono que estan representados por acido

f0rmicc(que se descomponeen anhidrido carbónicc e hidrógeno).

lo. acético y alcohol,y por último láctico pudiendo haber ademas

una interacción del hidrógeno naciente del grupo I con las subs­

tancias del grupo II que modifiQuela proporción alcohol -6cidc

acético y reacciones secundarias que den origen al ácido succíni­

co cuya estrecha relación con el ácido acético hacen notar nueva»



mentebn estos resultados.En cuanto al mecanismopor el cual se

originan sl alcohol y el ácido acético Grey y Young,despuás de

esta;í experiencias,vue1ven a pensar en 1a reacción de Cannizza­
ro. \

En 1924 (44) Grey publica un trabajo sobre ¡los

poderes termentativos latentes ds las bacterias' donde estudia

la accion del'g, ggli‘ggmgggigsobre glicerina,glicol,6cidc map
16nico,málico,tartárico,cítrico y suocínioo en presencia de for­
miatos.

Los datos acumulados en estas experiencias unidos

a lo visto ya en las anteriores comunicaciones,1e sugieren una

¡teoria simple de la fermentación'.lo puede haber un ejército

de enzimas esencialmente diferentes;dice Grey.sólo unas pocas son

responsables de la descomposiciónbacteriana de cualquier subs­
tancia termentable y unas pocas enzimas comunesa todas las bac­

terias bastan para explicar los procesos de fermentación. Podrian

imaginarse cinco en varias combinaciones para provocar 1a degra­
dación de substancias tales comohidratos de carbono.

' 19.Una enzima Que separe el H. con ayuda de aceptores.

39. i i ' i i o. ' I l aoep. oxidablss}

39. I ' i ' grupos de l ¿tomo de o;

49. l i i 'l ' .l 3 ¿tomos de 0.

52, s s s s s s 3 s s a,

En la mayoria de las tarmentaciones intervienen
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otros mecanismossecundarios comoser la division del ¿cido for-‘

mico en 003 e H3 aunque esto puede ser una modificacián de la ac­
cion combinada de las enzimas l y 3.Ademas las enzimas 3,4 y 5

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

gen comun:
. Greyhace notar que,lejos de contradecirlas,esta
teoria incluye a las anteriores admitiendo que la formacion de

un compuesto intermedio de tres ¿tomos de 0.,generalments acepta­

da,es solo una de las posibles lineas de ruptura de la erosa aun­

que no puede negarse que es la mas comun,y que la capacidad de un

organismo para romper la molécula de azucar en un punto cualquie­

ra puede estar latente requiriendose condiciones especiales para

que sea puesta en evidencia.

Grey llega a esta teoria completamentegeneral pe­
ro en lo que se refiere a1 mecanismode la fermentacián de la

glucosa por el.g.coli gommunis,aunquehace una serie de observan

ciones muyinteresantes,no nos da un esquemacompleto representa­

tivo del proceso que pueda ser controlado con determinaciones

cuantitativas que es sin duda una de las mejores maneras de ensa­

yar la probabilidad de una hipátesie.

La existencia de acetaldehida comoproducto inter­

medio en estos procesos de fermentación es admitida en general.

Ahora bien,pretender comprobarmediante analisis directo Que tal
o cual sustancia.es en realidad un intermedio entre el sustrato

y los productos iinales,es casi pretender la imposible dada la

J
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velocidad que caracteriza a tales procesos de fermentaciónrd Neup
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 proceso de intercambio dadc.Es el conocido l'm6­

todo de captación' que en principio consiste en agregar al medio

a fermentar'una substancia que reaccionando con Jaque ¿segun se

supone,aparece comointermedia,impide su ulterior descomposición.

De este modo Neuberg y Nord en 1919 (30) demuestran que en la

descomposición de los hidratos de carbono y substancias afines

comoglicerina y manita por el'g. 221;.ggggggigfi aparece acetal­
dehida en cantidades considerables cuando la presencia de sales

del acido sulfurosc,con las cuales reacciona,permite su acumula­
ción.

Teniendo en cuenta esta observación Neuberg,Ncrd

y Wolf en ieao'(34) investigan la presencia de acetaldehida como
escala intermedia en la fermentación de glucosa por oi.g.'1ag;¿¿

aercgenes,por estar este germenestrechamente relacionado con el
g. go_l¿.

Uiando 303 la? comomedio de fijación encuentran
el 5%delazucar fermentada comoacetaldehida mientras los contro­

les sin sulfitc no dan ni siquiera vestigios.Determinaciones cuan
titativas de los derivadosbutilicos (acetilmstilcarbinol y a-s
butilenoglicol) Que Hardeny Ialpole descubrieron comoproductos

de fermentación de glucosa por el B. lactis ae ne ,muestran
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que estas substancias aparecen en cantidades muchomenores en

presencia de 903 Haz Que en'los controles (aun ¡aqui hay menor
porcentaje que el indicado por los autores ingleses lo que podria

deberse a la variedad de górmenes') lo que confirma la Opinión de

Harden y Norris ya citada.

Este mótodo de Neuberg para la investigación de
productos intermedios ha permitido llegar a conclusiones intereza­

santes pero solo probables porque tiene el inconveniente que se­

ñala Kluyverfles perfectamente concebible que el producto que se

fija por el compuesto añadido ncxforme en condiciones normales

sino que deba su origen’a la presencia del compuestode fijación

en el medio.La probabilidad de Queuna substancia encontrada con

este mótodc pueda considerarse comoun intermedio normal'es mucho

mayorsi se logra encontrar tratas de dicha substancia en fermen­
tacicnes normales '.'

En 1934 Donker (8 ) (1) hace una comunicación so­

bre ‘El quimismo de la fermentación de glucosa por gérmenes del

grupo Colil,donde opina que el esquema dado por Grey en 1914 (44)

puede explicar satisfactoriamente el proceso de fermentación del

g; 39;; y del g. m aeroggne!cuyasdiferencias principales
residirian en lo siguiente: l2 .El g. Loli transforma. 1a mayorpg
te del acetaldehida de acuerdo a la reacción de Cannizzarc mien‘á“

el _B_.agrcgenes forma a partir de dichas substancia intermedia

una cantidad considerable de acetilmetilcarbinol. 3am el caso
de g. ¿ui casi todo el hidrógeno que resulta de la descomposiciór

(A) ¿0 Selma???" {53) .



del acido fórmicc se desprende como gas no ocurriendo lo mismo

con el g. .agroggngs que utiliza una buena parte comoagente redug
tor ¿.1 acetaldehida y acetilmetilcarbinol conr producción de al­

cohol y 3-3 Butilenoglicol respectivamente;

Comoconfirmación de su teoria Donker encuentra

que de acuerdo con los resultados de las determianciones cuantit.

tivas de los productos de fermentación y teniendo en cuenta lo

dicho sobre el destino del hidrógeno se llega en ambos casos a

una relación ga I ._,_1.
coa
Respecto a esta teoria Boheffer en su tesis hace

notar que,en lo referente al.2¿'ggli Donkerse ha guiado por_una

experiencia de Harden (45) en la que no se formó ¿cido suocinico,ï

sin_tener en cuenta los balances posteriores de Grey que señalen

cantidades apreciables de dicho ácido. '

las tarde Kluyver y Donker (2%) (1) considerando

el ácido succinico cano producto de fermentación del _Bï_'.mi ad­

miten la opinión de Grey's sobre su origen sin hacer comprobacio­

nes cuentitativas de tal posible formación.En 1935 aparece un es­

tudio de de Graaff y Le Fóbremeobre la fermentación de varias

substancias por gérmenes del grupo Coli-tiphus; \
Al ensayar una serie de azúcares y alcoholes encu­

entran que siempre que hay formación de ¿cido se puede comprobar

la presencia de acetaldehida con el mótodode captación.

Recordandola hipotesis de Neuberg para la fermen­

(4) de ScheFFer (33)
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tación alcoholica de la glucosa por la levadura según la cual el

hidrato de metilglional es uno de los intermedios mas importantes

Que se transformancn desprendimiento de hidrógeno en ¿cido pirup

vico el cual a su vez es la sustancia nadre de acetaldehida y an;

hidridc carbónico5suponendue tal vez se la pueda aplicar al caso

de los gérmenesdel grupo coli-tiphui y de acuerdo con este ob;

servan que el ¿cido pirúvico es fácilmente fermentable por tales

bacterias con formaciónde acetaldehida.Pcr otra parte el hidrato

de metilglioxal,que es su antecesor hipotetico,nc es aparentemen­

te atacado¡lo que sin embargono consideran argumento podsrcso

en contra de esa teoria pues,comolo hizo notar Neuberg,para un

organismo es diferente actuar sobre una susbstancia agregada c

formada en el medio y mas afin en el caso del hidrato de netil­

glicxal que puede presentarse en varias formas isómeras.Pcdria

ocurrir,efectivamente,que la obtenida en el laboratorio fuera

una forma estable sobre la cual el germen no puede actuar con la
mismafacilidad con Queactúa sobre los isómeroe labiles Que apa­

recen durante el proceso de fermentación. '

de Graatf y Le FGbre consideran Que un buen camino

para llegar a explicar la descomposición de una exosa por una bqgi

teria,es ir estudiando su acción sobre compuestosmas sencillos.

es decir cadenas de 3,3,4;...dtomos de carbono y es por eso Que

hacen un analisis de los productos de fermentación por oi‘g..991¿

de glicol,glicerina,aldehida glicórica,icido glicórico,dioxiace­
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tona y ácido pirúvioo.

En el caso del glicol encuentran acetaldehida y

¿cido acético cuya formación explican nací:

OH .OH I OH C

l 2 - Ha O = l 2\o ——>
032. on 033/ OHO ¡

la acetaldehida se oxidaria con el oxigeno del aire puesto Que
en fermentaciones anaerobias no encuentran acético}

En los otros casos aparecen siempre los mismos

productos principales: acido acético;anhidridc carbónicc e hidró­

genosde Great! y Le Fóbre admiten lc siguiente:

F33 ‘l’Hs

co -—> cnc + coa
OOOH

“e .
I 1. Ha o :: I +— Ha , (Reacción de hidroxidación)
CHO OOOH

Dioxiacetona,aldehida glicerilcaJcido glicerico ‘y
glicerina se transforman por medio de reacciones de deshidratapa

ción ,traaposición intramoleoular (semejantes a las señaladas pa­
ra el gaicol) e hidroxidación,según un mecanismodue sugieren par

ra cada caso,en ¿cido pirúvico que luego sigue el camino indicado

cuando el sustrato es glicerina aparecen comopro­

ductos finales ¿cido láctico y ¿cido succínico,por lo cual dichos
autores consideran que este proceso de fermentación es enteramenu.
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te comparable a1 de los azucares si bien la cantidad de ¿cido 14g

tico es muchomenor y no hay producción de ¿cido fórmico;

El Ácidoláctico se puede originar por trasposi­

ción intremoleoular dei hidrato de metilglioxal pero en el caso
de 1a glicerina admiten que hay una deshidratación entre los car

bonos 1 y 3 seguida de trasposición intramolecular con formación

de sldehida láctica que luego sufre hidroxidsción.

En cuanto al ¿cido succfnico suponen Que se origi\

na por condensación de dos grupos 933\.° Que provienen de mo-‘03/
I

láculss de ¿cido pirúvico que han sufrido una trasposición seme­

Jante a 1a indicada para el 311001.21 esQuemaes el siguiente:

¡“a ÏHB\ o 3’32\ o

loo —>clm/ —>c|m/ +ooa+n
coca coon

CíHz \ (¡me
ca CH\ on / c
a 25: o + | 3/ o __+ I __,. ¡33cs- cn cn \ ca
I I I o I 3

cna/ CHO

(¡mo coca
ona ona
(¡J + H3 o ———» ¿H + Ha
¡Ha I a
CHO cooa
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Naturalmente quegcamchacen notar los autores,no

se puede contestar porque' no se forma en otros casos el ¿cido

succinico.

de Graaff y Le Fóbre explican el mecanismode la

descomposición de 1a glucosa por e1.g¿.ggli segun un seduena di­

ferente a los anteriores pero tampocohacen comprobaciónde su

teoria considerandola relación entre las cantidades que se for­
mande los distintos productos finales,

En 1935 Aubel y Salabartan (44) habiendo encontrJ
do acido pirúvicc en cantidades apreciables en una fermentación

de glucosa por el _B_.Q1_i y teniendo en cuenta los estudios de

Neuberg y Nord( ) suponen que 1a descomposición se efectua asi:

065118 O6 ——>—3033- 00-COOH 1- Ha

30H3*00—oooa ——>3033-0301-2003

OH -—OHO Ha (¡Hz - 033 OH-3 (Reac.Cannizzaro). + —>.
CH - OHO 0 OH3 -—COOH3

08 Bla 06 ——>— 0113—-GHz-OH + 01'13-OOOH +3 002+ H2

y se basan sobre todo en los resultados de las determinaciones

cuantitativas que consideran bastante concordantesoonlos valores
calculados sobre esta ecuación de acuerdo a 1a cantidad encontra­

da de ¿oido acético y sin olvidar al hidrógeno correspondiente

a1 ¿cido pirúvicc no descompuesto.Bin embargo esta concordancia
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no es muysatisfactoria sobre todo en una experiencia en que no
aparece ¿cido pirúvico entre los productos finales.como ademasde

sufrir esta degradación,1a glucosa se transforma en acido lácti­

co,Aubel y Balabartan (2) tratan dehestableoer que relación exig
te entre los dos procesos y de acuerdo ocn los resultados de fer­

mentación de piruvato y lactato llegan a 1a conclusión de que son

independientes;

En cuanto al origen del ácido fórmico y del ¿oido

suocínico que los investigadores anteriores encontraron entre los
productos de descomposiciónde glucosa por el‘g¿.ggli,ánbsl y 8a­

labartan no dan ninguna explicación. "

'En 1936 Kluyver y Donkgï%goniendo en cuenta los

resultados de Grey y las observaciones de Virtanen sobre la for­

mación de ¿cido suocínico en la fermentación propicnica por rup­

tura de la molócula de glucosa en 3 partes,una con cuatro 6to­

moede c-y otra con dos,modifioan su opinion referente al origen

de dicho ¿cido en la fermentación del mismoazucar por el.g..gg;1

considerando que en este caso se produce una descomposición del

mismotipo.

Es universalmente aceptado Que en los procesos

de fermentación la glucosa se divide en primer tórmino en dos mo­

lóculas de tres ¿tomos ds carbono que muy probablemente son hi­

drato de metilglioza1.Kluyver y Struiok explican el mecanismode

esta transformación con el esquemaque figura en la pagina.38

Estas consideraciones,oomodice el autor',son de

(A) de SchaFPen (33) '
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caracter altamente especulativoipero permiten explicar todas las

observaciones importantes hechas en el laboratoic'.

Ya en 1905 Harden y Young (44) (1) habian señala­

do 1a formación de un ester bifcstórico de 1a glucosa comouna

reacción importante en ei proceso de 1a fermentación alcoholica,
pero,de acuerdo con sus experiencias Kluyver y Struick conside­

ran Que se trata de un ester monofostórico aunque tambien segun

las condiciones se puede formar un ester bifcsfórico.
Virtanen en su estudio sobre 1a fermentación pro­

piónica admite que el ácido succinicc se forma de glucosa no fos­

fcrada y aun cuando sus conclusiones no se tienen muyen cuenta,'

segun Bchsifer,despuós de las investigaciones de van Nie1,esta no

deja de ser una observación interesante ,Que.por otra parte,es

agpeptada por 1a escuela de Kluyveri Asi comose supone Que en el

ester monofosfórico,ta1 vez por influencia del grupo pesado,e1 H

del carbono 4 pasa a1 carbono 3 y se rompe 1a molócula en dos

cuerpos de tipo 03,se puede pensar,segun Kluyver,Que en la meló­
cula de glucosa no fosfcrada e1 cambio se produce de tal manera

Que un H del carbono 4 pasa a1 carbono 5 formandose'glicol y dial
debida del ¿cido tartarioo que se transforma en succínico de 1a

manera indicada para el Uña-CHOH-OHá-0HO en 1a fermentación
butírica.

( css-011034113403 ___. CH3—Cfl=CH-Cííg6033-033-083-0003 )

En 1926 de 0raa1f( ) ( ) a raiz de unos estudios

LA) de KIVYVGP (2.4)

(2) ¿e SohafFer (35)



de Le Febre hace una eeria de observaciones teoricas eobre 1a

fermentación de glucosa por el _B_.931i que no difieren mucho de

las anterioeee aunque ahora admite 1a posibilidad de Queel ¿cido
eucoinico se forme del acetilmetilcarbinol ae'i:

3 CES-CBC —"—>—CHá-CO-OHOH-wCH 3

OH-C.OH=0,0H-CH —.>- CH .OH-OH =CH—CH .OH3 3 3 3

el glicol eufriria unïu‘bxidación

CHZÏOH—CH=OH—CH3.OH + 333 O —>-OO.OH-CH=CH7009H + 4 H3

que por acción del Ha ee transforma en ¿cido succinicc .
A esta teoria Bcheffer en eu tesis le hace 1a ee­

ria objeción queM ha sido encontradopor otros autores e1 a­

oetilmetilcarbinolentre los productosde fermentacióndel
En 1927 Wirtanen y Simola (39) en Finlandia estu­

dian 1a fermentación de azúcares por bacterias del grupo coli-ae­

rogenee llegando a 1a conclusión de que el proceso ,Que conside- \
ran muysemejante‘al de fermentación propionica al que se refirie­

ron anteriormente,“ puede explicar con el siguiente “Quema;
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Glucosa

Esfera FosForíeo Acido suosiníoo
+

Acel’aldshida

Alcohol
+

Ac. acel’íco

Mshlglioxa] >\Aeeïaldekida
+

Ao. Fovmíeo—>— (102+ Hz

Acido Iaeheo

/ TampocoVirtansn ha controlado su esquema con de­

terminaciones cuantitativas .

In 1929 Bchefi’er (33) publica su tesis sobre ¡La

fermentación de azucar por bacterias del grupo ooli'l que es sin

duda un estudio muchomas completo Que los anteriores sobre ese

tema,pero antes de referirme a este trabajo quiero resumir kw;

nas consideraciones generales de Kluyver (24) y sus colaboradores

sobre los procesos de fermentación i

Todos'los investigadores estan de acuerdo en que

1a glucosa se transforma en los productos finales pasando por una
serie de etapas intermedias,psro es un probnma difícil estable­

cer cual es el caminode 1a reacción,dada 1a imposibilidad,por lo
menosactual,“ estudiar directamente tales procesos.

Ya he hablado dei mótodo'de Nsuberg y de 1a obje­

ción que se le hace .Tambientiene un valor relativo el que una
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bacteria sea capat; de transformar o no a la substancia que se ‘

supone intermedia,porque,ademas de lo que ya he citado refirienp'

domoa los estudios de de ara.:¿.y Le F8bre,hay que considerar

que 1a descomposición de un producto determinado puede depender

de la existencia simultanea de otros,dada la intima relación que
existe entre las varias reacciones parciales,y aun cuandolos re­
sultados positivos tienen muchomasvalor que los negativos,el

hecho de que una substancia sea transformada por el gürmenno es

una prueba de que se forma en el proceso normal;De modo que en

realidad solo tiene importancia la coordinación de todos los he­
chos observados.

‘ Por otra parte es.cada vez mas evidente gue las

transformaciones primarias que es capaz de efectuar la célula vi­
va,se puedenreproducir in vitro con distintos catalizadores,y
por eso: será mayor la pnmcbilidad de un.esquema en el cual rigu­
ran reacciones del mismotipo Que las encontradas en química or­

gánica; I

Kluyvsr (E4) y sus colaboradores llegan e. demos;­
trar que todas las transformaciones que tienen lugar en los pro­
cesos de fermentación poseen un caracter comun8sondel tipo de

"transferencia de hidrógeno' inter o intramolecular,

. .Ademasse comprueba,de acuerdo con las experiena
akas,que en casos aparentemente mu! distintos se producen las mis<

¡masreacciones primarias,ccmo por ejemplo,la formación de costal­
dehida en la descomposiciónde glucosa por cálulas de'tipo dife­
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rente'y annque,tambienaguigsolo se puede hablar de probabilida­
des es un hecho que nc hay que olvidarlo al considerar un esque­

ma.Bs;sandose en esto es que Kluyver y Donker trataronwresumir

en un cuadro el conjunto de las reacciones parciales due ten­

drian lugar en procesos de fermentación de glucosa aparentemente

muydistintos.

Pero sobre todo hay que tener en cuenta3y esto no

lo hicieron la gran mayoriade los investigadores,que las relacig

nes cuantitativaS’ entre los productos de desasimilación encontra

das mediante un análisis cuidadoso del medio fermentado,deben

coincidir con las Quese esperan de acuerdo con la teoria;

Es indudable Que si se trata de explicar el meca­

nismo de la formación de una susbstancia determinada a partir del

sustrato se pueden imaginar muchos caminos mas o menos probables

pero hay que tener presente que,en cada uno de ellos,a.lado de
esa susbstancia se forman otras ,10 cual ya limita el númerode

interpretaciones posibles; _

En general (como se observa en la mayoria de los

-trabajos citados) en las distintas teorias se suponenseries de
reacciones tales Quetanto los productos principales comolos se.

cundarios aparecen al final de la termentación,es decir que del'

_ punto de vista cualitativo coinciden dichas teorias con la experix
encia,pero se olvidan las exigencias cuantitativas.

Comoun ejemplo: supongamos que para explicar la

'v'
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fermentación de glucosa. por el En cloaca; se admite. el siguiente

esquemaen el cual figuran todos los productos de desssimilsción

encontrados por Schefl’er,cusndo el germen se desarrolla. en agus
de levadura. con 3% de glucosa.

06H18°6

03H603 -——>-. CH3. CII-DH.COOH

H. COOH 033. CHO

I l ..... +2H
coa a H ..—.--_-;;'_’_".'":_ CH3.CH30H—-> 0113.00. crromcns

Ha NN“"“""*--——— a a

cas, cnon, caen. 0113

No baste. encontrar en los productos de tormento. a» I

cian el total del carbono de 1a. glucosa. fementads,que es el con­

trc]. que hacen algunos investigadoremsi le. representación de].

proceso correspondes. le, realider si los análisis esten bien
hechos se deben recupere: cuantitevivamente los tres elementos de]

sustrato O. H; y O¡,canprcbendose entre las cantidades de los Pro­

ductos finales las relaciones que provee le. teoria.

Efectivamente de acuerdo con el esquema hay uns.

primera reacción: glucosa. ——>—3 O H 03 segun 1a. cual de 1' mc­3 6

léculas de ezucarscformsn 3 X moleculas del compuesto de 3 carbonos4
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i que se ha formado en 1a reacción anterior que comose ha visto

¡i5

Cada uno de estos pusde transformarse en ¿cido láctico o en ace­

taldehida y acido tórmico,pero no es necesario que siempre el mis,

mo número de moleculas sigan uno u otrc caminc.En unos casos se

formara mas ácido 160tico,en otros mas acetaldehida y ¿oido fórb

mico aunque debera mantenerse 1a relación: ne; de moléculas do

acetaldehida = n‘-’.'moleculas de ¿oido térmico s 3 I-n9. ¡|1016­

culas de ¿cido láctico.como ni acetaldehida ni acido fórmico son
productos finales hay que tener en cuenta lasque resultan de las
reacciones secundarias.

Il ¿cido fórmioo sóio puede transformarse en una

dirección dando O 03 e Hz (casi nunca lo hace totalmente),pero 1a
acetaldehida,o se reduce con producción de alcohol o por condon.

sación de dos moleculas origina acetilmetiloarbinol,variando se;

gun ias condiciones en Que se realiza 1a experiencia,1a propor­

ción en que aparecen.ambas substancias si bien 1a suma de las

moleculas de alcohol-+ moleculas de acetilmetilcarbinol por z

(percue cada una proviene de 1a unión de 3 moleculas de acetalde­

hida)sera siempre igual a1 númerode moléculas de acetlldehida

es 3 I-n9. molec. de ac. iáctieo.Y si se considera due parte del
carbinol se reduce a 3-3 butilenoglicol resulta Que,aunquevarien
las cantidades parciales 1a sumade 3 veces ni. moleo. de acetil­

metilcarbinol + 3 veces ng; molec. de 3-3 butilenoglicol + ng.
molec; de a1cohol-+ ne. molec. de ¿cido láctico debe ser constanp

teeigual a1 doble del númerode moléculas de glucosa termentada.
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La mismacondición es necesaria para la suma :

n9.' mol.de ¿cido láctico +59; moloc. de ac. térmico + n94 molec­

de anhidrido carbónico;1.a cantidad de m'ol'éoulas de Ha ¿abia ser

igual a la de moléculas de COaii el primero no actuara cano ro­
duotor,pero comocada molécula de alcohol y de 3-3 butilenoglicol

que se toman utilizan una molécula de H2 se tendra, qúo ne; ¡musa|
de alcohol W ,+ne. nolác. de 2-3 bntilenoglicol+ ne.

“13°? “1°Hz= ns; una. co . f considerandolo dicho antei
tamfiien la suma z n‘..'m016o.' de ¿cido lactico + 1:1ei molec; de ¿­

cido tómico + n2. molécide a-S‘butilenoglicol + ne"; molác¿dev­

afoohoÏ t ní’, nolóc. de H3

del ng} de moleclde glucosa transformada}.

debe ser constante e igual al'doble

Bi de acnerdo con los valoreá' que da el análisis
se calculan'cuantoe moles de cada substancia ee hubieran for­

madoal Iementar 50 moles de glucosa se debera cumplir lo si;

guientez

moles de 003 molee de Ha

moles de ac tómicol moles de ao formicoá
+molee de ac láctico: -f- mclee' de ac láctico} '1' moles de en láctico

’ nolee de alcohol

moleIÏ de 3*3 3.31.

mole. de alcohol

a moles de 3-3 Bgl

3 moles de A.ll.c!g
1'00 100 ‘ 100

Naturalmente Que en cada columna la suma no eera'.

exactamente 100 puesto que ademas de los errores propios de los
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metodos analíticos hay Queconsiderar que algo del sustrato se
transforma en parte integrante de la célula viva Q

Si un balance de fermentación hecho de esta mane­

ra resulta satisfactoric,es una prueba muyimportante a favor del

esquema considerado;

Si por el oontrario,e1 balance no oierra3es indu­

dable que el esquema no es exacto o nc es completoJEn este caso

siempre es posible ampliarlo de mododue concuerde con la expo;

riencia,pero muchasveces se deben admitir para esto reacciones

suplementarias tales.que el esquemadeja de ser probable.
Estas consideracionce bastan para darse cuentanlc

que son los balances de fermentación,que representan una parte

principal en los estudios realizados por Kluyver y sus colaboradoá

res,y de la importancia due tienen cuando se trata de explicar el‘
'mscanismode tales procesos}

Veamosahora a due conclusiones llega Scheffer de

acuerdo con los balances de fermentación de glucosa por las bacte­

rias del_grupo coli. ­
En el caso del g, o a ,admitiendo que el proceso

se efectua comoindica el esQuemaya citado,el balance reallta sap

tisfactoric,perc segun Bcheffer ¡aunquea primera tista no haj_inp
conveniente en aceptar que el hidrato de metilglioxal se transfor­

ma de acuerdo con la reacción 1 b del esquema de Kluyver y Donker'

(acetaldehida + ¿cido f6rmico),hay que tener presents Quetambien

una transformación de tal substancia segun la reacción l c de di­
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cho esquema . _

metilslioral-—a-ao. piruvico-HI2
¿cido pirívico—a—aceta1dehida+co puede explicar el origen ds

'los varios productos finales,siempre que no se tengan en cuenta

las cantidades relativamente pequeñas de acido formico.

¿ Cual de las dos teorias esta de acuerdo con la rea_

lidad? Scheffer hace una serie de consideraciones que se pueden
resumir en lo siguiente:

Comola reaccion propuesta por de Graaf,

H3 + cog—»ncoon, no es probable y tampoco es posible admitir

que este acido se forma a partir del acido pirívico segun la reac­
cio’n z ass -co - coon+sao —-=-0H3-coos+s.coos dado que no se
encuentran las cantidades correspondientes de ¿cido acético o de

sus productos de descomposicion,resu1ta mas aceptable el esque­

ma del ácido formicc.

¿ero-hay una circunstancia que no se puede olvidan
y es que muchas Veces se observo que cuando el proceso se efectua

con fuerte aereacicn.en los productos finales no se encuentra alco

hol formandose en cambio igual cantidad de acetilmetilcarbinol y

2-3 butilenozlicol que en condiciones anaerobias.Esto hace supo­

ner que no es igual toda 1a aldehida formada en las reacciones

intermedias, puesto que revela distintas capacidades de oxi ­

dacion, y si se tiene presente que Kluyver y Donker consideran

que para que haya produccion de acetilmetil-carbinol es necesario
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que una de las moleculas de acetaldehida este hidratada,puede i­

maginarse que la diferencia reside en que una parte de dicha
substancia ee forma comohidratc y la otra no.Comoes eabido que ‘

la acetaldehida cuandoesta en solución se hidrata parcialmente,
parecería sin importancia 1a observación anterioerero hay Que

tener en cuenta que esa transformación es muylenta en condicio­

nes normales y sólo se puede efectuar cuando 1a aldehida no es x

utilizada en otras reaccionee,lc que no ocurre en este proceso de‘

fermentación en el cual la acetaldehida puede reducirse con for­
mación de alcohol,

Por otra parte,se ha observado que en la fermenta­
ción alcoholioa de la glucosa por 1a levadura no se forma acetil­

metiloarbincl aun cuandola acetaldehida es un producto interme­

dio y la levadura es capaz de producir dicha substancia a partir

de aldehida agregada,lo cual esta de acuerdo con la opinion de

Kluyver y Donker ei se supone que la aldehida formada por descomps

sición del ¿cido pirúuioo no está hidratada y se reduce a alcohol

antes de fijar una molécula de aganConfirmando esto Kluyver,Donp

ker y Vdeeerft Hooft (-1) encuentran que en la fermentación alco­

hólica de la glucosa ee forma oarbinol cuando otro aceptor de hi­

drógeno,comoser aire,permite la hidratación de la molécula de al­
dehida. I

Para explicar la formación de los dos tipos de aL­

dehida Boheffer admite que,en la fermentación de glucosa por el

.g. gloaoag,el hidrato de metilglioxal sigue los dos caminoe,pirú­
w de 80h99?"

/



vicc,y,aceta1deh1da 1- 6o. fórmico,do acuerdo con el iiguicnte
esquema:

CGHIBOB

a 033603 cas.cnon.coon

¡on
3.0003 0H3.c(gn gn CH3.CO.COOH

Ha Goa »“" Í ¿o
rn—««- -- 2 cn . co
s z 3 (KH a

É í ............ -— 4-33

033. cc. (mon.ona cas. CHaon
L........... -- +23

01'13. OHOH. OHOH. OH3

Cuando91.}; gloagao ao desarrolla =en agua de 1e­

vadura con 3%de gluccea¡Bchetfcr no encuentra otros productos tir
nales que loa Quo figuraa en este cequcma,pcrc cuando 1a terman- ‘

tación se hace en agua dc pcptona puede constatar 1a presencia dc

\ pequeaac cantidades de ácido ao‘tico y ac. auccfniooé
En cuantc a1 ¿cido acético admite que se forma a

partir del acetaldchida quo,deb1do a1 pHmas elevado del agua de
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peptona,puede transformarse mas facilmente segun la reacción de
Cannizzarc;

Gonrespecto al euccíniconespues de una serie de

experiencias,oonsidera Que su formación es completamente indepena

'diente de los factores exteriores y queïpor otro 1ado,su ausencia

en la fermentación en agua de levadura no es debida al PHdife­

rente.De acuerdo con esto concluye que en la fermentación de glu­

cosa en agua de peptona por el‘g..g;gggag,el ¿cido succfnico se

forma probablemente a expensas de componentes.característicos de
la peptona que pueden ser los acidos animados;

Ha_'rdenu9habiademostrado que el g.‘ 92;; puede

actuar sobre el ácido aspartico formando¿cido succínico,reacción
que se interpreta asi: '

0003- 033- CHNH'OOOH1' Hz —' CWH- GHz-GHz— COOH-I- N53

Segun Soheffer con 01.5..glgaggg_ ocurre algo seme­
Jantey es debido a esta reacción que el balance del hidrógano en “

las fermentaoiones en agua de peptona resulta un poco bedo4Dea­

cuerdo con su opinión varias experiencias le demuestran due el"

.2. cloacas es capaz de producir ao. succinico a partir del agua
de peptona.

1.a fermentación de glucosa por el Aerobggte; ¿egg­

ggggg segun los resultados de Sohefferges muyanáloga a la del

.g. cloacas y se puede interpretar con el mismoesquemaupero en es­

te caso siempre hay formación de ¿oido acético y ¿o.'succinico.

Cuandola fermentación se hace en agua de levadura la cantidad de
q
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¿oido sucoínico es pequeña,tanto que la deja de lado,er en agua.i
de peptona. se forman cantidades mayores y el balance de fomenta­

ción resulta más aceptable si se admite que proviene en partes i­

guales de la peptcna y la glucosa,lo cual,Bcheffer considera un

indioic de queel grcbacter M es capazde formarun poco
de ¿cido succínicc a partir de la glucosa;

' En cuanto al mecanismode esta reacción,'de acuerdo

con los resultados obtenidos en los balances de glucosa por el

g. EL admitiendo la teoria. de nuyvsr en un caso y la formar-7.;

ción de succínicc por condensación de dos,grupos de 03 en otro,
Bchei’rer se decide indudablemente en ."-1favor de la primera por­

que,de aceptar la condensación de dos grupos C!aHs 03','pa.re.que el
balance resulte bien ee necesario ampliar el esquemacon reaccio­
nes tan poco probables comolas siguientes

3 003 + 3 Ba——> 3 H-OOOH

a acoos -+ a ná -—’-z H-GHO —+a ná o

3 ECHO 053 OH - GHO

083 on - OHO._E3>.OH3- cnc -r Ha o

En cuanto a los otros productos que forma el g.
c_ol}_a1 fomentar el azúcar,dcspues de considerar detalladamente

todos los incovenientes que aparecen al suponer que el hidratc de

metil-glioxal se transforma enla; lugar en del. pirúvioc + agua,

en acetaldehida 1- ¿0. térmico,o “enambas direcciones comoen los

casos anteriores,scheffer llega'a la conclusión de que el maspro­
bable es el viejo esquema de Grey (1914) que su mismo autor dejó '
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a un lado por no poder explicar el origen del ¿cido euccínicoa
sin embargoen las fermentacionel en agua de peptona loe resultas

\ dos le hacen suponer que una pequena parte del metilgiioxal sigue
* el camino del ¿cido pirúvico. v

Iacmoresultado final de todas sus consideraciones

‘ Bcheffer admite Que con el siguiente eequsnawee pueden explicar

los procesos de fermentación de todas lasg bacterias del Grupo

ooli,entre las cuales 1a diferencia esta en la mayoro menorca­

\ pacidad de seguir uno u otro camino para transformar 1a glucosa.

(A) Ver»el ova.de de la. pagina. 54­
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DISPOSICION DE LAS EXPERIENCIAS

Desde Harden en 1901,hasta Ioheffergen 1938,varios
investigadores han hecho determinaciones cuantitativas de los

productos de fermentación de glucosa por las bacterias del grupo

coli y los dispositivos y las tecnicas usada_s para efectuar las

experiencias se han ido modiïioando con ventajas de exastitud j
.senoillez ' .

En los primeros ensayos he seguido el metodo de

Bohefrer que es el siguiente8'Ss esterilizan durante 10 a 15 mi;

nutos a 130e ,alrededcr de 1800 0.o. del medio de oultivo,a1 cual

se ha agregado una gotita de ¿cido oleioo para impedir 1a forma­

ción de espuma en el proceso de termentación,colooado en un ma­

traz pirer provisto de un tapon de gpmaatravesado por un embudo

de decantación y un tubo con llave de tres vias cuyas dos comuni­

caciones erteriores,lo mismoQue1a boca del embudc,debenestar

tapadas con algodon del modousua1.8e saca el matraz del autocla­

ve tan caliente comosea posible y se conecta inmediatamente con

un gasómetro con nitrógeno de modoque a1 enfriarse se llena de

dioho gaa,que previamente se ha lavado oon pirogalato alcalino,
Cuandollega a tener 1a temperatura ambiente se introduce por el

embudode decantactón 1 0.o. de una suspensión de un cultivo Jo­

ven de bacterias y luego se ccneota,por medio de 1a llawe de tres

vias,oon un frasco larador con 500 o.c. de solución de OHKa1

30%que a su vez esta en comunicación con otro que tiene 100 c,c.

de 1a solución de OHKy a1 que sigue un tercero,que sirve de con
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trol,con 50 o;c. de 1a misma soluciónQLas conecciones deben ha­

cerse vidrio sobre vidrio y con gomasde vacio para evitar pérdi­

das de gas.Despues del último burbujeo en OHKlos gases no absorá

bidos por el Iloali pesan a un frasco medidorde 3 11tros,inver-'

tido sobre un recipiente con parafina líquida.0uando todo el apa­

rato ha alcanzado 1a temperatura deseada (379),1o Que ocurre des;

pues de estar una o dos horas en 1a estufa ,se llena con parari-'

na el frasco medidor mediante un tubo en U Que llega hasta el ron

do del mismo.

Terminada1a fermentación de llena el matraz,usan­

do el embudode 11are,con una cantidad medida de agua para desaig

Jar el gas que esta en su interior.Posteriormente¡trabaJandc en

colaboración con el Dr. Carlos 8. de 1a Serna,he adoptado las mo­

dificaciones del dispositivo,que detallo a continuación algunas
- de las cuales figuran ya en su tesis de doctorado.

. 81 se tiene en cuenta que terminada 1a fermentan

ción,antes de destapar el matraz,hay due separar el anhidrido
oarbónioo disuelto en el medio haciendo pasar una corriente de

aire privado del mismo,resu1ta evidente que el tubo de entrada,
-que será el del embudode 11ave,debe llegar casi hasta el fondo

del matraz para que el arrastre sea efectivo.Por eso,ouando se

saca el matraz del antoclave sin que haya bajado bastante 1a tem­

peratura ,debido a 1a disminución de 1a presión interior,sube el

líquido por el tubo .llegando a mojar los tapones de algodon,1o
que es sin duda un gran inconveniente que se puede evitar esteri­
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lizando por separado el matraz con el medio de cultivo tapado con

algodon y el tapon con los tubos en un paquete.Este sistema tie­

ne ademasotra ventaja: Si en la esterilización alguna de las 115

ves de vidrio se rompe,lo que no es de extrañargesto no represenp

ta un'mayor contratiempo porque se pueden tener preparados varios

tapones iguales,mientras que de la otra manera,tal percance sig;
niticaria tener que comenzarde nuevo.

Conesta.mcdificación,siendc imposible evitar la

entrada de aire en el matraz,ya no se pueden obtener las condiqig

nes de anaerobiosie segun el mótodoholandesspcr mi partewdogrí

tales condiciones de la manera siguientezinmediatamente despues

de sacar el matraz del autoclave,eetando a temperatura bastante.g

levada,se agita bien para homogeneizarel mediode cultivo,(agua

de levadura +-3%de glucosa +-2%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 inp

fección,Luego se conecta el tubo de salida (reemplazamosla ilave

de tres vias por un tubo de salida y uno de entrada,due llega

hasta cerca del fondo del matraz,ambos con llave) con la trompa
de vacio y el de entrada con un tubo de nitrógeno comprimido inp

teroalando una espiral lavadora con pircgalato alcalino y una 04­

mara de goma (de pelota de foot-ball) que hace las veces de ga­

sómetro donde se acumula el nitrógeno lavadc.Nc conviene hacer

llegar el nitrógeno al matraz a traves del embudode decantación

POrQuo1a “conexión-con el aparato productor de gas debe ser com.
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pletamente segura,1o que resulta complicado debido a1 tapon de
algodon y sobre todo se corre el riesgo de destapar el embudo

durante el manipuleoQExiste el mismoinconveniente ei se preten­

de usarlo comotubo de salida}

Estando cerrada 1a llave del embudode dscantación

y 1a del tubo de entrada (E) se abre 1a del tubo de salida (s)

y se hace funcionar 1a trompa de vacíoéCuando el líquido del ba­

lon hierve,lo que ocurre enseguida dada 1a temperatura que tiene;

se cierra.g y se abrs.¡ con cuidado para evitar una entrada vic­

lenta de nitrógeno.A1 cabo ds un rato cuando cesa el burbujec de

nitrógeno en el medio de cultivogse cierraH23se abre'fi hasta Que

el liquido vuelva a hervir o se haya logrado disminuir bastante

1a presión,y se repite 1a operación anteriorsaei cuatro o cinco

veces despues de lo cual se cierra definitivamente.g y se abre.¡
pere que a medida que el liquido se enfria se llene de nitrógeno
el matraz;E1 enfriamiento se hace rápidamente colocandolo en un

banc,de agua a 379.A1alcanzar esta temperatura ee vierte en el

embudode decantación,con las precauciones necesarias,una sus­

pensión abundante de bacterias de un cultivo Joven (12-15 horas)

Para que los gérmeneslleguen al mediode oultivo,se abre.fl cui­

dando de cerrarla,lo mismoQue a 1a llave del embudo,antes de que

haya bajado toda la suspensióngLuego presionando 1a camara de 50-;

me se hace entrar un exeso de nitrógeno a1 matraz y se cierra‘z.
En estan condiciones se lleva a 1a estufa donde se conecta el tu-'

bo de salida con 1a serie de tres frascos lavadcres con solución
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de onx y el fraaco medidor con parafinaIAI abrir.fljdobidc a quo

1a presión en el interior del matraz ei mayorQuela atmosférica,
el H desalojo ¡1 aire del tubo que une al 1er. lavadchIcgrlndo­

ae evitar aai,lc mismoque con 1a técnica holandeiaQquc por difup

ción del oxigeno oe alteren laa condiciones de anaercbicaio¿

pero de una,manera muchomas rapida y ¡encillai

El proceso de fermentación dura de dos a treo dias

y durante eate tiempo oe debe agitar varian veoeo el matraz para

que el carbonato de calcio al ponerte en ouopenaión pueda neutra­

lizar la acidez del medic¿Cuandoha terminado de deaachan.lco

gaaei del matras con una cantidad medida de agua a 379 eateril

Que ae agrega por el. embudode llave,aiendc necesario para esto

enfriar un poco el matraz hasta Que ae tcrme,en el embudode 11a­
ve,una columnade agua capaz de vencer la rcaietenoia Que ofrece

el líquido de los lavadora-.8e debe cuidar durante esta operación

Que el medio nc se infecte para Sacar luego una muestra y contro­

lar la pureza del cultivo ocn una oclcraoión do Gramy una siembra

en placa.Reau1ta muycómodopara sacar dicha muaatra,cerrandc lao'

llaveall y.g abrir la del embudc,ca1entarsuavementeel ¡atras
en 1a parte no ocupada por el liquido y cuando hayan subido 3 c

4 c.c. ,cerrar de nuevola llave.
El conjunto matraz-lavadcrea se separa del reci­

piente colector de gas y ae lleva a1 laboratorio donde oe hace
pasar una corriente de aire sin anhidridc carbónicc para Queel

disuelto en el medio ae fije en la solución de OHK.Eatoae debe
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hacer rápidamente para evitar las roabaoroionei Que ce producen

por el cnfriamiantc,pero da tcdca modoaca oonvcnicntc cerrarlg
a1 caca: el aparato do 1a ectura porque 1a entrada de una peque­

na cantidad de solución da OHKa1 matriz malograría toda 1a expo?
ciencia;
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METODOS ANALITIcos EMPLEADOS PARA

LAB DETERMQNACIONES CUANTITATIVAS.

Las substancias Quesegun el análiiis cualitati­

vo de diversos investigadoree,prcducen las bacterias del género

Aerobaoter a partir de la glucosa en condiciones anaerobias son:

hidrógeno,anhidrido carbónico,¿cidos f6rmico,ao¿tioo,láctico y

succínioo,acetilmetilcarbinol,2-3 butilenoglicol,y alcohol etíli­
oo.Comono siempre los germenes transforman la totalidad de la

glucosa del medio de cultivo,es necesario determinar despues de

la fermentación5ademasde los productos citados,1a cantidad de

azucar transformadotLa cantidad de glucosa inicial se determina

en 1a muestra sacada despues de la esterilización.
Mehe guiado,parael análisis del medio fermenta­

do,pcr las indicaciones de Scheffcr usando los métodos descrip­

tos en su tesis,aunque hube de modificar algunos porque no lo­

graba obtener con ellos resultados satisfactorios.Debo hacer
notar que el ensayo y la modificación de los métodos analíticos

los hice en colaboración con el Dr. Carlos 8. de la Serna,quien,

salvo una peQueñavariación en lo correspondiente a ácidos fi­

Jos usó las misnas técnicas para sus determinaciones.
Scheffer ha seguido el método bioQuimico de Klup

yver para las valoraciones de la glucosa controlandolo,a veces.

con el método de reducción de Fehling segun la modificación de

Schoorlgdadala dificultad de encontrar detalladas dichas tecnica!
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ensave la descripta por Clarence Schmidt en 1931 (34),oon bue­

nos resultados,por lo cual decidí adaptarla para mis determina-'
ciones.Es en esencia el micromátodode reduccion de ferricianu­

ro que Hagedornv densen,en l933,propusieron para la determina­

0165 de la glucosa sn sangre v que mas tarde thnes en 1939 a­

nlic¿.con alzunas tariaciones.nara cantidades mayoresde azúcar.

Clarence Schmidt empleo este metodo para la deter­

minacion de glucosa en medios de cultivo modificando la concen­

tracion de los reactivos para no tener que usar mioroburetas en

la titulacion.He elezido este,aunque en bacteriologia se usa co­
munmente el método de reduccion de cobre de Sheffer y Hartman

adantadó para determinaciones en medios de cultivo por Stiles.

Peterson y Fredi(35).norque de acuerdo con un trabajo de Magee

y Smith (23) las valoraciones con este último no son exactas y

aún cuando se obtienen mejores resultados aplicando el Shaffer­

Hartmansin previa clarificacion,no se logra mayor aproximación
del 10%.Merrill (29).por otra parte.en sus estudios sobre el me­

tabolismo de hidratos de carbono por organismos del-género Myco­
bacterium,usando la técnica de Stiles,Petersen y Fred tampoco

obtuvo mayor exactitud.En cambio con el método descripto nor

Schmidt los errores no son nunca mayores del 3 - 3,5 %.

. Las determinaciones se hacen de la sigiente mane­
razen un baloncito aforado de lo 0.o. se defeca 1 0.o. de mues­

tra que se debe medir despues de haber agitado muy bien el medio

de cultivo para que el carbonato de calcio este en suspensiánlwmc



» (Metodo de BomogyitlüO) ‘y se lleva. e 10‘eLc. con ¡gun deátilade,

genee)con l cio} de solución de 804 Zn y l 6.o} de OHÁNa0'55 H

ee :agite y ee filtran-to considerandogue el mediode cultivo
tiene aproximadamente3%de glucoeasci la. concentración de azúcar

ee mayor gnéseetnmay que defecar y'diluir e. lO c.'c.‘ menos de

l 0.o... de muestre. porque el limite euperior del metodo ee 8 mgr..

L 1 c_.o. de filtrado,medido exactamente en un tubo zoo x as mm.,"­

ee agregan 5 0.o. de solución alcalina de ferrioinnuro ( 4,8%.,de

re (cn)6 y 10,3%. de cos ¡lea ) y 4 o“.'o_.'de agua. acetato; le.­
vendo las peredee' del tubosee hace el mismo tiempo un mayo en"

blanco con 5 otoj." de le. eoluoión de ferricienuro y 5 me; de agua}
Los tuboe oe calientan durante 15 minutos en un bano marie. hirJ

viendo enérgicamente y ee enfriln luego por inmersión m agua.de­

:¿ndoloo 3 o 4 minutthe agregen 5 0.o. del reactivo de ioduro

de poteeio ( IK 35 gr."',80¿Zn EOgrá',cl lle. 350 gr; Hz 0 destilada.
hasta acoo o.o.‘ ) y 5 6'.‘o'.‘de ¿oido acético el 5%.‘¡1 iodo pues­

to en libertad ¡e titula con hipo-ulfitó n/aoo que ¡e prepara.en

el momentode hacer le. determinación diluyendo sa 03 No.3 11/10.­
Se unan 3 6 4 gotas de indicador de almidon.

Glerenoe Schmidt ha dado una. table. de lea cantida­

des de gluoon. en función de le diferencia. entre lo. volúmen“

de hiposulrito gaetedoe por el testigo y por le. solución de azucar

que oe valora.

En cuento e. le. terminación de glucosa. restante n

el medio fementadofichaffer hace notar que ee necesario eliminar
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el acetilmetilcarbinol;lc que se logra si se evapora a sequedad Í

en bano maria una cantidad conocida de medio (10 c.c.),se le ab

grega-agua y se vuelve a evaporar repitiendo la operación 5 6 C

veces despues de lo cual se lleva al volúmeninicial y de ahi se

mide 1 c.c; haciendo 1a dosificación comoen el caso anterior;

Por si la cantidad de glucosa no fermentada fuera muypequena es

conveniente hacer dos determinaciones;una,de 1a manera descripaa

y otra agregando a1 c.c. de medio que se defeca 1 c;ci de una sc­

lución valorada de glucosa,para que 1a cantidad de azucar ccntoi

nida en 1 c.o. del liQuido defccado este dentro ds los limites “

del metodo (0,2-2 mgr.).

De los gases que sc desprenden durante la tormen­

tación,e1 anhídrido carbónico que llega a los lavadoras es fijado
por el OH.K,demododue el volúmen recogido en la probeta antes

de desalojar los gases del matraz,eQuivale a1,hidr6geno mas el

anhidrido carbónico que aun no ha pasado por la solución alcalina,

pero despues de agregar el agua.como todo el co3 formado durant.
el proceso ha sido absorbido por el OHK,elgas de 1a probeta re­

presenta en volumen el hidrógeno mas el agua anadida,de modoque

la determinación cuantitativa en peso de hidrógeno desprendido

durante la fermentación“ resulta muysencilla.

La determinación del 00a es mas complicada porque
hay que tener en cuenta que los ácidos formados a partir de la

glucosa reaccionan con'cl OO Ca con desprendimiento de (30a ¿ u­3

gunos investigadores calculan el 00a no correspondiente al pro­
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ceao de fermentacidn,coneiderando que para cada molqula de acido

ee descompone una cantidad equivalente de COCa,y otros en cambio

ee bacan en el aumentodel calcio dieuelto e: el medio de cultivo?
Bohetfer (33) considera que amboe’mátodoe eon maloe: el 19 porque

no reaccionan con la creta 1a totalidad de loa acidos producidos

y el 39 porque parte de loa ionee calcio que ee forman por deecom­

Posición del 0030a pueden reaccionar con los fosfatos del medio
preoipitando comofosfato trioalciooÁDe acuerdo_con ecto señala

comocorrecto el metodo de Break en el cual ae determina la cantig

dad total de 003,1ibre y comocarbonato,del medio de cultivo an» ‘
tea y deepuee de la fermentación.euponiendo que ee obtengan loa

valoren A y B respectivamente ee evidente due B - A + el 00a fi.

Jado por 1a potaea de ice lavadoree representa el 00a formado por

lava bacterias;

- Para laa determinaciones del 002 total del nedio
usó un dispositivo cemejante a1 de Preseniue Olas-en (ver figura

II) (57),por no haber podido encontrar detallada la técnica de

8ohetfer.8e hace pasar durante mediahora una corriente de aire,

lenta,ein 003,y recien despuel ee conectan el aparato de absor­
ción y el tubo teetigo taradoe.8e agita bien,para Que eea homoge­

nea,1a muestra eacada antes de 1a fermentación,ee midan 35 ch.

y ee vierten en el frasco Erlenmeyer por el embudode decantaoión‘

tratando de Que no entre aire,aunque no con necelarias muchaapre­

caucionee porque la cantidad de 003 que puede entrar ee pequgñí.
eima con respecto a las cantidadee que ee determinan.
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Se lava con -agua varias veces e1 en'budo para cue no mode 003 0a

adherido a las paredes y luego se agrega 804 Hz a1 1/3 haciendo.

pasar a1 mismotiempo una corriente suave de aire ein 003.La adi­
ción de acido debe ser tal,Que en el tubo de uchr pasen 3 6 3'

burbujas por eegundc.0uandc el ataque es ya muylento se calien­

ta el-Erienmeyer con cuidado,11evando el liquido ha_9ta principio

de ebullición.nespues de 3/4 de hora mas o menos,todo el 003 o.
ha sido atacado peroia corriente de aire sin 003 no se interrum­
pe hasta completar dos horas despues de lo cual se pesan de nuevo

el aparato de absorción y el testigo.

El GOafijado por 1a solución de 03.! de los lava­

dores se determina con el mótodc de Iinkler valorando en 6 c.c¿ '
de solución diluidoe,e1 alcali total con 01 H l.y metilcrange

comoindicador y en otra porción }ia.a1calinidad correspondiente

a1 OH.Na1nego.de preoipitar ei carbonato con excesodel 01a Ba y
usando renolftaleinaglo se requiere que a1 preparar 1a solucion

alcalina se tengan las precauciones necesarias para que resulte
errnta de anhidridc carbóniccsbasta con conocer que cantidadu+ de

00a tieneJl-GO3 total del medio despues de ia termentacián (ca­
si todo corresponde a carbonato porQue1a mayorparte del disuel­

tc se ha desalojadc,ccmo se dijo antes,ccn una corriente de aire)
se determina de 1a manera descripta.

Ocmcen el medio fermentadc hay que dosificar va­

rios productos (9) y conviene comenzar todas las determinaciones

el mismodia que se saca el aparato de 1a estufa para evitar que
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ee a1tere,oreo de interés detallar 1a distribución del 11Qu1de

para el análisis que adoptéfa: despues de varioe'enaayoeg

Terminadoel desalojo del coa diguelto ., dagtap.
el matraz,ae marea, en el cuello del miemo,e1nivel del liquide'

para luego medir el volúmen,ee agita y ee vierte el medio fermen­

tado en un balon de tree 11troe,enjuagando el matraz con una can;

tidad peQuena,oonooida.de agua deetiiadaQoon el objeto de que ¡e­

eulte facil hacerlo perfectamente homogéneo;
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porque debido e. que el medio

za 0.o; -Det¿de co3 eo‘dudo continúe. nberándou

coa' y 1-. detem'Qreeultnrie.

inexth ‘

8o caliente durante 15' con un refrigerante e. re­

flujo," deja.entran“ filtra el vacioennn
Cantidad ¿ Buohner con paste. de papel, ee mide el volúmen 111­

ó .

conocida. g trade y ae una. une. parte aliouote. para. deter- i

de medio minar final; El reeto.aoidirioando hasta. 13.31.7,

de ou1t¿ ee mantiene e baje, temperature por ei. frenan

vo bien algunas de las dosifioeoionee';

agitado. ‘ se neutralizar:
exectemente,.

Se filtran el vacio en un 1700 0.o. pare.
det.aloohol y_

Buohner con paste. de papel B-Ï Butilenogn-‘. OO o ‘

3 enfriando el Kite-sto con ‘ ‘
O

oo, mezclafrigorífica. para.e- \ tÏoo0.o, para,v et. aoetilme­viter pérdidas de alcohol. tnoubmol.
Se mide.el volúmenfiltra­

do."
10 0.o; para. det.
glucosa. ­
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Dgterminggión.gg.¿g;ggg: Se aoidifican 100 ego;

con 8043a y se destilan en corriente de vapor de agua.8cheffer

recomienda acidificar con cuidado porque un exossbde 8043a pue­
de criginar,oon la glucosa restante del medio;¿cido tórmico,peé
ro no dice comologra este objeto cuando no se conoce la cantidad

de ¿oidos organicos presentes al estado de salsa de OaQQyo¿han

agregadOu80483 l; hasta alcanzar p H 1.7. l;6.,usando timol

azul comoindicador y procediendo por toqne,con lo cual los ¿ci­
dcs producidos en la fermentación Quedanen libertad sin haber

exncsode ¿oido mineral que pueda molectar,9a conoce aproximada»

mente la cantidad de 804,3anecesaria haciendo primero un ensaio
con una pequeña porción del mismoliquidotPara la dectilación

por arrastreutilicefláo exenta de GOag colocando la muestra a
analizar en un balon Kjeldahl de 1/3 litro provisto de un tnbc

Kjeldahl porque a veces se forma mncha espumaQRegulando1a opeé

ración de tal manera,Queno varie el volumendel liquido que.ss
destila y pasen 40.45 gotas por minntceinterrumpiándola cuando

se han recogido 1 y 1/3 litros, ee Iccueigue separar bien los
¿oidos fijos de los volátiles comohe comprobadoen varios

pensayoe con soluciones valoradas de los mismos.
mnel debtiladc se determina la acidez total con

OH.Na N/lo y fenolftaleina comoindioador.Scheffsr considera

Que,dado el gran volumende liquido.es necesario agregar un exe­
so de 3.5 0.o. de 0H.Na I/lO y por eso lo resta al valor halla-'

do para tener la acidez correspondiente a ácidos fórmicoa y ace;
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ticoéEnsayandocon solucionesuth de dichos¿Mmmm e­
rrores grandes sobre todo si se tiene en cuenta 1a pequena cantiv

dad de ¿cido fórmico y succínico producido en 1a fermentación,y

en cambiologre resultados satisfactorios añadiendoalcali hasta

color rosa,conosntrando enseguida el liquido hasta 50-60 c.c¿ y

determinando el excesode OH.NAcon 01H N/10;Se obserra mejor el

..viraJe añadiendo exoesomedido de 013 y neutralizando con OBQNa.

Mientras el liQuido concentrado se enfria,para impedir Que el

OH.Nase carbonate,se tapa el frasco con un tapon atravesado por

un tubo 1argc,dob1ado en U en 1a parte superior donde se adapta;

un tubito con cal scldadaé ' ‘

Para el ¿cido fórmico Schsffsr indica el métodode

Fincke (2A),que es considerado el mejor para dcsificar peduenas
cantidades;E1 liquido concentrado y neutro se pasa a'un vaso de

preoipitación,ee añaden 10 0.o; de reactivo que tiene 10%de

01a Hg,3%de 01 Naiy 3;5% de acetato de sodioQSe deja durante 2
horas en bano maria a 100g ,se filtra en caliente,se lava el pp;

con H30,alcohol-eter y se seca en estufa a 100e una horaéEl peso
del calanel da 1a cantidad de ¿cido térmico de acuerdo con 1a

siguiente ecuación:

a oiz'ng + 3.0003 = a om: + oo8 + a om.‘
La diferencia entre 1a acidez vclatil total y 1a \

correspondiente a ¿cido f6rmico,se considera comodebida al ¿ci­
do acático.La mayoria de los autores han dcsiticado el acético de
este modo.



El residuo de la destilación por arrastre se uti- ‘
liza para. determinar acidos láctico y succinicoéngunos investi­

gadores lo extraen directamente con eter,pero Scheffer reocmien- ‘

da el mótodode Fürth,porque de la otra manera,ademas del peli­
gro de emulsión,se debe extraer durante muchashoras (24 o un),

rürth' usa en realidad la tócnica de Bellet (3 ) para la extrac-'
ción'de ¿oido láctico que es la siguientez-se concentra en bano
maria hasta consistencia sirupoea el liquido con el ¿cido neutra­

lizadoise agrega 1-3 ogó.‘de 304,3aal 1/5 para deharkel 4o. 14o;
tico en libertad, se mezcla todo intimamente con 80¿Na3anhidro

y arena calcinada y lavada para tener un polvo homogéneoque ee

extrae en un Soxhlet especialmas efectivo que el oomún,durante
3 horas.

Para neutralizar el residuo con los acidos fijos
segui la técnica de Bertrand (5 ).00mo,.1assoluciones de ¿ci­
do láctico siempre'tiensn una cierta cantidad de ester latil-lác­

tico,al neutralizar el acido libre se rompeel equilibrio y par­

te del estar se descomponebastante rápidamentemebido a esto,

Bertrand agrega un excesodeterminado de OHJÏa N.usando fenol!­

taleina comoindicador y calienta cerca de ebullición durante

5' para saponii’icar el estersdeja enfriar,a.flade un excesoconoci­

do de 804113 N!y neutraliza con 03m; r
Despues de concentrar el liquido neutro hasta 3-3

c .c_. en una capsula chica,acidifique'- .. con una cantidad de 804%
1/5 equivalente al 0H.Nagastado en la neutralización y agregando



angmhganhidro v arena caloinada formando una pasta que queda en

reposo hasta que el SQ4Na9cristalizasluegc de pulverizar la man ‘
ea solida la extraJe con eter en un Boxhlet comundurante ocho

horas. _

El extracto stereo,de acuerdo con Scheffer,ee e­

vapora y el resfduc de disuelve en alcohol llevando la solucion

a volumenconocido (vc llevé a 50 0.0.).Una parte alícuota de ee­
ta solucion ( 35 cgc.) se titula con OH.Na8/10 sagfin la tecnica

de Bertrand y a1 volumenrestante,despuei de hervirlc con algu­

nas gotas de fenolftaleina para eliminar el coz,se agrega con cui­

dado solucion saturada en frio de (OHxaBahasta color rosa cui­
dando que la concentracion de alcohol no baje de 70° con lo cual

precipita solamente el sucoinato de bario. ¿

Ensayando el metodo con soluciones tituladae de

¿oido láctico y ¿cido succinico obtuve malos resultados y al mis­
motiempo el ppdo.era dificil de filtrar.Tal vez la presencia del
ester lactil-lactico moleste para una buena separacion del laota.

to v el euccinato.cuando se agrega el (Oflsza directamente a la

solucion alcohálioa.Dobido a estos inconvenientes ensaya otra tec­
niaa: 85.0.o. de extracto alcohólico se evaporan a sequedad en un
tubo de centrfïuga pirex de 30 0.o. de cabida aproximadamente

que se coloca en bano-maria.8e disuelve el residuo en agua y un

sando una gota de fenolttaleina comoindicador,se agrega solución

saturada de barita hasta color rosa pereistente.Adaptando un ta»

páh de gomaatravesado por dos tubos,unc en comunicacion con latmm
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pa y otro que llega hasta cerca del nivel del liquido y tiene en ‘
el extremo libre un tibo de ensayo perforado en el fondo y lleno

de cal sodada,se evapora el liquido rapidamente sin peligro de

que se carbonato el pOQueñoexceeode aloali agregado.0uando sólo

queda l c.c. se interrumpe la evaporación y se agregan 33 o.o.

de alcohol de 969,9e agita bien con una varilla y se centrifuga
durante lO' .Se repite el.1avado con 25 0.o; de alcohol de 932

2 6 3 veces hasta que el liquido centrifugado no se enturbie con

804 H8.El suocinato de Bario se seca durante una hora en estufa
a 1002 y se pesa.

El ¿cido láctico resulta de la diferencia entre

la acidez fija total y la correspondiente a1 succinicc}

En los ensayos con esta técnica no se tuvieron ei

rrores mayores del 8-8.5 fi i

Dgtermineción¿e algghg;1 3-1Mnm.­
He usada para el alcohol el metodo picnométrico due ‘

es el que adoptó Bcheffer luego de comprobar que no molestan las

pequeñas cantidades de acetilmetilcarbincl formadas en el proceso
de fermentación.

Haceuna serie de redestilaciones,recogiendo siem­
pre la mitad del liquido inicial,hasta tener 150 6 200 0.o. que
destila con un fraccionador(por la descripción parece serdde Vd­

greuxlyen los primeros 50 0.o. que pasan determina el peso espe­
cítioc.

YÓqutá por hacer-solo dos destilaoiones sucesivas
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pero con un fraccionador muyefectivo¿e1 tubo de Hbmpel(fig.hin­
terrunpiendo 1a primera a1 cabo de 15' aproximadamente que 1a tem.

peratura de ebullicián es 100°,y recogiendo en 1a segunda 85 c.c.

para 1a determinacion.picnomgtrica.ne ea

ta manera se evitan posibles perdidas de

"3-3 butilenoglicol.
Para la determinación dei glicol seguí
el método descripto por Scheffer,con 11..

Túmsü¿úü geras modificaciones,que consiste en lo
abiertas en ambos
sufrimos sig:se concentrafel residuo de la 1a de;

tilacio’n hasta reducirlo a 600-7000.c.,
Cámara cen Vacío4- I

se deja enfriar y se filtra al vacio en
un Buchner con pasta de papel para sepa­

rar el ppdo. formadodurante la ebulli­

ción prolongada.Unaparte alícuota del
filtrado (450 c.c.t)ee sigue concentrando de igual manera hasta

llegar a 40-50 c.c.;este residuo se pasa a una capsula y ee mez­

cla con bastante cantidad de 804Na2anhidro para tener un polvo

seco que se extrae en un Soxhlet,durante 10 horas,con eter desti­
lado sobre sodio.Scheffer determina ei 3-3 butilenoglicol pesando

el extracto despues de evaporar el disolvente,pero para eliminar

las substancias grasas que extrae el eter y que impurifican el

el glicol,en mis determinaciones,1uegode pesarlo,disclvia el

extracto en agua y filtraba por un papel de filtro tarado que,

terminada 1a operacion,1uego de colocario en un pesafiltro hacia
x
a fuego directo con el fraccionador
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eeca en estufa a 100g durante una hora.

El peso correspondiente a las impurezaaae recta.
nte del peeo total.

Detgrmigggifig¿eMW.-Hesegvrdc cl
método descripto por Van Niel (38) Que ee el siguiente 3 A la

tracción correspondiente de mediofermentadc ee le agrega un ax­

cnec de solución de ClaFe a1 30%(alrededor de 50 o.c.),ccn lc
cual el carbinol ee caida a diacetilo,y la mezclaee destila re­
cogiendo el destilado sobre una eolución gue contengagpara cada

100 mgr. de diaoetilc a c.c. de colución de cloruro de hidroxila-i

mina al 30%,3-6 c.c. de solución de acetato de codio dl 20%y

1-3 c.c. de solución de cloruro de niquel al 10%¿Convieneinterb

calar entre el matraz y el refrigerante un tubo de KJeldahl y ca­

lentar muy lentamente porQue ee forma mucha eepuma.0uan¿c han pa­

cado 3/5 del liquido inicial ee cierra el traeco con el deetilado

y ee coloca en bano-maria a 809 durante una hora,1uego de deja

enfriar,para que disminuyala presión interior,ec filtra,ae lava
el precipitado con agua caliente y eq_ca en estufa a 1109.

Del peso de la dimetilglioxima de niquel se dedup

ce 1a cantidad de acetilmetilcarbinol 4
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RESULTADOS EXPERIMENTALEB

Siguiendo laetícnicac deecriptae eetud16 el pro;

ceeo de fermentación de la glucoea por laa tree cepae del góneé

ro Aerobacter a que mereterí anteriormente.uiando eiempre agua

de levadura con 3%de azucar y 8%de creta¡prepar6 el agua de lev
vadura de acuerdo con la fórmula de Beijerinckzlevadura preneada

(libre de almidon)...........200gr.'
aguadectilada.....,....c.ü. 1000c.c.

Gon ayuda de un pican de mortero ee mezcla bien

la levadura ocn poca agua,luego ae pasa el licuido ecpeeo a un

balon de a litro-,anadiendo al agua restante y una clara de huevo,
ee agita,y ce lleva al'autoclave 16' a 1203 para que coagules

ee filtra al vacio con pasta de papel y ee cOmpletael litroo'
El carbonato de calcio due ee agrega al agua de

levadura debe aer eeterilizado previamente l hora a 179? en hor­
no Paeteur,por la presencia de oiertoe gármenecdificiles de eli­
minar.

Loa reeultadoe fueron loa siguientes:
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Cuadrc.;.

N 3094.(Acrobacter acrogonea del laboratorio de Dolrt){

_ 7Ldo la fl del c.
Sustancia Gramos glucosa de la gl.

ferment. terment.

Glucona añadida 35.6

Glucosa rootantc ' 1.5

Glucosa consumida 34.1 100 100

Inhidrido carbónico 11.5 33.9 33:1

Hidrógeno l 0.18 0;5 ­
Acido 16mm 0.22 c.‘e o.‘4

Acido acético 0.28 0:9 0,8

Acido láctico BÁQ 30Q3 30;3

Acido succinico 0.8 2.4 2.6

Alcohol etílico 4.1 13. 15;?
¡cotilmetilcarbinol O;19 036 0.8

3-3 Butilcnoglicol 7.a 21;? 38;6

“tu” 33:0.“ 92.3 92.2
COa



cúadro N950formano¿apáúlada

II

CuadroIII N’50formaoapeulada

Bubotnnoias

gramo.

?délagluc4terémentada.

fidelc;delagluo.
tetmentada.

gramoi

%dela glucderb montada

%delc.do1agluo.
fermentada.

Glucosaañadida

ürántante 'consumida

36 33

100

35 39100

100

Anh.oarb. Hidrógeno Ao.form. Ao;acet; Ao.laot. lo.cuco. Alcoh.et. Aoot.met.carb. 2-3But.311o;

6.4 0.18 0.19 1.5
18.8

1.7 3.3 0.33 4.

30 0.56 0.6 4.7
40.

5.3
10.

1.
13.5

5.4
13.5

1.4
16.6

5.8 0.16 0.09 1.57 1.34‘ 0.28
10.436.

3.910. 3.10.

13.6
0.18 5.4

36.
4.7

13.
1.2

13.8

—=0.61
CO

94.7

95.6

—=0.61

87.7

87.9

’79
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Quiero hacer algunas consideraciones en lo que se refiere a la

exactitud de esta clase de erperiencias.Harden(w),al elegir agua ‘
de peptona para sus ensayos,se bas; en que,a partir de esta subs­
tancia el 2599;; no forma gases ni acidos en cantidades aprecia,

bÍesgotros investigadores siguieron usando agua de peptona y de

¿raaff y le Fevre,por ejemplo,hioieron tambien ensayos en blanco ‘
con resultados negativos.Scheffer ha utilizado muchoagua de le- ‘

vadura y teniendo en cuenta el resultado.de estos estudios efec­

tuados en Holanda,decidf usar la misma substancia comoalimento

nitrogenado¿Sin embargo,desafortunadamente despues de mis erpe­
iriencias,hioe un ensayo de fermentacián en agua de levadura sin

azucar¿con 3%de 003Cay en condiciones de anaerobiosis,ccn la

cepa n° 3094,que pertenece a una de las especies que estudio
Scheffer,y pude comprobar que se forma una cierta proporcián de

gases y sobretodo que,analizando el medio fermentado,se encuen­

tran pequeñas cantidades de acidos termico y succfnico y un res­
to de acidez fija y volátil que,de acuerdo con los metodos emplea­

dos se adjudicarian a ácidos láctico y 'aedüca; respectivamente.
Las cantidades encontradad fueron las siguientes:

Aoofáï'mico......en 1700c.c. de agua de levadura....0,088 gr.
4°oa°¿Ï100..,1...en17oo c.c. de agua de 1evadura....0,19 gr.

A0.láctico......en 1700c.c. de agua de levadura....o,53 gr.

Ac.sucoinico....en 1700c.c. de agua de levadura....0,64 gr.
Si bien estos valores no influyen del punto de vista del balance

tota1,influyen en lo que se refiere a las cantidades parciales



de ¿oidos fármioo,ac¿tico y suooinico sobretodo y esto es muy

digno de tener en ouenta,si se recuerda el valor relativo que tieJ

ne un balance de fermentaoion cuando es satisfactorio,dado que,

comose observa en el trabajo de loheffer,ccn varios esquemas se ‘
puede explicar un proceso de fermentaoion sin descuidar las eri­

genoias cuantitativas y son entonces pequeños detalles los que

hablan en :avor de una u otra interpretacion.
En los resultados presentados aquí no se han hecho,sinembargo,

las correcciones correspondientes a las precedentes indicaciones

por no haberlas considerado de importancia para el balance total.



INTERPRETACION QUIMICA DEL PROCESO DE FERMENTACION

CONSIDERACIONES FINALES

Comparandoel cuadro I con los resultados que_obtuvo

Scheffer con un germen de la misma especie(ver Cuadro IV),se pue­

den apreciar diferencias grandes en las cantidades parciales de
los distintos productos de fermentación.Enbl caso de la cepa n°

3094,99 ha transformado una prOporcion muchomayor de glucosa en

acido la'otico(30%) con considerable dtsminucio'n de las cantidades

de alcohol etílico y 3-3 butilenogliccl.Es menor.tambienla pro­

porcián de ¿cido térmico y,sobretodo,la relacion entre ac.f¿rmico

y ac;ac¿ticc se ha modificado de tal manera,que ya no seria impou

sible suponer que ambosse originan del acido pirfitioo,es decir;
desapareceria un argumento en el cual se basa Scheffer para admin

tir que el esquemadel acido pirurico sclo,no explica el mecanismo

¡de la formacián de todas las substancias que se producen a partir
del azucar aunque sin embargo teniendo en cuenta sus demas consi­

deraciones es mas probable el camino:

hidrato de metilglioral—-+>-Écido formico + acetaldehida

Comparandolos cuadros II y III se puede ver que tanto?
la forma no capsulada como la-oapsulada del germen designado con \

el n° 50 (obtenidas comose ha indicado en la pag. 9 ) transfor­

man la glucosa de una manera muy semejante,aun cuando en el 3° ca­

so el poroentage de glucosa fermentada que se recupera en los pro­
o

ductos de descomposicion es menor,debido sin duda,como sugirio el
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CuadboïV
Cuadros x y xa de 1a tesis de Sohoffer.

.5” aorogonee en agua de levadura con 2%de glucosa y 2%Creta.

de la fi del o. Holas de Sust por 50
Productos gramos lun. de la moles de glucosa.

erment.gluo.fer
00a Hz CHECHO

Gluo. añadid. 37.80

Gluo. réitant; 0.00

Gluo. ferment. 37.80 100 100

Anh. carbon. 14;87 39;3 ae;e 30.5 ;; ;;

Hidrog. 0.30 Oé5 - - 33.8 4;

Ao. form. 0.72 149 1Á2 3;? 3;?
Ao. acet. 0.21 0.5 I 0.5 -— 0.a o;a

lo. laot. 8.12 5.6 5.6 8;6 5.6 SQG

Ao. suocín. 0.80 341- —- -. .. ..

Aoet.met.oorb. vestigios -- - - -— -­

3-3 But. 5110. 9.98 36.4 35.3 -é 86;4 52.8
Alo. etíl. 6.42 17. .zz.z ' - 33.2 33.2

Total. .gg;o.as 9145 aa;a 91.9 92.4
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\

Doctor A. Sordelli,a la cantidad de hidrato de carbono que la bac­

teria utiliza para la formacionde la_capsulaspero frente a los

resultados obtenidos con la cepa n° 3094,se observa que lascepas
n° 50 producendoble cantidad de acido láctico y mayorproporcion

de acidos acgticc y succinico.
Si se trata de explicar el mecanismodel proceso de

fermentacion que llevan a cabo estos gérmenes con el esquema com­

puesto de 8oheffer,los resultados del balance son aceptables,son
bre todo para la cepa n° 3094.(ver cuadros I' II' y III' )

¡6h cuando en este caso se podria dejar de lado el ¿51;

do succinico,oomo hace Scheffer,no ocurre lo mismo con las cepas ‘
n° 50,dadau las cantidades que producen de dicho acido,por lo
cual lo he tenido en cuenta al hacer los tres balances de fermsn.

tación.
¡Deacuerdo con sus experiencias Sohetfer dijo lo sip

guiente: “Parece haber un encadenamiento en los procesos de fer.
mentacicn de glucosa por el g.cloaoae,el'g.aer3genea y el ghggli.
Comenzandopor el caso del g, colacas,donde lo típico es que la

descomposicián de glucosa segun el esquemadel ¿5149 pirurico,es
decir una fermentacián igual a la producida por la levadura en la

fermentacián alcohálica,predomine cuantitativamente con respecto

a la descomposicio'n de acuerdo al esquema del ¿cido fo'rmico, se pa­

sa al ¿Menos dondeeste ultimo tipo de transformacion comien­

za a acentuarse,a1 mismo tiempo que hay un principio de descompo­

aicián del azucar en la direccion ¿oido láctico por un lado y ¿61­

z
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Cundgoy

N° 3094

¡[oleo de suet.por 50
Sustancia, Gramos moles de glucosa.

coa Hz CHSCHO

Glucosa. añadida. 35.6

Glucosa rc'stanto 1.5

Glucosa. consumida. 34;

Anhidrido carbónico 11.5 69.4 ... ;.'.

Hidrógeno 0.18 -- 34
Acido fórmioo 0.23 1.3 1.3 -'-­

Aoidoacético 0.28 -- -1.2 1.2
Acido láctico 6.9 20.3 20.3 30.3

Acido auccínico 0.8 3.6 3.6 1.8

Acetnmetilcubinol 0.19 - - 1.4
3-3 Butilenogliool 7.8 -- 21.3 43.4
¡alcoholetílico 4.1 - 23.7 23.7

Total “o 35.
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N9 50 forma no capsulada

Mcles de sustancia por 50 mc­
Subatancia gramos lee de glucosa fermentada.

(JOa H3 CHs" CHO

Glucosa añadida 36

i rostante 4

' consumida 32

lnhidrido cash. 6.4 41 - ­
Hidrógeno 0.18 -- 25.3 -—

Ac. fórmico 0.19 1.3 1.3 -­

Ac. acético 1.5 - -7. 7.
no. láctico 13.6 40. 40. 4o.

Ao. aucoinico 1.7 8. 8. 4.

Acetilmctiloarbinol 0.35 - -- 3.a

3-3 Butllencgiicol 4. - 13.5 25.
Alcoholetílico 3.3 - 30;: 30.8

Total 90 100 98



Cuadro III'

N9 50 forma capeulada

¡oleo de sustancia por 50
Sustancias gr. moles de glucosa

COa Ha CHá'OHD

Glucosa añadida 35

Glucosa rostanto 6

Glucosa consumida 39

Enhidrido oaíbónioo 5.8 41. -- ;;

Hidrógeno o;1e - 24.8 -é
Acido 1611:1100 o.'oa o.'5 0.5 ..

mido aoétio'o 1.57 ¿- —a.1 3.1

¡oido láotioo 10.4 se 36 se

¡nido súooinioo 1.34 7 7 3.5

loetilmetiloarbinol 0.36 - - l;9
2-3 Butllenogliool 3 - lO 30
Alcohol etílico 3.9 -— 19.6 19.6

Total 85 90 89
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do suocinico por otro,qllegando finalmente al 33.0011”,donde estas

dos u'ltimae reacciones predombnany en casos determinados el es­

quena del sÏcidc fo'rmicc desplaza por completo al del- a'cido pirámi­
oo I"

O En mis experiencias, tal vez por diferencias de las con.
diciones en las cuales se efectuaron, la cepa n° 3094 se acerca nu-T

cho mas al B. colLsobre todo en lo que se refiere a la formacio'n

de sÏcido láctico,pero siempre predomina la transformacion del hi...

drato de metilglioxal en ¿oido pirtÏvico sobre el camino aoetalde- \
hída+ fo’rmioo .Lae cepas n° 50 se asemejan mucho mas al 1_3.92g ‘

porque transforman alrededor del 45 fi de la glucosa en acidos laÏc­

tico y succinico.perc mantiene la característica gene’ricade la

produccio'n de acetilmetilcarbinol ,v 3-3 butilenogliccl que, de acu­

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

ss refiere a la fermentacio'nde glucosa, la ¿nica diferencia indis­

W”.
cutible que lo separa del g. coli.
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