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CAPITULO I
Introducoién y Objeto

8iendo la fermentacién acética
1s bese de una gran industris en todo el
mmdo, cualquier factor que pueda aumen-
tar o disminuir su rendimiento es de gran
interés industrial.

Por otra parte el mecanismo de
la fermentacién acética no estf aiin com-
pletamente eoxplicada y todos los datos
que puedan acumularse sobre las varia-
ciones de la fermentacién bajo condieio-
nes y atmésferas distintas contribuirdn
eventualmente a su me jor entendimiento.

Teniendo en cuenta lo expuesto
se estudié, mediante la determinacién de
la acidez producida, el desarrollo de 1la
fermentacién acética on atmésferas con
distintas proporciones de oxigeno, con
miras a la s8ibilidad de establecer una
concsentracién 6ptima con la cual se po-
dr{a efectuar la fermentacién en un sis-
§ema cerrado de circulacién de gases para
evitar las pérdidae de dcido acético por
evaporacién; estudiéndose ademfs la in-
fluencia de algunas sustancias quimicas
en diveraas concentraciones.

Dado que en el desarrollo de
estas experiencias se comprobé en algu-
nos casos la presencia de un olor aromé-

tico fuerte que resultd ser debido a la



formacién y acumulacién de aldehido acé-
tico en el medio, se efectuaron expe-
riencias con el fin de establecer algunos
datos cuantitativos sobre la formacién
del acetaldehido (ademds del dcido acéti-
co) bajo diversas condiciones.

Pare lograr los propésitos
anteriores hubo que cambiar los métodos
originales de trabajo y durantes los en-
sayos preliminaree se comprobé que la
cepa elegida, Acetobacter agogggfgg, da-
ba luger en presencia de airs a le acumu-
lacién de aldehido acético con pooa for-
macién de dcido acético cuando el subs-

trato era una solucién de alecohol etflico
en agua destilada.

Dado que en ensayos paralelos
de fermentacién de vino en presencia de
aire habfa mucha formecidén de &cido,
tambien se traté de hallar al factor,
existente en el vino, que permite la

gfidacidn del acetaldehido a dcido acé-
°°l

Bn los capftulos que sigusn se
exponen 108 resultados ds estos ensayos
con la esperanza de hadber contriduido,
aunque en grado menor, al mejor conoci-
miento de la fermentacién acética.

o0o



CAPITULO II
Antecedentes Bibllogréficos

——— S——

La fermentecidn acdtica del al-
sohol etf{lico por les hacterias acéticas
es un proceso aerobio, aun cuando se h:
demostrado que éstas pueden crecser en A
anaerobiosis sobre alecohol etf{lico, etc..
en presencitz de colorantes reducilblas,
que en ese caso actiian como aceptores de
hidrdgeno en lugar del oxfigeno atmosféri-
co.

La presencia del acetaldehido
cony intermediario en la formacién del
4cido acético a partir del alcohol etfli
co fué demostrado por vez primera por
Hover en 1899.

: Esta afirmacién fué luego con-
firmada por Neuberg & Nord en 1919 medis:n
te 1la fijacién del ecataldehido con eul:
fito de calcio durante la fermenta.ién
por Acetobacter orleanense, Acetobacter
ascendens y Acetobacter pasteuriamum.

Bajo condiciones anaerobias

Neuberg & Windisch demostraron gque algu-
nas cepas (Acetobacter ascendens, Aceto-
bacter pasteurianum y Acetobacter xylimanm¥
pod{an promover la dismutacién del ace-
teldehido en solucién diluida (0,2%) en
cantidades equimoleculares de 4cido acé-
tico y alcohol etflico:
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v presentaron la teoria de que durante

la fermentscién acética el alcohol es
oxidado aerobicamente a acetaldehido, el
cual luego sufre una reaccién de Cenniza-
ro dando dcido aocético y alecohol etflico
nuevamente en la siguiente forma:-

Etew  Etow , Etow , Etow EAOW
100% % ., asy, , 12.57s t.asy,

NI E NN ONC N
k“loo‘/c, R‘“So‘l’. ('C“aﬁ’. Rett 12.8%

a,\ ""\‘ 4‘,\‘ "«k&
Redn g Reomyey ROW, ., RoBi o

(8tephenson,M. - Bacterial Metabolism)

Wieland & Bertho demostraron
en 1928 que el alecchol y el acetaldshido
podfan oxidarse a dcido acético con oxi-
geno molecular en presencia de una sus-
pensidn de Acetobacter orleanense, lle-
gando a la conclusién de que, dada la
velocided de reaccién de la dismutacién
en comparacién con la de la oxidacidn
1el acetaldehido a dcido aoético, aquella
tendria poca influencia en la formacién
del d£cido acétioco.

Pootericrooute Berthc. $vode iy



do con Acetobacter ascendens, Acetobacter

acetl, Acetobacter orleanense y Acetobac:

fer pasteurianum confirmdé -1 trabajo ante
rior.

Por otra pa:te estos autores
y Molinari d.mostraron la presencia de
reacciones de¢ dismutacién,semejantes a
los nbservados por Neuberg & Windisch,
cuando las bacterias actuaban en anasro-
biosis sobre diversos g&ldehidos. .

Bn 1930 Simon afirmuv que les
velocidades relativas de reaccion de la
dismutacion y de la oxidacion dependen
de la reaccién del medio. BEn pH dcido le
dismutacién se encuentra en un minimo y
en la zona alcalina se produce alcohol

y édcido a partir del scetaldchido en un
8 -~ 107 del rendimiento tedrico.

Basdndose en trabajos realiza
dos con Acetobacter ascendens, Janke &
¥ropacsy (1) afirmaron que la zona de :F
Sptimo para cad enzima es la siguiente -

Cultivos Culti:oe
_Jovenss wvie:u s

Alcohol deshidrogenasa 5,57-6.0 5,93 :,7
Aldehido deshidrogenasa §,9 -6 5 6,3 - ,0
Aldehido m.tasa 6ptimo 8.4 °

Y Que por 1¢ tento hay acumulacidn de

acetaldehido on cultivos jévenes a valp-
ras de pH inferiores a 6.

Segin Butlin (1) seria probab.le



que en la acetificacién normal el acetal-
denido es deshidrogenado a dcido acétieco,
actuando el oxigeno como aceptor de hi-
drégeno; ¥y que cuando la situacién es fa-
vorable puede haber alguna dismutecién
del aldehido.

Wieland & Bertho afirman que
otras sustancias tales como la quinons
y ol azul de metileno pueden actuar como
aceptores de hidrégeno. Sefialan ademds
ue el efecto inhibvidor del 4cido cianh{~
grioo es menor en los casos en que la
quinona actia como aceptor en lugar del
ox{geno.

Bn 1932 Mosel, trabajando con
soluciones alcohélicas con asparagina
como fuente de nitrégeno hallé que el
dcido formado era més asimilable que ol
alcohol, y que cuando en el medio coexis-
ten el alcohol y el 4cido las bacterias
acédticas tienden a usar éste antes de
aquel. La presencia de agzicares evitaba
ol consumo del 4cido.

Seqin Dratvina las bacterias
acéticas tendrisn cada una un limite de
PH por encima del cual la bacteria sobre-
oxida al 4cido acético si ya se ha consu-
mido todo el alcohol. Sus investigacio-
nes se realizaron con dos cepas distintas
ol Bacterium rancens y el Bacterium vini
acetati, hallando que este limite era de
PH 3,1 para el B. rancens (que sobre-oxi-
da con facilidad) ¥y 4,5 para el segundo.

Vieland & Pistor hatlaron que



soluciones diluidas (0,11 - 0,67 M) de
alcohol etilico se deshidrogenaban por el
Acetobacter peroxydans en oxigeno a pH
4,5 a 7 dando acetaldehido y un poco de
4cido acético.

Influencia del agregado de sustancias
quimicas gobre la fermentacién

Muchos han sido los trabajos
efectusdos con el agregado de diversas
sustancias durante la fermentacién acéti-
ca para estudiar su influencia sobre ésta
Bs de hacer notar que la mayorfa de las
experiencias han s8ido efectuadas en el
manémetro de Warburg o aparatoe similares
y eran de muy corta duraecién.

La influencia del cianuro de
potasio sobre el crecimiento y respira-
cién de diversas cepas fué estudiada por
Queré, Cozic y Wieland & Pistor, y sus
conclusionee se resumen en el cuadro de
la pdgina 8.

Tambien se han efectuado traba-
Jos sobre la accién de diversas sustan-
cias tales como los derivados halogenados
del 4cido acético y sus ésteres (Queréd (1)
Queré (2), Cozic); esencias de mostaza,
canela, clavo de olor, etc.,(Blum & Fa-
bian, Queré (2)); y diversos productos
Quimicos y metales (Tanska, Queré (2),
Rozenblatt & Mordkovich, Todic, Bertrand
& Sazerac, Mulder y Wieland & Pistor).
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Tanake afirme en su trabajo que
el barbital y el fanobarbital tuvieron
poeca 0 ninguna inf i{ueneia sodbre la fer-
mentacién. '

Mulder sefiala que el Acetobac-
ter aceti requisere la presencia del co-
bre para su crecimiento y Bertrand & Sa-
zerac observaron un méximo en la activa-
cién de 1la fermentacién acética por sales
de manganeso con 1 parte de Mn en 40.000
de medio.

Stokes A& Larsen observan una
mejora en el crecimiento del Acetobacter
suboxydans mediante el agregado de cisti-
na 0 metionina, y Prechel recomienda el
agregado de 0,026% de cistina a los me-
dios de crecimiento.

Underkofler, Bantz & Peterson
¥y Landy & Streighthoff hallaron que el
Acetobacter suboxydans no requiere ribo-
flavina pues 1o puede sintetizar, pero
en cambio 8f{ requiere el 4dcido pantoténi-
cO 0 uno de sus oomponentes. Por otra
parte Karabinoe & Dicken demostraron que
el dcido nicotinico era esencial para el
crecimiento de esta bacteria.

La necesidnd de Vitemina By (o
de agua de levadura) para las bacterias
acéticas empleadas en la fermengacién del
sorbitol fue demostrada por Palei.

00o
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CAPTTULO TIT

Materiales y Métodos Quimicos v
Bacteriolégicos -

Caracteristicas de la Cepa Bmplezda

En los enasayos efectuados se
empleé una cepa clagificada como Aceto-
922322_%2££Egsn§ por Porcel & Porcel,
no habiéndose efectuado ensayos de iden
tificacién para confirmar esta clasifi-
caeién.

Esta cepa, designada con el
N°119, fué gentilmente suministrade por
el Ing. Agrénomo S. S8orianc, v su elec-
cién se debe a ciertas ventajas que ofre-
ce para este trabajo, a saber:-

a.- No forma 4e¢ido a partir de las sus-
tancias hidroecarbonadas (Hennebersg,
Hermann & Neuschel, Porcel 4 Porcel).

b.- Resistencia a altas concentraciones
de aleohol (12%) v de £cido (9%).

¢.- No sobre-oxida en presencia de agran
cantidad de 4cido.

d Para los primeros trabajoes ofrecies
la comodidad de una pelicula lo sufi-
cientemente estatle como para poder
cambier el l{iquido sobdre el cual flo-
taba .

Bl Acetobacter apcendens fué
aiglado por Henneberg en 1898 desde wins~
gres turbios, siendo una caracteri{stica




de esta cepa enturbiar el medio.

Forma una pelfcula delgada Y
agcendente, llegando a subir hasta apro-
ximadamente 10 cme. por laeg paredes del
recipiente.

Bn el vino se presenta como pe-
quefias bacterias, ya seanaisladas o uni-
das de & pares en una tipica formacién de
8 alargado.

Acetodbecter ascendens (Henneberg),
1500 A

En otros medios, tales como
agua de levadura glucosada, agua de le-
ura y macerado de maiz y sobre agar
de eatos dos medios 3e forman, adehds de
las formas anteriores, otras de involu-
cién en forma de clavas, eon ramifica-

ciones, de largos filamentos y formas



que se aproximan a cocos.

Bl tamafio de las células norma-
les varia entre 1,8 a 2 X No son mévi-
les v no se colorean con’ iodo. Los cul-
tivos j6venes son Gram negativos. 8u
temperatura 6ptime es de 31°C, la méxima
de 44°C v la minima de 10°C.

Preparacidén de los Medios empleados

Con el objeto de fasilitar la
exposicién del trabajo efectuado se deta-
1la a continuacién la forma en que se
prepararon los diversos medios empleados
pera cultivar las bacterias 0 para efeo-
tuar los ensayos de fermentacién.

1.~ 12 de levadura glucoeada. 8e auto-
lizan gremos de levadura prensa-
de durante 48 horas a 50°C. Luego se agre
gan 1000 ml. de aguas corriente, se filtra
por papel, se lleva a pH7 y despues de
agregar 2% de glucosa y 0,025% de cisti-
na (segin indica Prechel) se esteriliza
a 110°C durante 30N minutos.

2,~ %gg; de agua de levadura glucosada.
e prepara ngregando Eﬂ de agar al

medio anterior.

3.- Vino clarete pasteurizado. Wl vino

e pasteuriza mediante calentamiento
on estufa de 80°C durante 30 mimutos,
enfriéndolo despues. Las caracteristicas
de este medio son:

Alcohol: 8,3  Acidez: aprox. 0,8 ml
PH : 3,6 de NaOH N/10
por ml.
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4.~ Agar de asgg de levadura glucogada v
macerado de maiz. 6 preparas mez-
clando cantidades 1 les de agar de agus

de levadura glucos v 4de macerado de
maiz.

a) Se autoliza levadura prensa-
da durante 48 horas a 50°C y luego se la
diluye con igual volumen de agua corrien-
te. Se filtra por papel, se lleva a pH 7,
se agrega 2¢ de glucosa y 6% de agar y
ge esteriliza a 120°C durante 20 minutos.

b) Se colocan 700 gr. de maiz
con 1 1t. de 2agua corriente & macerar con
10 ml. de cloroformo (pare evitar el de-
sarrollo de microbios) durante 4 6 5 dies
en estufa de 50°C. Cada 24 horas se cam-
bia el maiz y se lleva el 1iquido nueva-
mente a 1.1t. con agua. Al terminar la
maceracién se filtra el liquido resultan-
te por papel y luego se esteriliza por
filtro Seitz. Antes de emplearse se colo
ca durante 48 horas a 37°C o0 24 hores a
60°C para eliminar el cloroformo.

8e mezclan cantidades igusles
de a) v de b) dentro de un recipisnte
estéril, cuidando que la temperatura del
agar no pase de abec pare evitar la coa-
gulacién del macerado de maiz.

S5.- Vino tinto 2 nggteai Agua corriente
_parte: steur 0. 86 diluve el
vino en las proporciones indicedas y se
lo pasteuriza mediante inmersién del re-
cipiente en agua hirviente durante 10 mi-
nutos, seguido por enfriamiento répido.

Caracteristicas del medio:-
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Alcohol: 7,3% Acidez totsl: 4,62%0
pH : 4,6 (en tartérico)
Cenizas: 2,6@It.Acidez volet: 0,66%0
(en acético)
6. A. Una solusidn
acuosae esterilizada de las siguientes
sales: t
804Mg. TH20 0,98
PO4HRa2 . 12H20 2,86
C1X 2,08
ClzCe 0,33
r(nsv; .24Hg0 8'8134
SO ’
3041‘(:1“122% lg,gae
’

7.- 8olucién %%L% B. Una solucién
acuosa eetsr zada de las siguientes

sales:

PO4HE?

ClgCa 0,246
80gMg . THgO 0,715
804K9 0.314
Tartrato de K 2,61

(Medio N°3, pag. 2) hasta sequedsad en va-
cfo (30°- 40'0). se extras ol residuo con
una oantidad de alcohol etilico 95%
igual al 8% del volumen del vino que se
‘evaporé y se esteriliza por filtro Seits.

Al agregar un 8% de esta solu-
cién a1l agua se tiene una solucién de al-
oohol al 8% que tiene ademds las sustan-
cias extraidas en la misma concentracidn
con que se encuentran en el vino.



9.~ Vino calentado. Se emplearon dos
%ratamfenfos distintos en el calenta-
miento del vino.

2) Se hierve el Medio N°3 du-
rante 30 minutos, se lleve 2 su voluman
inicial con agus ¥ luego se esteriliza
en autoclave a 120°C durante 20 minutos.
Uns. vez frio se agrega 8% de alcohol. Bl
liquido resulitante tiene un pH de 2,2 y
una acidez equivalente a 9,04 %o de 4cido
tartérico.

D) Se cierra 8l Medio N°3 en.
ampollae de vidrio y se celientan a 120°C
durants 20 minutos en autoclave. Hl
pH finel es 3,6 y la acidez corresponde
a 4,64 $o de &cido tartérico.

10.~- Agua de levadura 1:1. Se autoliza
levadura prensada durante 48 horas

a 50°C v luego se diluye con igual volu-

men de agun corriente. Despues de filtar

por papel se neutrslize v se esteriliza

a 110°C durante 30 minutos.

.o:a

Métodos de Andlisis y Reactivos

Determinacién de la acidez.- En loes pri-
- — meroe ensa-

yoe la acidez se determiné sobre 1 ml.

de medio filtradc por slgodén para sepa-

rar los restos de pelfcula y diluido econ

agua caliente exenta de anhidrido carbéni-
co'

Bmpleando como indicador a la
fenol.taleina se titula con hidréxido de
sodio N/12. El viraje de la fenolftnlei-
re. estd precedido por é1 de les materias
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.olaruntese del vino, lo cual permite una
titulacién répide hasta este punto.

Hn lus experiencias en las cua-
les se determind ademie el contenido de
acataldehico se tituldé la acidez directa-
mente sobre la muestra & destilarse pera
aquella determinacién, tal como se detelle
a continuacién. Bn estos casos se calcu
16 1a acidez total consideréndola como si
fuera debida exclusivamente a £cido acéti
co.

Determinacién de Acetaldehido.- Para la
determi
nacién de la formacién o consumo de aldie -
hido acético durante el proceso de fer-
mentacién se empleé una modificacién del
método de Tomoda, reducida a semi-micro
método debido a la pequefia cantidad de
substrato disponible.

Bete método se vale de la titu-
lacién iodimétrica a pH 8 del sulfito com
binsdo al aldehido pues a este pH la com-
binacién bisulfftica estf ligeramente di-
sociada.

Durants los primeros snsayos
del macro-método, modificado por Jaulmes
& Bespezel, se pudo observar que en el
destilado de vino existf{a cierta sustan-
cia o sustancias que reducfan al iodo a
pH 7-8, pero no en la zona #dcida, intro-
duciendo as{ un error pues el método se
vale de la estabilidad de la combinacién
bisulf{tica en medio 4cido para destruir
las sustancias que puedan interferir.

Puesto que ensayos en blanco
demostraron que esta sustancia no era al



acetaldehido ni el alcohol se decidid
eliminarla, directamente despues de reci-
bido el destilado en el buffer de pH 7
con golucién de bisulfito, mediante el
agregado de un pequefio exceso de iodo
aproximadamente N/6, volviendo luego a
agregar solucién de bisulfito de sodio
para luego dejar reposar por lo menos 30
minutos para asegurarse la formacién com-
pleta del compuesto bisulfitico.

La determinacidn consta de
cuatro etapas:-

a) Destilacién - desde una solucidn de
dcido fosféricd, recogiendo en solu-
eién buffer de pH 7 con disulfito de
sodio.

b) Oxidaocidén con solusidn de iodo y agre~
gado posterior de bisulfito de sodio.

c) Reposo - a8 pH 7 para que se forme la
combinacién bisulff{tica entre el alde-
hido y el disulfito de sodio.

d) Titulacién. Previa destruccién del
exceso de bisulfito de sodio en medio
dcido, se descompone la combinacién
bisulfitica a pH 8 y se titula al

'ﬁds\dfito desprendido eon solucién e
o. '

a) Destilacion.- B8e empleé un aparato

de destilacién con ls.
caracter{sticas que indica la Figura 1
(pag.18).

La muestra extraida esterilmen
te desde el frasco de fermentacién se pa-
82 a un tubo de esnsayo, desde sl curl s.
toma la cantidad requerida con pipeta de
doble aforo. Para contenidos de acetal

dehido haeta 2%0 se toman § ml. de muests






de 2%0 a 470 se toma 2 ml. y para conoane
traciones suvneriores a 4%o se destila 1 nd
de muestra convenientemente diluido.

La cantidad correspondiente se
coloca en el tubo de destilacién y previo
agregado de solucién alcoholica de fenol-
ftaleina se titula con hidréxido de sodio
N/10 cuendo hey pooa formacién de dcido
v con hidréxido de sodio N/1 en los casos
de mucha asetificacién (pues sino el vo-
lumen a destilar sobre-pasa la capacidad
del tubo de destilacién) hasts color rojo
de fenolftaleina.

A la muestra neutralizada se le
agrege golvo de piedra ez vy 5 & 6 go-
tas de Acido fosférico (85%) v luego se
la destila a casi sequedad, recogiendo el
destilado en un frasco Brlemmeyer, de
aproximadamente 150 ml. de capacidad y
con tapén esmerilado, en el cual hay 10
ml. de solucién Buffer de pH 7 (Reactivo
N°l pag.21) v 3 ml. de solucién de bisul-
fito de sodio (Reactivo K°2, pag.2l).
Cuando hay gran cantidad de 4cido en el
1fquido que se destila se agrega al Buf-
fer una cantidad de hidréxido de sodio
igual a 1la acidez voldtil de la muestra.

Una vez que se hae terminado la
destilacién se lava el interior del re-
frigerante con unos pocos mililitros de

agua destilada, recogiéndolos en el Briemr
meyer. )

b) Oxidacién con ifodo.- Se agrega solu-
c¢ién de iodo

aproximadamente N/5 hasta color amarillo,

agregando lvago de 3 a 5 ml. de solucién



de bisulfito de eodio (de acuerdo con la
cantidad de acetaldehido que se encuenire
presente y en forma de que haya un buen

exceso al finalizar el periodo de reposol

¢) Reposo.~ Se tapa el Brlenmeyer, se

aRita vigurosamente y se del
reposar para que se forme el compuesto
bisulf{tico. Janke 4 Kropacsy (2) reco-
miendan 20 mirmitoe de reposo, pero se
adopté el sistema de dejar por lo menos
30 minutos. Debido 2 las exigencias del
trabajo en muchas ocasiones se dejdé en
reposo hasta el d{a siguiente.

4) Titulacién.- Completado el periodo

de reposo se agregan 20
ml, de agua destileda ¥y 2 ml. de solu-
eién de 4cido clorhfdrico (Reactivo N°3,
pag.2l), agrefando luego rapidamente una
solucién de 1iodo aproximadamente N/5 hae-
ta color amarillo para destruir el exceso
de bisulfito (en medio £c¢ido la combdina-
cién bisulfitica es muy estable).

Previo agregado de almidén so-
luble se elimina el exceso de 1040 con
uns solucién de tiosulfato de sodio N/10.

Bmpleando la misma solucién de
iocdo que se ha de emplear en la titula-
.eién del bdisulfito liberado (N/20 6
N/100), se lleva el color de la solucién
a un azul pilido y luego se agrega un
oexceso (mds o menos 10 gr.) de bicarbo-~
nato de sodio 8élido, cuidando que la
efervesscencia producida no ocasione pér-
didas de liquido.

BEn el caso de haber al ido
en .a muestra, desapareceri: el c%igr,
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azul e inmediatamente se agrega solucién
de iodo N/100 6 N/20 en forma de que sienr
pre haya un pequefio exceso de iodo en el
1{quido. Bl punto final se toma cuando
el color violeta agzulado persiste durante
medio minuto.

Bl cdlculo de acetaldehido se
hace en consideracién de que 1 ml. de
solucién de iodo K/100 equivale a
0,00022 gr. de acetaldehido y que 1 ml.
de solucién de iodo R/20 equivale por con
siguiente a 0,001l gr. de acetaldehido.

Reactivos.~ BEn las determinaciones ante-
riores se emplearon los si-
guientes reactivos:-

1.~ Solucién Buffer pH 7: 3,35 gr de
POgH2K v 7,45 gr. de PO4HNa2.2H20
en un litro de agua destilada.

2.- Solucién de bisulfito de sodio: Se
prepara disolviendo 18,9 gr de sul-
fito de sodio anhidro 6 37,8 gr de
sulfito de sodio con siete molécu-
las de agua en un litro de agua
destilada con 150 ml. de édcido sul-
firico normal.

3.- Bolucién de dcido clorhidrico: Se
disuelven 260 ml., de 4cido clorhi-
drico concentrado en un litro de
agua destileda.

4.- Solucién de hidréxido de sodio N/10.

§5.- Solucién de hidréxido de sodio N/1

8.- Solucibén de i0do aproximadamente N/5
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7.~ Solucién de iodo N/20.

8.- Solucién de iodo N/100, preparada en
el momento de usar mediante dilucién
de la solucién de iodo N/20.

9.~ Solucidén de tiosulfato de sodio apro-
ximadamente N/10.

10.- Solucién de almidén soluble 0,2%.
11.- Solucién alcohélica de fenolftaleina.
12.- Acido fosférico (85%)

13.- Bicarbonato de sodio.

o0o



CAPITULO IV

Influencia de Diversas Tenciones de
Ox{geno sobre la Fermentacién del
Vino por el Acetobactar ascendens

Con el objeto de trater de es-
tablecer la concentracién Sptima de ox{-
geno pare la fermentacién 2cética se es-
tudié el efecto de diverras mezeclas de
oxfgeno con anhidrido carbdénico o nitré-
geno eobre la formacién de dcido acético.

Se empleé para este fin la cep:-
ds Acetobacter ascendens (N°119) suminie |
trada por Ing., Agrdnomo 8. Soriano vy
cuyes caracter{sticas ee detallan er. la
pégina 10,

L2 copa se concervé en estrias
de agar de agua de levadura glucosada co:
cistina (Medio N°2, pag.l2) v mediante
repiques sucesivos ge emplearon bactsri:
de 48 horas para que el estado del mate-
rial emplesdo fuera uniforme, segiin sl
método cmpleado por THsic & Walker.

Antes de iniciar las experien
cias se ensayaron divereos substratos
como ser agua de levadura rlucosada con
cistina (Medio N°1, pag.lZ2) con 2% de
alcohol et{lico; cerveze; y vino claret:
pasteurizado (¥edic N°3, pag,l2), obte-~
niéndoss los mejores resultados con el
vino pasteurizado, puesto que en los
otros medios no se forma bien la velfe!
la caracterf{stica, y por esta razén toc::
satas evperisncias se reslizaron sobhre
egte substrato.



Se empnlearon Cos wétodor &
siembra. Bn ol crimero (Sistem: A)
flots un anea ¢e pelfouI“ sotre 50 rl
de vino prricurizode eontenidos en wur
Brlensiever de 120 ml. e copacidad, ¥
se inculw a 28-50¢C  Le oelfeuls gue =:
siemvra éc octiens cesfe tnhos de enoriu
son vino gue e siemiren 4 8ige cntes
sor ﬂusuensLén de un anea d2 bhacterics
desde ~izr de levadura lueossds con 2in
tina.

fy

*

o
-

Ne2ao nue con esta forma de

sembrar 1z »alfcula o erece ti:mn 2a to
dos low ccsos, se orocedfo de 1o sigvizn
te forme para lograr 1ina mayor wnifor?

dad entre los diversos enaaycs (Sistern
R):

™ frascoc EBrlenmeyver ocoifri-
les de 150 nl. (los que ese em.lez.on
fueron todos ¢¢ la misma foruw, TATCE
Yena, Jars tener lo nmicme relacién ﬂe
suparfieciz & volumen) se cOIOL e 10y
de vino, cantidad que agenas culh
fordo, y acreiro d& 4ctos se <=u~.i
anga llenc Ade hact:iriasg.(°)

A log cu~tro dfas da incul:r-
cibn a 23<30°C caci todos los Prlemmoy -
tienen una buena oelIcula asceninsnte ooz
2. veces 11 gefe Cis si haa\.‘, el u'lpAh e
elgodfn

(°) Gi ia crngidac dz maiio es gromis
v las becterizs poces, fobtas oo
sedimentan dnndo feruies de involu~
cién
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Se desechan los frascos que no
tienen pelfcula 0 en 1los cusles no esit
bien formada, Yy a 108 restantes se les
quita cuidadosaments todo el 1l{quido con
una pipeta esteril, tratando em lo posi-
ble de no dafiar la pelficula. A continua-
¢ién se introducen 60 6 76 ml. de vino
por debajo de la pelicula en forma de
que ésta flote sobre ellos.

Desde este momento el frasco
debe manipularse con sumo cuidado, pueeto
que la pelicula se rompe con facilidad.

Cuando la siembra se efectfia
por el sistema A se procede inpmediatamen-
te a cambiar el tapén ds algodén por uno
de caucho con tubos de vidrio (previamen-
te esterilizado) como indica la Figura 2
(pag.26) v se hace pasar la mezcla gaseo-
sa corresponiientes.

Cuando se emplea el sistema B
de siembre ol cambio de tapones se efec-

téa despues de introducir el nuevo subs-
trato.

Bn el caso de estudiar la fer-
mentacién en aire se deja el tapén de
algodén, puesto que ensavos con circula-
¢idén forzada de &ire dieron los mismos
resul tados que con tapén de algodén.

En algqunos cagos se efectud la
fermentacién en frascoe Brlenmeyver de 1
litro de capecidad y con 300 ml. de vino,
sembrando en estos casos por el sistema
B sobre 20 ml. ds vino.

Con 50 ml. v 75 ml. en frasco"






de 150 ml. la capa de liquido es de apro-
xiundameiite 2 cms.. y 3 ems. respective-
mente; <on 300 ml. de medio en frasco de
1 1itro el espesor de la capa liquida es
de aproximadmmente 3,5 cms.

Para asegurar la constancia de
la composicidén del ambiente gaseoso se
hace pasar constantemente a la mezcla de
Reses a traves de los frascos & razén:de
3 a 4 burbujas por minuto.

La muestra se retirz quitando
el tapén de caucho del tubo central, sa-
cando el taponcito de algodén mediante
un hilo 21 curl estd atado, flemeando
previamente el tubo v sacando 2 ml. con
uns pipeta esteril, flameando nuevamente
y reponiendo los dos tapones. Rinalmen-
te 8e hace paser por un rato una corrien-
te fuerte de mezcla gaseosa para desalo-
jar al aire que pudiera heber entrado al
frasco. Durante todo este proceso el
frasco se mantiene en posicién vertical
para no dafiar la pelicula.

Los dos mililitros retirados
se filtran por un pequefioc embudo con al-
godén pare eliminar los restos de pelicu-
la y del filtredo se retira 1 ml. con
pi?gta de doble aforo pare determinar su
acidez.

La provisién de la mezcla gsagec
sa se zseguraba mediante presién hidrsu-~
lica ejercica en una damajuana de vainte
litros mediunte un 8ifén desde otra dams-

uana superior como indica la Figura 3
pag. 28).

Pare cargar la damsjuamB oon
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con la mezcla deseada se la llena com-
pletamente con agua v luego, pasando el
frasco A a un nivel inferior, se hace
entrar uno de los componentes de la
mezcla en la cantidad deseada (efectuan-
do la lectura con las superficies ligui-
das & un mismo nivel).

Bn la misma forma se carga el
otro componente y luego mediante la co-
locaeién de la damajuana A sodre la B
se tiene la mezcla gaseosa con una pre-
sién qQue depende de la diferencia de
nivel.

Bxperiencias Realizadas

S5e efectuaron experiencias en
aire y con oxigeno puro. Ademds se
emblearon mezclas de oxfgeno y anhidrido
ecarbénico con las siguientes concentra-
ciones de ox{geno: 75%, 50%, 264 v 10%
v una mezcla de 28% de oxfgeno con 75%
de nitrogeno. : ,

Ias experiencias se siguisron
durante periodos de 15 a 45 dfas a 28~
30°C, sacando muestras a intervalos
convenientes.

Los datos consignedos en les
tablas y grificos que siguen se refiesren
a mililitros de solucidén de hidréxido de
sodio N/10 requeridos para neutraligar
a la fenolftaleina un mililitro del me-
dio fermentado.



Experiencias en Aire.- BHn el Grifico I
ge presentan los resultados de las ex-
periencias N°l* £*, 5' y 6' en las
cuzles se emple& el Sisteman A de siembra
gobre 50 ml. de vino. La pelfcula as-
cendente aparecié al 3er y 4o. dfa.

Bn el Grédfico II (pags.3d y 34
se encuentran los datos referentes & las
experiencias N°3, 11, 32 v 42 que se
efectuaron todos con pelfcule pre-forms-
da (Sistema B).

Lae experiencias N°3 v 42
se efectuaron sobre 50 ml. de medio, el
N°1ll eobre 75 ml. ¥y el N°32 sobre 300 ml

Lss formes de las curvas son
todas seme jantes, mostrando un periodo
inicial de poca acetificacién seguida
por otro en el cual hay mucha formacién
de 4cido. BEn los casos en que se emplea
pelicula pre-formada con poco liquido
el primer periodo se reduce hasta desa-
parecer (Bxp. N°3 y 42, Grifico II).

Bl serundo periodo dura apro-
ximadamente 6 d{as (desde el comienzo
de la gran acetificacién) y despues de
dstos la formacién de 4cido es pequeila.
A partir del dfa 25 el frasco N°3 tenfa
rmy poco lfquido, lo cuaml quizés explica
la fuerte acidificacién observeds.

Bn la mayorfa de los casos
la acidificeciédn practicemente se ha
completado al 10° dia, no obessrvéndose
casos de sobre-oxidacién. las excepcio-
nes son las experiencias con mavor volu-

men y espesor de la capa 1lfjuida, en las
(sigue pag.35)



Gréfico I

B}Jerimciaa.?n Ahz'o. Sietgl:ra _e__ist?ﬂu:/%
Dia ~ 1 n 6
0 0,9 | 0,9 | 0,7 | 0,7
1l - - 0,74 0,72
2 0,9 | ¢,9 . -
3 1,5 0,91 | X3,74 | *3,05
4 X - x - 8,18 | 6,13
5 65,3 | 2,07|11,15 | 9.52
6 9,25 | £.06 | 12,06 |10.73
7 1206 | 8.6z | 32,16 |11.1
8 M < |12)3 |11les
9 14,6 [11,1 | - -
110 15,3 (12,6 |12,3 |11,68
11 15,7 [14,65| - -
112 15,8 [14.4 - -
i13 16.9 |14.€ - -
14 - - |:2.3 |11,8
15 - - 2,6 11,82
16 15,95 | 16,35 | ~ -
17 16,22 | 15,2 12,6 12,0¢
18 16,3 16,46 | 12,69 [12,0¢
19 | 16,4 |15,53| 12,72 |12.0¢
20 1 16,6 |15,63|)2.87 [12.2
21 16,65 | 16.81
23 ! 16,93 |16,31
24 | 17,2 | 16,56

X Df{a en que

ascendente.

aparecié la pelicula
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cuales las curves de acstificacién se
encuentran desplazadas.

. Se observan datos de acidez
sauivalentes a 4cido acético en concen-
traciones de 7 & 12%.

Bxperiencias en Oxfgeno.- BEn el Grifico

) ' III (pags. 36
y 37) se anotan los resultados de las
experiencias N°1', 2%, 3" y 4", que eran
enseyos preliminares efectuados por siem-
bra directa (Sistema A).

Bn estos ensayos se nota una
dismimicién notadble en la formaciédn de
dcido acético y un gran atraso en la
formacién de la pelficula caracteri{stica,
que recien aparece &l 14° v 17° dfa.

Ia forma de las curvas tambien
es puy distinta a la de las curvas en
aire.

, Se note deasde ya la formacién
de un olor aromético (debido a eldehido
y £cido acético), aunque en distintos
tiempos de fermentacidn. Bstag cuatro
experienclas se efectuaron con §0 ml.
de vino.

Bn experiencias posteriores
con pelicula pre-formade se confirmé
la disminucidén del rendimisnto en £cido
acbtico y 1la prerencia del olor mencio-
nzdo. RBa el Grifico IV (pugs.38 y 39)
se presentan los resultados de las ex-
narionciae N7 v 8 (con 50 ml. de¢ vinod
s e ins N°lé v BL {con 300 ml. de vino)

Bxperic: . .us efectusdgt e on



-36=

Qrigeno.Siembra sistema A
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Bxperiencises

aréfico IV
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vino er: oxigeno (egin bactsrias) mostrarm
que no huvo variacién de acilez ni apari-
cién del olor a acetaldehido misntras dur
raron las experiencias (30 y 35 dizs)

25% Oxfgeno y 75% Anhidrido Cerbénico. -

Si bien las curvas tienen forma semejan-
te a las de las experiencimas en aire,
los salores de acidez alcanzedos son
inferioree a los obtenidos en aire y

se tarda oids en alcanzar la meseta de la
curve.

Las experiencias N°12 v 13 en
el Grdfico V (pags. 42 y 43) se efectun-
ron con peliculas preformade (sistema B)
sobre 75 ml. de vino.

La acidez a partir del 25° d{=
se mantiene en los alrededores del 6%
de acido acético.

Un hecho notable es que los.
medios estaban 2in claros en el 35° dia
a diferencia de lo que comunmente ocurre
en 1z fermentacibén con Acetobacter as-
_cendens.

25% Oxigeno y 754 Nitrégeno.- Las expe-
' riencias

N¢33 v 34 en ol Gréfico V (pags.42 y 43)

dan curvas rmuy semsjantes en su forma

z las obtenidas con 253 Oxigeno v 7%

Anhidrido carbénico si tien loe valores

final=g de acidez de estzss dos experien-~
clae son algo distintes.

L.as experiencies ae efectuaron
con 50 ml. de medio con pelfcula pre-

yrmadae (Sistema B), v, como lag exoe-
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riencias consideradas enteriormente, ten-
poco dieron olor a acetaldehido.

50% Oxigeno y 507 Anhidrido Carbvénico ~Lag
' ex-

periencias con partes iguales de oxigeno

y anhidrido carbénico evidencias mayor

inhibicién de la acetificacién y acum-

lacion de acetaldehido, que dié luger

a un fuerte olor al 18° y 2Zer. ifa.

" Las curvas N°1 y 2 del Gréfico
V (pegs. 42 v 43) se refieren e &nsayos
con 50 ml. de vino y se asemejan micho
en forma y valores generales a2 algunas
de las experisencias en oxigeno puro.

75% Qxigeno y 257 Anhidrido Carbénico.-

En el Gréfico VI (pags. 44 y 45) se pre-
sentan los resultadoe de las experiencias
Ne 4, 65, 6, 9 v 165;: las primerae tres

mencionadss habiendo sido efectuadas so-

bre 50 ml. de medio y los restantes sotxe
75 ml,

Como podri observarse los va~-
lores de acidez son bajos, con excepcién
de la experiencia N°15 que alecanza una
acidez de 5,44 de 4cido acético al cecabo
de 24 dfas.

Todos dieron olor fuerte =z
acetaldehido.

10Z Ox{geno v 90% Anhidride Carbdénico.-

Las curvas N°27 y 28 del Griéfico VII (mg
46 v 47) muestran que si bien en un
principio la menor concentrrcién de oxf-
geno sjerce un efecto retardador de la
acetificacién, al final de 2lgin tiempo

(sigue pag.48)
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Gréfico VI

Bxperiencias con 75% O ; 25% COp
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hay formacién de cierta cantidad de foi-
do acético. Las experiencias se efectua-
ron sobre 50 ml. de vino y con pelfoula
pre-formada. No se observé olor a aceter
dehido.

Resumen v Comentarios
—— dubans RSN

Se observdé que el desenvolvi-
niento de la fermentacién acética en las °
distintas mezclas gaseosas empleadas no
era en ningn caso tan bueno como en el
aire.

Una mezcla de 25¢ de oxigeno y
757 de nitrégeno presenta una curva de
acidificacién de la forma eral de las
observadas en aire, pero a con esta
pequefia cantidad adicional de oxfgeno el
rendimiento eres menor y se tarda mds en
llegar al miximo de acidez.

Con oxigeno puro hay poca pro-
dueccién de deido y acumulacién de acetal-
dehido; y las curvas muestran uns pen-
diente continua sin las inflexiones ca-
racteristicas de la curvas de fermenta-
cién en aire.

Bn mezclas de ox{geno v anhi-
drido carbbénico se cbserva tambien que
cuando la concentracidn de oxf{geno es
mavor a la del aire la ascetificacién es
menor, dependiendo la forma general de
las curvae de la concentracidn de oxige-
no emplezda.

Las experiencias con 25% de
ox{geno y 757 de anhidrido carbdnico dan
curvas y valores semejantes a las expe-
riencias en que se empled el nitrdgeno



pare diluir al oxfzeno.

Con mevor proporeién de oxige-
no (804 v 75%) las curvas en general tie-
nen una forma parecida a las de exparien-
cias efectundas en ambiente de oxigenc
vy se nota ademfs un olor a acetaldehnido
que indica que este se ha acumulado en
el medio.

Con menor proporecién de oxige-
no (10%7) se observa una disminucién del
rendimiento v un periodo inicial de poca
acetificacién que es mayor gque la que
se observa en el eire, presentando sin
embargo las mismas inflexiones en las
curvas.

Bl método empleados peadece
prinecipalmente de dos inconvenientes:
1° la large duracién de cada experiencia
v 2° l1p dificultad de mantener la cons-~
tancia de todas las posibles variables
durante este periodo.

Ademés debe tenerse en cuents
la pérdida de tiempo por las experienciac
que, una vez iniciadas, no fermentan en
forme alguna al substrato a pesar de -
tener una buena pelficula formeda.

Por estas razones se treté de
simplificar y acortar el método en forma
de obtener datos reproducivles sin gran
pérdida de tiempo (ve sea por la duracién
del e¢ensavo o va sea por incdonvenientes
debidos a que las bacterias no fermenta-
ran bien).

Para evitar estos incunvenien-
tes v ademés para deterninar la formacié
de acetaldehido en el medio se empled mis
tarde el método descripto en el Cap.VI.

000
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CAPITULO V'°

Influencia de Sustancias Quimicas
sobre 1la Fermentacién del Vino

por el Acetobacter ascendens
s T I TR I T R ]

Se efectuaron ensavos con
cianuro de potasio, luminal y azul de
metileno pare determinar sus efectos so-
tre la formacidén de dcido durente la fer-
mentacién acética.

Las peliculas se preparan por
el sisteme B de siembra en la misma for-
ma que en los ensayos con mezclas gaseo-
sas (pag. 24 vy 25), introduciendo en es-
te caso 25 6 50 ml. de vino agregados de
le. cantidad correspondiente del reactivo
en consideracién. ILos frascos se incu-
baron a 28«-30°C con tapén de algoddn.

Experienciae con Cianuro de Potasiq_

Se efectuaron dos series de
ensayos en triplicado, el primero duran-
te 18 df{as v el segundo durante 27 dias.

Para la primera serie se prepa-
raron soluciones estériles de ciamuro de
potasio en vino con las siguiente concan-
traciones: M/50, M/100, M/500, M/1.000,
M/5.000 v M/10.000, introduciendo 50 ml.
de cada una de ellas bajo tres peliculas
de 4 df{as sobre vino. Al final de 18
dfas de incubacién las concentraciones
superiores a M/5.000 no habian variado
de aciéez, no obstante seguir intacta 1a
pelicula de bacterias.

Los valores de acidez de los
frascos que tenian vino con cianuro de
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potesio M/5.000 (Bxperiencias N°72,73 y
74) v vino con cianuro de potasio /10000
(Experiencias N°76, 77 v 78) se presen-
tan a continuacién:

P

CNE_M/5.000 CNK M/10.000 ’

e e e S ey e — - e — o~ e e ————

p. 72 713 i 744 761 77 78

T T A ol RSOGO TPUS R SO

En una experiencia posterior
gse traté de definir aln méds el limite
sobre el cuel no se produce acidez. BEn
ensayos por triplicado se emplearon so-
luciones de cianuro de potasio en vino
en concentraciones de: M/1.000, M/2 000,
M/3 000 v M/4.000, sin obgervarse acidez
en ninguna experiencia al cabo de 27
dfas. Bn la mayoria de los casos aun se
conservaba la pelicula intacta.

Experiencias con Luminal

En dos ensayos por duplicado
gse introdujeron 25ml. de soluciones de
Luminal (4cido fenil-etil-barbitdrieco)
en vino con concentraciones de M/50,
M/100, M/1.000, M/10.000 y M/100.000,
pgr debejo de pelfculae crecidas sobre
vino.

En el primer ensayé no se ob-
servé acidez en ninguno de los frascos
al cabo de 17 dfan, habiéndose sedimen-

tado la pelicula. Bn el segund
un solo fragco de los dos qggntgngggayo
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Luminal M/).000 di6 una acidez equivalesy
te a 13,1 ml. de hidréxido ds sodio N/
nor mililitro ds medio, no cbeervindos:
aci1dez a mayvor ni mencor concentracidn.
Con excepcién de esta experiencia, trlia:
las peliculae se habian desintegrads v
sedimantado.

Las tentativas de segulr culti-
vaado la bacterfa que parecfa haberse -
acastumbraedo al Luminal no tuvieron éxi-
to.

Bxperiencias con Azul de Metilenc

Se efectuaron ensayos con 2!
agregado de 0,05Z de Azul de Metileno s
vino que luego se ferment$ en aire y en
oxigeno. Los resultados obtenidos se
prgsentan en 3l Gréfico VTII (pags 53 ¥y
54) .

Lag experienciacs N°18 v 29 se
efectuaron en aire con 50 ml de medio
sembrados mediante el sistemr B, y 1la
experiencia N°50 se refiere a la fermen-
tacién de 300 ml. en ambiente de oxijcile
(Siembra B).

Refiriendo los resultudos a
los obtenidos en aire sin agregade Ae
Azul de Metileno se c¢hgerva que en un
caso se ha dirminu:do el rendimiento y
en ambos se ha alargado el pariodo ini-
ciel d= poca aceiificacién

Bl agregadc de Azul de etiler®
no ha afectedo mayormsnte la fermeataci 5¢
en ambiente de oxigeno, en comparz:idn
cor experiencias sin este agregado, ob-

ggrvdndose el olor a acetaldehide a1l 38°
a.

ol .



...53»v.

Grifico V11l

— Yigo
.T_QEG‘
Disa
e[
2 -
3 0,9
4 -
5 -
6 1,1
7 - -
8 - 0,95
10 522 -
31.1 13,8 -
2 ~ -
13 - 5,5
%4 13,8 -
5 - -
16 - 7,9
17 E - -
%g 14,0 -
21 14,35
. 2o ' - -
2z § - 9,6
24 ; 14,36 M
'os B - -
fae 2 = 9,55
127 § - .
| gg n 14,35 o
R - 2
tgé 4 14,75
153 g - -
334 '1 - 9(7
g | w :
{37 ¢ 9,7
1 38 -
' Y -
F 40 ¥ 01

et~ s r———
————

1

2,2

[ B R

2,65

e







55 -

CAPITULC V1

Formacién y/o Acumulacién del Aldehido
Acético durante la Fermentacién
con Acetobacter ascendens

e

Como va se ha sefialado en un
capi{tulo anterior, se obegervé en algunos
casos de fermentacién del vino por el
Acetobacter ascendens en atmésferas ri-
cas en oxigeno la formacién de un fuer-
te olor aromdtico despues de algunos dfes
de fermentacién.

Este aroma resulté ser debido,
como ya se dijo, a los olores combinados
de acetaldehido y 4cido acético en daja
concentracién.

Con el propésito de seguir el
curso de la formacién del acetaldehido
durante la fermentacién se intentd en
un principio continuar con el tipo de
experiencias empleadas hasta entonces,
pero usando mavores cantidades de medio
para poder sacar mayor volumen de mues-
tra para la determinacién del aldehido
acético. Debido a las dificultades ha-
lledas en formar la pel{cula y conservar
la intacta una vez formada en mayor su-
perficie y volumen de 1fquidc, hubo que
abandonar esta forma de trabajo.

Se intenté como solucién de e-
mergencia la aplicacién de une técnica
semejante a la de las bacterias quies-
centes, gracias a la posibilidad de ob-
tener facilmente masas relativamente
grandes de bacterias de la especie con-
siderada.

Bsto nu fuéd fectible con el
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agar de ccua de levadwra glucosade &on
cistina emplecdo en las experiencias, an*
teriores, pero sigulendo las sugercncias
del . A, Sordelli se ensayd un medi”
emple®do por &1 para el cultivo de ba-ts
rias lactieas, obteniéndose un crecimian
to asombroso con varias cepas distincw?
de bacterias acéticas que se ensayarcn
gobre este medio.

Este nedio de cultivo es 'mas
"mezcla de partes 1guales de macerado de
maiz y agua de levadura concentrada, al
cual ademas se le hizo un agregado de
glucosa. La preparacién de este medic
ge encuentra detallade bajo el N°4 en
la pégina 12

Con suspensiones concentradas
de bacterias provenientes del medio ante:
rior ae semvraron verios frassos con 10
ml de vino diluido (Medio N°5, pag.l3),
togrdndose la formacién de 40 a 60 grs.
de acido acético por li<ro en dos d{as
de ferumentacién en aire a 30°C.

Puesto a punto la determinaciéno
del acetzaidehido (pag.l6) y estiablecids
la forma de trab2jo que se delalla més
adelante, se tratd de hellar un medio
més gercillo qus si vinul{ee decir, si
fuera posible un neliio sintético), Bl
primer ensayo de esta naturaleza fué ccn
ana solucién acuwosa de alceohol etflics
al 8%, observdndose que en este substro-
to las bacterias daban poca acidez y
acumuiaban gran cantidad de acetaldehido.

Br. expsariencias eubsiguientes
8¢ trail de hallar la razén de este fend-
menc, ademds de ast*liar la rermacidn
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y acunulacidn del aildehido acdlico en el
vino durante la fermentacidn en atmésfe-
ra e oxigeno puro vy en anaevrcbiosie.

_Forma de Trabajo-

Suspengién de bacterias - Se siembran
unae gotas de
3uspensidn concentrada de Acetobacter
agcendens snpre el Medio N°4 en frascos
chatos aco.tados (se emplearon botellas
vacias de "Gin"), v se las distribuve
sobre toda la superficie del agar mediarr
te un .rozo ée varilla de vidrio esteril
que 83 introduce dentro de los frascos.

Despues de incubar durante 24
horas a 30°C se vuelve a hacer correr 1ia
varilla sobre la superficie y el frasco
88 ¢0loca nuevamente en estufa o SGC°C
hasta ¢l dia siguiente.

Completadas las 48 horas de
incubacién, se controla la pureza del
cultive vy luego se introduce unos 5 2 7
ml. de ague esteril Haciendo deslizar
la varilla que esti dentro del frasco ©¢
suspende el cultivo, luego se retirs 1&
emilsién con una pipeta esteril v 86 P
sa a un tubo de centr{fuga estsri:

. <oy AW
Bsta operacitn ge T?Q;éf P
O veses hasta guc se hayz etirace

e RO © .ca
yor parte del cultivo dai Ixiiigtntheﬁ»
sus idn reanltoate ge SEWMLE Ao oo T T

pensidn reaunlt bien depc.: -

sa que lag bacteriae eSyéF{

das, luego se decanta el * .
s At . ~ “ is ‘e

nadante Qe suspenden 183 ba%tig‘;e Qi

apte estaril npregada a cada tu

trifuga, se centrifuss nﬁCYamente y 8e

decanta el 1fquido sobrenadentr.

quido sobre

A~



Se rewnen los sedimentos de los tubos
de centrifuga suspendiéndoloe en unos
10 ml, de agus esteril.

Empleando la escala nefelomé-
trica de MacFarland (seqin indica Kolmer
& Boerner) se hace un célculo de la con-
centracién de dbacterias por mililitro
de suspensién y se agrege la cantidad
necesaria de la suspensién para gque los
1fquidos que se ensayan tengan una con-
centracién de aproximadamente 3.000 mi=
llones de bacterias por mililitro.

Cuando se usa una superfjcie
de agar de aproximedamente 180 cms% se
obtienen unos 10 ml. de suspensién con
35.000 a 75.000 millones de bacterias
por mililitro.

Bxperiencias en Aire.- Las experiencias

' en presencia de
aire se efectuaron en dos formas: con
tapén de algodén y con tapén de caucho
con tubo capilar.

Los tapones de algoddn se em-
plearon principelmente cuando el subs-
trato era vino (°), en el cual hay poca
formacién de acetaldehido y gran canti-
dad de 4cido acético (que ataca al cau-
cho). Para los otros medios (v tambien
en algunos casos con vino) se empled un
tapén de caucho con tubos de vidrio como
indica la FPigura N°4a (pag.59). EBl tubo
grande solo se destapa cuando se saca
la muestra o0 para agregar el medio al
iniciar la experiencia; el tubo pequefio
(B) se conecta mediante un tubito de cau-

(°) Tambien se usé el tapéf de_algodén

en tr
en aigoﬁgf?B en que el substrzto
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cho a un tutoc de vidrio estirado a czpl-
lar (C), cuvo objeto erz permitir la eu
trada de a‘re pero impedir en lo vosibls
la pérdida de acetaldehido que es muy
voldtil.

Bl tapén de caucho y el frasen
Erlenmever (con tapdn de algcddn) se es-
terilizan por separado y solo se caumbian
los tapones cuando el frasco estd frio
v seco. El Erlenmever tiene 150 ml. de
capacidad.

Bxperiencias en Oxigeno.- Para estos en-
sayos je empleS
el mismo dispositivo que para el aire,
con la diferencia de que el tubo chico
(B) se conecta a un tubo de oxigeno ¥
todo el tapén se cubre con cera para e-
vitar pérdidas. Bl tubo de goma que Vva
la cilindro de oxfigeno lleva un tubo en
T que conecta a un tubo de vidrio con el
extremo sumergido en agua (como indica
la Fig.4b, pag.59) para evitar presiones
dentro de los frescos mayores a 2 6 3 c¢cn
de agua.-

Antes de introducir el medio
se hace pasar una corrienté de oxigeno
a traves del frasco durante varias horas
(auitando el tapén del tubo A) v tambien
por unoe minutos luego de haber introdu-
cido el medio. Una vez introducida la
miestra se cierra la llave de entrada
del gas.

Para retirar la muestra se
homogeiniza el medio por agitacion, se
empuja el tubo A hacia abajo haste que
toque la superficie del liquido, se lo

destapa y mediante presidn de ox{geno se
hace subir el l{quido.



Une vez retirada la muestra con una pipe-
ta estéril ge vuelve a subir el tubo A,
se hace bajar el liquido que gquede en 61
v 86 hace pasar oxigeno durante unos mi-
nutos para desalojar el aire que pueda
haber entrado cuidando gue no fuera
excesiva la corriente en 6l caso en que
habia acetaldehido en el medio.

Sacando la muestra en la formea
descripta se evita que el aire pueda en-
trar al frasco propiamente dicho y por
lo tanto no es necesario pasar gran can-
tided de oxigeno, que en el caso de me-
dios de cultivo con acetaldehido arras-
trarian a éste.

Bxperiencias en Anzerobiosis.- Los me-~
dios se

preparan con agua recien esterilizada vy

enfriada haciendo pasar nitréeeno mara

impedir la disolucién del ox._:eno del
aire.

Los agregados de alcohol, ace®
aldehido y suspension bacteriana se efec-
tian con la mayor velocidad posible y
luego se pasa el medio sembrado a je-
ringas hipodérmicas de 10 6 6 ml. de ca-
pacidad (de acuerdo al volumen que se
requiera para dos determinaciones del
contenido de acetaldehido).

Se cargan las jeringas sin que
entre aire y se sella el orificio y la
Junta del émbolo con el pistén con cera.

Con el vino se lo empled tal
cual sin tratamiento con nitrégeno, es
decir, estaba saturado con oxfigeno a la
presién de la atmSsfera.

Para retirar la muestra se agi-
ta el contenido, se funden los sellos ge



cera con calor suave y se oxpulss la
cantidad necesaria, velviendo luego 2
sellar los puntos indicados.

- O -

Todos los expesrimentos fueron
1levadog a cabo teniendo presente las
gsiguientee riormas:

La determinacién de acetalde-
hido y 4cido acético se efectiia en el
punto cero (antee de agregar las dacte-
rias al medin), a las 24 horss y a les
48 horas de sembradas. Bn algunos casor
se hicieron determinaciones al 3er., 4o
50., 60. y 150. dia.

Las experiencias se efectuaron
por lo msnos por Aurlicedo. 8a preparu
t0do el medio y se le agrega la suspen-
8ién de bacterias antes de déstribuirse
entre loeg frascos correspondientes, ese-
gurando ssi igualdad entre ellos.

Como el método de dstermina~
cién dsl acetaldehido es relativemente
largo, las experiencias me eofectuaron
en lotes de 10 a 12 frascos para dar
tiempo & analizarlos todos cada-dfa.
Cuando se enssyaban nuevos medios o
agregados se inclufa ademag por lo me-
nos una fermentacifn en aire sobre vino
y otro sobre alcohol etflico sl 87 en.
agua destilads pare ase%urarse de quo 1la
suspansifn empleada tenis un comporta-
miento normal sobre eatos medios.

A cada lote se le designéd con
una letra y 2 cadas experiencia o frasco
con ests letra seguida por un nimero. En
esta forme <odes las experiencias con la
misma letrz han sido efectusdas 21 miams
tiempo y cor la misma suspensidn.
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Cada frasco Brlenmeyer de 1:C
ml. lleva 13 ml. de medio, cantidad su-
ficiente como para retirar dos veces u~
nos 6 ml, esterilmente ¥ luego sacar de
éstos, 5 ml, de muestra con pipeta de do:
ble aforo, BRsta cantided de 1¥quido for:
madba una capa de aproximadamente 0,6 cm
de espesor en el fondo del ®Wrlenmeyer.

Se efesctuaron experiencias ern
Aire, Oxfgeno puro y en Anaerobiopis
con Vino diluido 2:1 (Medio N°5), con
solucién de aleohol etflico al 8% e
agua destilada y con soluciones de acet
aldenido en las dos anteriores y en agun
destilada, Ademds se efectuaron expe-
riencias en aire con una diversidad de
subetratos, que ss detallan mfs adelants

_Resultados

8e conaiderardn por separado
los resultados obtenidos bajo las tres
condiciones, es decir, en aire, en oxi-
geno y en anaerobiosis,

Txperiencias en Aire (°).,= Se efectuaron
sobre Vino
diluido, solueién de alcohol en agua,

¥ soluciones de acetaldehido en las dos
anteriores y en agua destilade,

rie A se efect ron con ta go-
con 2 sobre-pra

oFLfigmo, phre cfer gr 53 aug, soney-

luego este sistema vor temor de que
wne pérdida en el frasco permitiere
que todo el ambiente se cargare des
oxigeno. Las determinaciones de
tiempo O se efsctuaron en eate caso
despues de apresada la suspeneién = - -

hontarinmg

(¢) De estas experiencias las p§ la se-’
P93t
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Vino 2:1 pasteurizado (Medio ¥°5).- Las
ex-~
periencias con vino en aire se efectua-
ron con tapén de algodén y con tapén de
caucho con tubo capilar (Fig.4a).

Bn las experiencias en que se
empled tapén de algodén se observd une
buena ascetificacién al segundo dfa (50-
60 Zode 4cido acético) manteniéndose ba-
joe loe valores de acetaldehido (menos
de 0,1 Z0) v an algunos casoe desepare-
ciendo completamente del medio (Tabla I
page. 65).

Al emplear el tubo capilar,
sin embargo, se observan valores mis
altos de aldehido acético a la vez que
se nota une inhibicién parcial de la
acetificaciérn. Asi es que al segundo
df{a de fermentacién se ohtienen vazlores
de 4cido acético que varian entre 10 v
29 %o mientras que la concentracién de
acetaldehido llega en algunos casos has-
ta 0,5 %o. Bs durante estus experiencias
que se producen los \nicoe casos de
reduccién del teror de 4cido acético,
tal como 81 se tratara de sobre-oxida-

cién, observados durante la fermentacién
con vino.

~ Asf, durante la experiencia
B7 al primer df{a ss tiene una acidez de
9,75 o aue baja e 1,62%0 al cuarto dia,
Y en la experiencia C8 la acidez baja de
9,86 o a 5,35 %o de 4dcido acético entre
¢l primer v segundo dfa.

Solucién de alcohol al 8%Z.- La acidez
producida
en la solucién en agua destilads de al~
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cohol etflico es baja, con un mdximo de
6,43 %o de 4cido acético en lae experier
cias con tubo de algodén v de 5,86 %o

en las experiencias con tubo capilar.

En la mavoria de los casos, 8in embargc,
la acidez oscila alrededor dé& 3%o de
dcido acético al segundo dia de fermen-
tacién (Tedbla II, pag. 67). '

'Bn cambio se nota que la pro- i
duceidn de acetaldehido durante estas
experiencias es mucho mayor que en les
efectuadas con vino, dando valores de
hasta 4,4 %0 en las experiencias efec-
thadas con tubo capilar.

Las experiencias con tapén de 4
algodén ponen en evidencia la pérdida
de acetaldehido por volatilizacién. Bs
de hacerse notar que ee posible que en
algunos casos tambien los c¢apnilares no

havan evitado por completo la pérdida
de acetaldehido. ‘

Soluciones de Acetaldehido.- Las expe-
riencias

se efectuaron con tres ligquidos de dife-

rente composicién: 1° en solucidn de

agua destilada, 2° en agua destilada coan

alcohol 8%, 3° en vino diluido 2:1 con

agua (Medio N°5). Ver Tabla III pédgina
€8.

1° Soluciones en agua destilada,- Se e-
fectuaron experiencias con soluciones

acuosas con aproximadamente 0,1 v 2 %o

de acetaldehido, observéindose la desaps-~

ricién de &ste a la vez que aumenta le-
vemente le acidéz.

2° Soluciones en 2gua con aleohol.- Se
prepvararon soluciones Ce acctaldehido

¢
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eproximadamente 2%0 v 7%0 en sclucién
de agua destilada con 8% de alcohol eti-
1ico y se fermentaron en le forma norral
con tubo capilar.

Bn las experiencias con 270 de
aldehido gcético se observa un comporta-
miento muy semejante a la observada con
solucién pura de alcohel, formdndose
aproximadaments la misma cantidad de
aldehido que en ésta pero con menor pro-
duccién de 4cido, es decir, la concentre-
eidn final de acetaldehido en los dos
casos difiere por la cantidad inicial de
aldehido en el medio. '

Con 7 %0 de acetaldehido hav
al principio muy poca produceién de 4ci-
do y consumo de aldehido, pero al sexto
dia el contenido de acetaldehido he al-
canzado 8,57 v la acidez tamdbien ha au-
mentado levements.

3° S8olucionus en vino.- Bn las experien-

cias en las cuales se agregd ol acet-
aldehidn a2l vino se noca que si bvien casi
no hav aumento 4. cidez con 4 %o v 7 %o
de acetaldehido, la concentracié- de és-
te aumenta levemente al segundo A{a des-
pues de haber bajado a las 24 horas.

Diversos substratos.- Con el deseo de

aclarar los fené-
menos observados en las experiencias

descriptas se eTectuaron enseyoe con di-

ferentes medios para observar el curso de
la fermentacién acética sobre ellos.

Bn todos los casos ~e utilizé
el tubo cebilar, y cuando se agregd alco-~



Lol stflico a2l medio se lo empleabe &l

2 ®

Se erc.tuaron snsayos cun vin
sometidos a altas temperaturas durante
tiempos mis O menos largos. ¥y luego se
ensevd el efecto de doe soluciones de
gales sobre la fermentacidn.

La solucién salina A (Medio N9
fué preparedo al hacerse un error en los
cdlculog y lleva una muy alta concentra-
cién de sales. Contiene 80g, POg, Cl, Mg
Ne, X, Ca, Fe, Al v ln.

La golucién salina B (Medio N¢
7) se preparé con datos de Sherman, Vi
llaveecchia y Higer. Las concentraciones
de los aniones y cationes se ajustan a
los datos de Sherman para contenido sa-
lino del vino normal, con excepcién de
la del Cl, la cual excede la concentra -
¢i6én dade por Sherman. Contiene los
siguientes slementos 804, PO45 Cl, Mg,
K, Ca v tartrato.

Luego se eneayé el agregedo
de diverszs sustencias a la solucién
anterior (solucién salina B), haciendo
a8 la vez ensayoe de control con estas
mismag sustanciss s2in las sales de la
solucioén salina B.

Pn la Tabla IV (pags. 71 y 72)
se detallan los resultados de estas ex-
periencias-

al) Con el vino hervido v luego esteriltl
zadc (Medio W°9a) se observa la dese-
paricién del poco 2ldehido contenido y

ninguna produccidén de acidez,resultado
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gue quivde gea dabido al tajo TH del
medic (Z.,2).

b) Con el vino esterilizado solamente
{Mert10 ¥°9b) se observan resultados
perfectamsnis comparables con los Jatos
obtenidos con vinoe an &ire €on tubo en-
pilar (Tabia I, »ag.66). '

@) Gon 1a solucién calinz A (Medid N°s)
los resultados difieren poco de los

de lae experiencias con solucién de =i-

ecohel 8% en spua destiiadnr, sin :lcanzar

loa altos valores de acetaldehido que

pues bran algunca de éstas., La noidez ceo

mantisne baja (5,5 %o de &cido acktirco).

d) Con la eolucién salina B ss sncuentra

un comportapianto que apenag 8e Gis-~
tingue de¢ la observaia con solucionua
puras da aleohol etilico, pues aclo se
produce un poco rds 4s asidez.

e) Bl agreando de 0,7 wr % de glicerina
a la solucifn salins B no hace variar
ests comporianiento. ‘

f) Bl ensayo efectuzdo con glicerina
(0,7 4) mgregaia 2l alcohel en agua
destilaca da resul tados sciejantes e las
de la experienciz ceon soluciéo calina,
awnque se oroduce maence 4¢idd ¥ un poco

més aldehido.

g) Bl 2aregado de U,04 gar %o és Cl-Te
(concentracién i: licade pc - ¥2nig co-
mo existente en ¢l ,ino) a I .ulucidn
salinn B con glic~r§ a y al 20l hizo au~
mentar la produce .6n de acidoz a ua nivel
comperebls al observado arn l2 fermsnta-
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cién del vino con tubo capilar. La pro:
Juccidn de acetaldehido fué navor en el
vino.

h) En una experiencia semejante con

0,023 gr %o de ClpMn.4Hp0 (semin K&-
nig) en vez del ClzFe tambien se consi
guié buena acetificacién (como la del
vino) pero observdndose ademis la pro-
duceién de una cantidad apreciable de
acetaldehido en uno de los casos (BExpe-
riencia E5 con 0,99 Yo de acetaldehido
al segundo dfa).

1),3),%) v 1) El agregado de pequetia
cantidad (1%) de arua ic
levadura concentrada (Medio N°10) v ma-
cerado de maiz a soluciones de alcohol
en agua y con mezela salina B dié resul:
tedos en los cuales se observa en gene-
ral una pequeiia produccién de 4cido acé-
tico y alta produccién de acetaldehido,
en forma semejante a lo observado con
soluciédn acuosa de aloohol etflico.

m) Las experiencias con el extracto so-

luble en alcohol de 95° del vino de-
secado al vacio (Medio N°8), si bien
evidencian solev una leve produccién y
luego disminucién del acetaldenhido, die-
ron muy poca acidez.

n) Con el agregado de este extracto al-
coholico del vino a la soluciédn sali-
na B se observé la produccién de gran
cantidad de 4cido (mfs a’n si se consi-
dera que la acidez inicial es menor gque
la del vino) con poca formacién de a2lée-~
hido, reproducisndo asf los resultuados
observados con el vino como substrato.

0) Bl agregado de 2% de vino diluido v
7 peeteurizado (Medio N°5) 2 una so
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lucién acuosa de alcohol etflicc ':ivo
como resultado la producecién de poca a-
¢idez y poco aldehido.

p) Las experiencias con el extractio al-
eohb8lico de vino con solucién de
fosfato bi-potédeico (0,835 4o0) tambien
produjeron édcido acédtico en buena canti-
dad, manteniéndose baja la concentracién

de aldehido. La ace.ificacién fue menor
que con vino.

Bxperiencias en Oxfgeno.- Se efectuaron

ensayos con
Vino éiluido 2:1 (Medio N°5), solucién
de alcohol etflico 8% en agua Gestilada,
y con soluciones de acetaldehido en agua
destileda con aleoho-.

Vino 2:1 pasteurizado.- Los datos con-
signados en le
Tabla V (pag. 76) muestran un aumento
general en la produccién de 2ldechido con
reepecto a los datos obtenidos durante
la fermentacidén del vino en aire. Una
excencién a lo expuesto son iat-expe-
riencias 05 y 04, y cabe hacer notar que
estos dos frascos se encontraban comuni-
cados por medio de un tubo en T al mismo
tubo de vroviesién de oxfigeno y que al
tubo A del frasco 03 se le observd wnn
rajadura al finalizar la experiencia,
con la prooabilidad de yue heya entradn
aire durante el transcurso de ésta, pu-

diendo ésta ser la razén de la divergen-
cis an eata cL

un enanve en bl.nco (I17), sin
bacterias, cusi »o0 muestra variacién de
aciGez nl del cortenido ée ol.iclido .
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Solucisdn de Aleohol al 84.,~ Todas =satas

experiencins
(Tabla V) muestran gran produccién de
aldehidc y voce acidez., Las concentira
ciones uzlconzadas de aldehido en alguaos
casos en dos dirs son equivalentes a loc
que 2e producen en 15 dian en eire so«
bre ei 1020 3ubstrato (34 o).

Soluciones de Acetaldenico. Las expe:

' riencias se
efectueron con aldehido acético en una
solucién de alconol etflico 8% en apua
destilada, y en las dos concentraciones
empleadas (3%0 v 4%0) han dado gran zu-
rento de aldehido, llegando a casi 6%0
v 8%0 resgpectivamente., La acidez sc¢
mantiene bz ja,

Bl ensayo en blanco sin bacte
rias (I9) evidencié una pequefie disminu-
cién de acetaldehido sin aumento de eci-
dez, lo cual podria ser debido a arras
tre por la corriente de ox{geno &l intro:
ducir el medio de cultivo v al sacar la.
nuestra,

Bxperiencias en Anaerobiosis.- Se efec-
tuaron
con vino y solucién alcoholice emn agua v
con soluciones de acetaldehido en agua
destilada y en vino y agua con alsohol.

Vino 2:1 pasteurizado.- Las experiencias

no evidencian
cambios notatles de concentraciédn de
4cido ni aldehido. '

Soluecidén de Aleohol al 8%.~ Tampoco Se

otservan
camhios en estas e perienclas.



Soluciones de Acetaliehido.- Se efectua-
ron experiar
cias con soluciones de acetaldehido en
agua destilada, en agua destiladza con 8%
de alcohol y en vino diluido 2:1 y pase-
teurizado (Tabla VI, pag. 79), observin-
dose en casi todos 108 casos un consuno

de aldehido y una leve reduccién de la
acidez.

Lae experiencias en agua y so-
lucién de alcohol en agua se efectuarcn

con aproximadamente 4 Yo de zaldehido ¥
ias exwperiencias en vino con aproximadas
mente 2%c de acetaldenido.

000
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_Resumen y Conclusiones

e

Ensavos con cultivo en pelicula.- Estos

) ensayos:
fueron realizados con cultivos de Aceto-
bacter ascendens bien flotedos sobre la
superficie del medio (Vino pasteurizado)
v que tienen la caracteristica particular
de la especie que consiste en la ascen-
8ién del cultivo por las paredes del fras
co. Las tentativas de reproducir de ma-
nera uniforme el cultivo fueron muy name-
rosaes, introduciendo despues de cada fra:
cago variantes del método pera lograr la
uniformidad buscade. Desgraciadamente
no se pudo obtener con absoluta certeza
un cultivo éptimo en todos los casos y
larges series de experiencias, llevadas
a cabo en el curso de casi dos afios, fra-
casaron porque alguno de los grupos no
cultivo en forma correcta. De todos mo-
dos se pudieron obtener algunos resulta-

dos que por su concordancia merecen un
comentario.

a) La acetificacién en una atmésfera de

aire (20,93 Z de oxigeno) tiene lugar
regularmente; se inicia bien pronto y el
tenor de 4cido acético es alto (9Z) a la
terminacién del proceso.

b) Sustituyendo la atmésfera de aire por
una de ox{geno la acetificacién se ini-

cia muy tardiamente; la curva asciende

poco ¥ los cultivos tienen marcecado olor

a aldehido acético. La concentraciédn md-

xima de 4cido acético es menor gque la que

se obtiene con el aire.

¢) Con atmésfera de anhidrido carbdnico
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y proporciones variables de oximeno,ain
en concentracién menor que la del aire,
la ace.ificazién es muy lenta y el con-
tenido méxiwo de dcido acético es mis
ajo que en aire.

d) La aceién del dcido cianhfdrico (CNK

es muv mercada v con concentraciones
ya un poco superiores a M/5.000 hay in-
hibicién del proceso de acetificacién
sin gue la pelficula sufra por la acciér
del 4dcido cianhfidrico.

e) Por accién del Luminal hubo tambien
inhibicién de la acetificacién desde
la concentracién M/50 nasta M/100.000;
en un s8o0lo c¢aso hubo acetificacién (1
frasco entre 4) a la concentraciédn de
M/1.000. BEl cultivo no pudo ser reco-
brado de ese frasco y no se pudisron se-
guir laes experiencias para comprobar si
;zistié una adaptacién del sistema enzi-
tico.

f) Rl azul de metileno retarde la aceti-
ficacidén en presencia de aire y no

modifica prdcticamente los resul tados

observados cuando se fermenta en presen-

cie de cxigeno y aparece tambien como

en tal caso el olor del a2ldehido acétic.

Bnsayos con susgensién de bacterias.-

Heriendgose podido obtener el cultivo a-
bundante de Acetobactar ascendens en un
medio de extracto de levadura y de maiz
se inicieron ensayos con suspensiones
lavadas de cultivos obtenidos en medio
gblido. Los cultivos fueron lavedos por
centrifugaciédn, con lo ecual se pueden
considerar a las bacteria< usadas cono



bacterias gquiescentes. ¥n resumen los
resultados obtenideos son los sisuientes:

a) Una suspensién de bacterias en vino

" pasteurizado en frascos con libre ac-
ceso de aire a traves de un tapén de al- ;
godén y con buena sugerficie de aereacién
vroduce repidamente adcido acético hesta
la concentracién del 60 Zo en dos dias
siendo el tenor de aldehido acético muy
bajo (alrededor de 0,1 Zo).

b) Bnsevos andlogos en que el acceso del

aire tiene lugar por un tubo capilar
muy fino de tal modo que no existe buens
aereacién, revelan unz produccién menor
de 4cido mcético (12%0) v una mavor can-
tidad de aldehido acético que llega has-
ta el 0,5 0. Rste comportamiento se
Puede interpretar admitiendo que el acet-
aldehido formado se acumula dantro del
frasco sin pasar 2 la atmésfera pues lo
impide el tubo capilar y su alts concen-
tracién inhive el proceso de acetifica-
¢ién normal.

c) Con suepenaid). de dacterias en solu-
cién de alcohol al 8% en agua desti-
lada en frascos con tubo capilar se pro-
duce rapidumente una cantided muy eleva-
da de aldechido acético, hasta 4 To, v
la acidez se eleva lentamente y solo
llege a2l 6 %o de 4cido ecético. Parece
que el sistema no tuviera almin elemeniw
esencial para oxidar el aldehido acétic’;
¥ que se encuentra en el vino. -

'd) Si la suspensién de bacterias se hace
en agua que contiene una proporcién
mediana de acetaldehido ecomo énieo suvc-

trato (2 %o), ésta ee consumida transfor
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mindose en dcido acético. B8i el aldehi-
do acético es agregado a una solucidn de
alcohol al 87 ocurre por el contrario un
incremento muy notable del aldehido acé-
tico que puede llegar hasta 8 %o.

e) Si e la solucién de alcohol en agua
destilada se le agrega una mezcla sa-
lina que contiene 1. s elementos minera-:

les del vino ein hierro ni manganeso
(804, PO4, C1, Mg, K, Ca v tartrato) se
>blienen los mismos resultados que con
ia solucién del alcohol en agus.

f) Si a la solucién de alcohol en ague

se le afiade el extracto soluble en
2lcohol 95° obtenido del vino desecado
a2 baja temperatura el proceso de oxida
tién tampoco cambia con respecto al con-
trol de alecohol en agua.

g) 81 se afiaden al alcohol en agua las

mismas sales anteriormente citadas y
el extracto alcohblico del vino se rees-
tablece la acetificacién tal como ocurre
en el vino. Igual resultado se obtiene
si se reemplazan dichas sales por el
foafato bipotdsico.

h) Si a las sales mencionadas ase le afiz
de una sal de hierro o de mangeneso
la acetificacibén tiene lugar normalmente

1) Bl a:zrcezalo Je nelfo de enltivo {ex

tracto de levadura y extracto ds maiz)
al alcohol disueito en agua Aeja el pro-
ceso de acetificacién tal com) ocurre en
el alcohol disuelto en agua destilada
sin ningwez adicidn

J) Los ensavos hechkod con atmbsfersu d-
oxigeno usando vino como subsirato
revelan uan connortaniente aemeiwrte a’)
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obtenido anteriormente con Acetobacter
ascendens crecido en pelicuvla, es decir,
una acumulacidén relativemente grende de
aldehido acético y una acetificacion m.~
cho menor que la que se Obtiene en air.

Bn solucién de alecohol etilizo on ezu~
destilada la produccién de acetaldehi-ic
es avin méds notable que la observada exn
atmésfera de aire, siendo la acetifica
¢cién compareble a la observads en ests
easo. Bn cuanto al comportamianto de 1::
mezclas de acetaldehido, alcohol 'y ague
destilada se observa una acumulacién mo -
yor de aldehido que ls vista en casos
con aleohol en agua 0 con vino. Bn cuan-
to'a la acetificacidén es practicaments
la misma que la.observada con aleohol.

k) Los ensayos hechos en ausencia de. oxi:
geno (anaerobiosis) utilizando como
substrato tanto el vino pasteurizado co-
_ mo alcohol etflico en agua destilada o
soluciones de acetaldehido en agua, en
mezcla hidro-alcohélica ¢ en vino no han
permitido obeervar ningdn cambio en 1la

roporcién inicial de acetaldehido y de

cido acético, es decir, las bacterias
no han sido capacds de realizar la dis-
mitacién del tipo de la reaccién de Can-
nizzaro. ' ’
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Conclusiones

i°.- Se ha comprobado la acetificacién

del vino por Acetobscter ascenden:
(cultivado en pelicula) pudiéndose est:-
blecer que dicho proceso ocurre mids in-
tensamente cuando la tensién de oxiganc
corresponde a la de este gas en la at-
mosfera En atmésfera de ox{geno puro
la acetificacién es muv lenta y se pro-
duce en cambio una cantidad relativame.-
te grande de aldehido acético. El anhi-
drido carbénico pareceria actuar tambi:n
como inhibidor de la acetificacién, re-
tardando el proceso considerablemente,
faltaria sin embargo mayor experimenta-
cién para poder hacer unaafirmacién de-
finitiva.

2°.- La accibn del dcido cianhfdrico se
manifiesta por una inhibicién de
la acetificacién con Aceiobacter ascen-
dens en conczntraciones de hasta M/5.000
Bl Luminal inhibe la acetificacién hasta
con concentracién de M/100.000. El azul
de metileno demora la acetificacién en
presencia del aire y no modifica el cur-
80 lento del proceso en oresencia de
ox{igeno puro, apareciendc tambien une
cantidad de acetaldehido como ocurre si:
el azul de metileno.

3°.- Lac bacterias (Acetobacter zecen-
dens) lavadas v agregadas al vino
en suspensién tienen la propiedad de
acetificar rapidamente cn presencia ds
aire, produciendo poco acetaldehido. En
este proceso tiene importancia la aerea-
¢ién abundante que eliminarfa el aldehi-

do acético impidiendo su acumulacidn que



parece retardar la acetificzciédn orop:a-
mente dicha.

Si se utiliza como substrato para zceti-
ficar, usando una suspensién de bacteriac,
a una mezcla de alecohol etflico y asu=x

se produce muy pocc 4cido y =1 aldenid.
acético se acumula consideradblemente. 1
acetaldehido en ausercie de aleohol es
consumido y se transforma en dcido acé-
tico.

4° .- Empleando siempre la suspensién de

bacterias la adicién de sales
(PO4lK2 ,ClaCa ,SO4Mg, S04K2, Tartrato de K
al alcohol en agua destilada no modific
el eurso de la oxidacién del alcohol,
mencionado més arriba; formidndose poco
4cido y mucho acetaldehido. El agregac
de un extracto soluble en alcohol 95°
obtenido del vino desecado a baja tempe
ratura tampoco modifica el comportamien-
tc mostrado en aleohol acuoso., Si en
cambio se afiaden la solucién salina, o
adn solo POAHK2, junto con el extracto
soluble en alcohol del vino, el fenémeno
de acetificacién del alecohol disuelto en
agua adquiere las mismas caracter{sticas
que las observadas con el vino como subs-
trato. Se pudo comprobar tambien que si
se afiladen hierro o0 menganeso a la mezclea
salina indicada el alcohol en solucién
acuosa se acetifica de manera normal, es
decir, en forma anfloga a la observacda
en sl vino como substrato.

5°.- Las experiencias realizaa.s en at-
méaferas de oxigeno utilizendo la

suspensién de bacterias lavadas muestran

una acumulacién anormal de acetaldehido,



tanto en vino como en soluciéa de alecohol
et{lico 8% en agua 0 en mezclas de alco-
hol, agua y acetaldeaido IEn todos los
casos hubo muy pequefia acetificacion.

6°.~ Las esperiencias hechas en snaero-

hiosis, tenmbien con suspensidén de
bacierias lavadas. usand. vino, alzohol
etflico acuoso o soluciédn e aldehido
acético en agua, alcdhol o vino, ccmo
substrato no permitieron comprobvar la
formacién de 4cido acetico ni la desapa-
ricién de acetzldebido, tal como si no
existiers el proceso de dismutacién del
aldehido en alcohol y &4cido.

00c

2.
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