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INFLUENCIA DEL 'HEAT SHOCKING"

Ï EN LA PRODUCCION DE ACETILMETILCARBINOL

POR EL BACILLUS POLYMYXA

_.,..-. --,..-.._. I

Tesis para aptar al titulo de Doctor en Quimica
presentada por

ESTHER MARDIKS

R E S U M E N
--._ _.- .a

Se aplicó el método del”lhat shocking" a cinco cultivos de
Bacillus 20112113esporulados, con el propósito de inducirles
una mayorresistencia al calor, y lograr asi una mayor produc­
ción de acetilmetilcarbinol (AMC).-Seusó para esto dos técni­
cas diferentes: la de Weizmann,que consiste en someter a un
cultivo esporulado a 100° C, durante cinco minutos y luego en­
friarlo bruscamente. Por este procedimiento selectivo, mueren
las formas vegetatiVas y esporas débiles, sobreviviendo sólo
las esporas más resistentes. Y la técnica propuesta por Sorde­
lli, que modifica la anterior, haciendoun pesaje por tierra
después de cada "heat shocking".

Los resultados obtenidos fueron juzgados por la inducción de
unn mayor resistencia al calor y por la producción de AMC;pa­
rn lo cual se hicieron determinaciones cuantitativas del mismo
- por el método volumétrica de Langlykke y Peterson- en los cul­
tivos fermentados por las cinco cepas de Bacillus ol xa, an­
tes y después de sometidas a la acción del choque térmico, ya
por la técnica de fieizmann, ya por la de Sordelli.
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q- 13) No fué observada ninguna modificación ostenaiblo de 1a
ïfifiil resistencia al calentamiento.

y? 28) No se obaervzron modificaciones de los caracteres sortea

'pf _ lógicos y de cult1VO,
'3 i“ 38 Pareoería verosímil que la propiedad de resistir al oa­
' lor está gobernada por Vnriablea que no son simplemento
;¿;¿z_, la selección de esporas más resistentes.

V

V La falta de modificación de las proyiedades morfológic
tuvo su paralelo también en 1a falta de cambio de la pro­

¿f u; ducción del AMC.
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CAPITULÚ I

I N T R 0 D U C C I 0 H

El acetllnetlloarhinol o acotolna. aa halla an oantidadaa va­
riabloa entre loa productos da fermentación de una gran varia­
dad a. cultivos nota-1mm. A01.w bacteria que produnan
cantidadas un: paquaflaa. 50 ag. o añn.aanoa por litro da aul­

tlvo; otras do 150 a 200a3. por litrqí. por fin. aquallaa qua
comoal Baclllua ¡gllgzza llegan a producir. según laa cagao.
¡La da un gramopor litro, depandiando da laa condicionan aspa­
rlmentalaa alogldaa.

51 bien aa cierto qua la aplicación industrial dal aoatllna­
tnloarbinol (ANC)aa por al nomanto de eaoaao valor. an oanbloy
por ser fácil da caracterizar. constituya un tant bacteriológl­
co muyimportant. para la lácntlfloaoióu ds dlatintaa oapoclaa
bactarianaa.

Ea por ollo. que al estudio da esta cuerpo, sua propiadadaa,
caracterización. datorninaoión cuantitativa. au origen an laa
tarasntacionea. 0to.. ha aldo realizado por nnmaroaoalava-tl­
(adoran.

En esta trabajo da toala. bamosquerido estudiar la posibili­
dad de aumentar la pradncción da AMC.aomatiendo a las bacteria.
a.la influencia dal 'hcat ahooklns' o choquetdrmlco. allsian­
do para ollo. aapoolalmanto. al Bacillua 2011913:, por au do­
bla condición da aaporulado y gran preductor de acetoína.
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CAPITULO II

'H E A T S H 0 c K I N 0' - A N T E C E D E N T E S

Cuandodurante la primorn guerra mundial. ls esosoes de sce­
tona hizo movilissr s muchosinvestigadores es le búsqueda de
nuevos procedimientos pare su obtención on gran oscals. Ohsin
seiznann. en Inglaterra. encontró un método que llamó "best sho­

okina" y que aplicado por 61 sl Cloatridiuo scetobutylicgg, so­
¡oró notablemente su habilidsd tormentstive. en sl sentido de
dar una mayor producción de solventoe.

¿1 "heat shocxing' o choque térmico, eo un procedimiento por
el cual las cálulse vegetstivae y esporas débiles son destrui­
dns. quedandosólo le: esporas másresistentes.

Consiste en someter un cultivo osporulauo s uns temperatura
de 100° centígrados duranae unos minutos y luoso ontrisrlo ti­
pidsnente.

seizmann (110,111,112) señala que loa mayores productores do
solventes son ¿Quelloe cultiVOB cuyos ooporos son más resistenn
tes sl calor y declaro saeaáa que sometió s sus cultivos s 100‘.
150 "heat ehooking', alternando este tratamiento con repetidos
subcultivos de los esporoo sobrevivientes luego de esds choque
térmico.

E1 primero es comprobsr ls modificación del setaboliamo de un
cultivo por medio do repetidos aubcultivoo, fue probablemente
a.L.Grimbert (33). en el sño 1693. quién estudió 1a fermentación
producida por un becilo productor de alcohol butilioo. Observó
que loa cultivos en un medio con glucosa, praducisn uns oierts
oantidsd de ese alcohol. cantidad que s. sumentaba,deapu6s de



repetidos subcultivo. en un medio poco apto para l. obtención.
de 53. alcohol comoes la inulinn, y viceversa. después de re­

petidos suboultivos en un medio con ¿lucasa. esfi bacteri- fer­
nentnba n ls inulins más intensamente que al principio. Araiz
de esta observación anyone gus no todos los bnciloa de unn'ge­
nernoión estfin dotnlos de la misma actividad, ni de lo misma
resistencia y que por una verdrdern selección sólo subsisten
aquellos quo pueden resistir un medio poco favorable.

La nolimatación de cultivos de distintas organismos para ore­
oer o fermentar en medica que contienen subst"ncias que las son
desfaverables o que son mal utilizadas, ha sido frecuentemente
referido. nai ¿Ifront (23), en 1594. estudió el c00¿tumbraflíunp
to d¿ algúnOUfermento; (levvduru ue OerVezu. fermentos l!cti­
oo y batirioo) a compuestOSde fluor. observando posteriormen­
te (24). en 1920. lu toler.uoi; ¿águirian por los microorganis­
mOuh.oia substnnsi.s tóxicas (arsénico). seüulundo sus el me­

canismo de esta toleruncia uepende ue ln selección y no de uns
verdmueru inmunización. TumbiénPalmer (26), en lggl, solimutó
lOVaduraBpark crecer en prevencin ue fluoruro ae amonio.

¿n ¿sncr l hn hiúc ob.srvado que subcultivo» repetido“ sn pre­
sencis de un ourbohidrnto desfavorable. resulta en un aumento
de la hnbilidad para utilizar ese ourbohidrnto particular: Pat­
ierdhan (73). en 1930. usó este procedimiento para aclim tür
al Ercillus acetostaxlioug 0.a un mediocon altas Concentrvcio­
nes de puntosaa en el cual no desarrollaba.

in el afiso de ln fermentación aostobutfliOó, ln obserVacISn
hecha independientemunte por distintos investi¿ud0rsa, de que
un ciltivo ue ¿lostriaium GCBEObütZliCúm.luego ue sucesivos
transplantes disminuyesu rendimiento en sochntes. contraria­
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monte a lo su. se podría esperar. dió lugar a quo Weiznlnnunl­
ra sucesivamsnte ambae tdcnioaoi la del "heat ohookin¿” como
métodoselectivo de las cayera. mie resistentes al calor . y 13
técnica do 10a suboultivos repotidoa. ¿a .51 ‘ue oultivo¿ poco
ferment.doreo pueden ser notablemente mejorados por repetido
oreoimionto, esporulnción e .ÜUut ahooking'.

Loss (56).on ISJB, dico haber utilizhdo con éxito este trato­
miento sobre cultivo. perezosos.

heyer y flottgor (114) on 1937. trabujando con eoio cepas de
Cleonridiuu acetobutïlioum obtuviuron por auto método. y luego
de un período ao daa años. un aumento promedio en 1. produooión
de solventes superior ol cien yor oionto. ObserVFrongue un al­
macenaje do los esporas por un período mayor do aeie moaeo, da­
bu ligar aparentemente o una oiszinuoióa de su poder de produ­
cir solventes. sin embargo.eruposible reJuvonecer estos culti­
vou por "paatouriznoión" y auboultivou alternadoa.

Barffua (7) en 1937. cultiva las esporas de una variedad del
quillus ggglobwonor A.fi.3redemnnn. primero en un medio neutro
o alcalina gue favorezca el crecimiento y la osporulación. nea­
truye luogo las form a vegetativo. por un breve calontamiento
a alrededor de 905-0 y 0u1t1VGlas enporau en un medio no neu.
tralizodo o Banáciuo. ¿sto lo repite alternatiVHaente Vrriao
veoea. siendo lau eaporae. en cado regions. oultivzdms cOn una
acidez mayor.

yor lo que se ha visto. 1o mayoría. sino todos 105 trrbLJoa
o patentes publicados que hablan sobre al "heat ehocking“, se
refieren el Clostridium'uootooutylicun. Nosotros no hemoshalla­
do en la bib1105raf1u, ninguna publicrción sobre experiencias
qu: usen el choque térmico sobre otros bacterias, con excepción
a. un trabajo de ainüwood. meat, Leslie, Lediuingnamy Simpson(13 )



-8­

en 1949. sobre fermentación de maíz por el Bacillus pglïglxn
con miras de obtener una naycr producción del 2-3-butilene-gli­
col. y en s1 cual dicen haber ensayado el 'hest shocking' sobre
cultivos espcrulndos de esta bacteria. yero con yoco exito, puse
los resultados fueron bajos e inseguros.

Otro trabajo publicado en 1946 por Kooi (52). sobre fermenta­
ción de medios de mais por Aerobnsillus 2211211:, señala igunl­
nante que obtuvo poco efecto el ensayo de la subcultivación del
organismo en 1o prouuoción de 2-3-butilsne-gliool.

En cuanto a la resistencia de las esporas bacterianas sl 0n­
lor. pocos traanos hansidc publicados hasta ahora que se refie­
ran a un aumentodc la resistencia de las mismassto ciertas
condiciones de selección artificial. Asi, podemoscitar los res­
lizados por Bigelos y ¿sty (10) en 1920, quienes por repetidos
subcultivos de suspensiones de esporas sobrevivientes de termó­
tilss obligadas. consiguieron aumentarsu resistencia al calor.

En 1926, Magoon (64) demuestra haber conseguido un aumento

de dos e cuarenta y cuatro minutos a 100° C con esporas de gg:
oillus glooides, y O.B.Willisns (117) en 1929, observe tanbien
un aumentoen el caso del Bsoillus eubtilis de treinta y ocho
n cincuenta y cuatro minutos s 95°C.

Otros investigadores, en cambio, no obtuvieron exito: Somner
(92) en 1930, señala que el Clostridium botgliggn no nuestra
tendencia a aumentar su resistencia s1 calor; Morrison y Bett­
ger (67) en 1930. trabajando con dos bacterias nesofilicoe es­
poruladas de ls leche, no observaron variación luego de inten­
tar durante seis mesesmodificar su resistencia al calor.

Rahn (82) en 1932. 1943. 1945. por otra parte. cree gue los
últimos sobrevivientes no son más resistentes que el tlrmino ns­
dio, habiendo sobrevivido el periodo ae calentamiento sólo por
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enlunlidrd.
F.T.fliliiana (116) on 1936. hizo ensayos con las siguientes

bacterias: B. aubtilis, B. mycoiggg, Glastridium p steurianum.
Clostridium botulinum y Clostridium enorggengg. Luogo de ocho
a diaz serios selectiVna, dico no haber absorVndo un ¡amante
significativo con excepción del Bacillus gïcoidoa (de 10 a 25
minutos a 1008 C). Señala además quo no halló ninguna relación
entre 1a edad de las esporas y su reeiatencio ul calor.

Knayai (49) on 1948, considera quo la resistencia de 193 oo­
poras en una espacio dada no es un Valor fijo. Unvia y O.B.üi­
Iliana (17) en 1948, realizuron experiencias en 01 mismosenti­
do con el BiCillEÉ _lobigii. 110gindo a 1; conclusión por los
resultudos obtinidoa. que entre los el oroa de una población
bacteriana. existo una resistencia graduadaal calor.
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ÜAPITULO 111

B A C I B R I A U S<A,D A

ElJBaclllun ¡glïgxxn ha aldo descripto. entre otros autores.
por Donker (20), Lorter, MoCleekey y Lev1ne (77) y Lodinghnn,
¿dans y Stanler (55). Su estudio bacter1016¿1co ee remonta a
los tiempoe ko Prazmowski (79) en 1860, pero la naturaleza de
la fermentación hidrocarbonndnque realiza, fui recien estable­
cida por primer; vez por Donker en 1926.

La investigación bioquímica de la fermentación ‘uo llev¿ u
cabo este orggnlemo. fui iniciada en 1942 por stnhly y ¡erknan
(94) y ee continúa por los trabgáon de Adamey st.nler (3), A­
lamo (1). y uyeon Hoee (83).

¿l Beoillus polymyz; ee un Danilo gram neggtlvo, esporulodo,
aerobic y nnaeroblo facultativo. Las forman ve¿etut1vaa una mi­
den nproxinademente de 1.4 a 8 micrones, son móviles con flnge­
lo. peritricoa. Se autollsan con bastante-rapidez a medidaque
loa cultivos envejeoen. cuando no tiene lugar la formnoión de
esporas (bSl. Estas eon gr-nden, elíptloan, terminales y subter­
minalee del tipo cloatridio. 1

La mayoría de lan cepas fermentan ereblnoah, oelobioaal dex­
trina. snleotosa, glucosa. inullnn, lactosa. levuloaa. msnitol.
meno-a. rmflnosa, aorbitol. trebaloee. xilosa y almidón.

¿Iguana capa. fermentan remnona, según Lodlnghnn, «dans y 5ta­
nler (55); en cambiolart0r. ¿a clonkey y bovino (77). no halla­
ron entre las cope- que estudiaron. ninguna cepa: de fermentnr ‘
. ln remnoaa. Notormentan al duloltol e 1non1tol.

T0d=81.o cepns lioiun la ¿el.t1n». producen Obtuluaü. reducen ‘
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los nitratos s nitritOs y dun l. reacción V0g0»-Eï0&¡&0irposi­
tiva.

No producen ¿oido sulfhidrioo.
. Ls temperatura Óptimn para su desarrollo es de 30°C.

Las principales productos que formnn en ls termuutnoión hidro­
oarbonfidason: 2-3-butilens-gliool. etrnol. eoetoinn e hidrógs­ l

¿1 B-oillus polym433puede ser aislado de uns gran v.r1edud de
fuentes naturales 00m0sor tierra, agua. lecho, granos. y bocas
y de p1_nt.s frescas y en descomposición.

Se hu obserdeo gus le mayoria de las CCPn.de esta bsoteris
presentan sl fenómenode la disociación. ss dsoir. de dar ori­

gen e varios tipos distinta de colonias. segun Stonier, ¿dans y
nsdinghsm (96). N.Gigmbiagi (32) sólo observó dos tipos ds solo­
ni.s. lo cual ooinciue también con lo observsdo por Iaeootti (65)

Nosotros también pudimosobservar sstos dos tipos distintosdo
colonias. el sembrar el baoilo on placas us kstri con agar-sx­
trncto de carne: unas b1.nois.ciroularss. oonveznsy brillantes
(mucosas)y las otros transparentes (azuludss), circulares y ple­
nas.

En 1- obserVaoióu microscópica de las dos tipos de colonias.
coloreadas por el notado de Gram-sopeloff, pudimos comprobnr que
las bacterias correspondientes s lts colonias bl;n0á5 estaban os-‘
si tod.s esyoruladnbg en cambio. las correspondientes e las oolo­
uies transpgrsntss eran bostones sin ssporular. -sto y. hnbio si­
do obsersdo también por Giambiugi y_por Aaaootti.

En nuestro trabajo hemos usado cinco sepas de Booillus 2211­
.51521 sislidas por la Hrs. 55114; GiumbILU1'guion nos las os­
dió ¿entilments. ¿stas oepus sou las UHBOPudÜÜ1o 3o 5. 7. y 9.
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CAPITULO IV

I E D I 0 S D E 0 U L T I V O

El medio de cultivo usado por nosotros pero el Baoillus 2911­
¿g[¿g, consistía en avena al 5%y fosfato dipotásioo al 0,1%.

L. aven- fue molida previamente en un mortero con el objeto
de obtener una mayor dispersión de la misma en el volumen total
de liquido. Se agregó luego el fosfato dipotásioo y el agua dee­
tilada. \

La suspensión fui onlentadaude treinta a cuarenta y cinco mi­
nutos. e llama moderada, agitando continuamente. para fnvorecer
la gelatinizaoión de los ingredientes y evitar así el estalli­
do de los granos de almidón durante la esterilización.

Apesar de este calentamiento con agitación. sugerido por Le­
dinghnn, Adamsy Stanier (55). quienes lo usaron para arenas de
trigo, no pudimosevitar del todo, durante la esterilización.
el humedecimiento de los tapones de algodón de los tubos de ensaya

Decidimosentonces esterillznr primero todo el medio de culti­
vo preparado en un balón grande; distribuirlo luego en los tip
bos y volver estos e esterilizar. Pero igualmente aparecían mo­
Jndoe los tapones. de manera que optamos por seguir usands elpri­
mer procedimiento. ya que el uso de los tapones mojados no nos
trajo ningún inconveniente, con la ventaja de realizar es! una
sola esterilización.

Para que lo distribución en los tubos fuer? lo más uniforme po­
sible y debido a la naturaleza dll medio de cultivo. tuNimosla
precaución de agitar el recipiente ends ven que retirdbnuos con
pipeta el volumende liquido necesario.
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La oatoriliznoión tu! realizadn on autoclav. a 120° c (1 ¡tudo­
fern) dun-nt. trointa ¡inn300.

Tierra ootdri};
Los cultivos de Bacillua ¡9;1511n, IHOIOlinocuiadou cn tierrn

outdril ('). para (¡vor-cor la esporulaoióny la ulterior conanru
vnoidn do los esperen. iquolln {ul preparada do la siguionto nn­
nnraa 1a tierra do Jardin fuí sacada provianonto un 1a altura.
lanzo donnonuzndn.distribuida on tubo. do onsayo, un cantidad.­
do 2 y 1 grano (para ol cultivo Indra y los ropiqnni. rooyoott­
vanonto) y esterilizada a 120°0 durant. 4. minutos.

Como1a tinrrn quedaba húmeda¡1 salir del nutooIaVI. rut ¡con!
da ¡nova-onto on la asturc. Con01.0b10to do poder inadilnr ¡10n­
p'o una cantidad constant. de ticrru caperulada on el ¡odio do
cultivo. ¡o usó un anna propnrnda para tal otooto, ¡rrollnndo 01
extrano do ¡odo quo tornar: un buceo.

(') En ¡u trabajo ¡obra tormnnzaoiónnootobutilioa do la 31103.,
adorkoflor y sus colaboradores {100). señalan qua os imposible
btenor una buena ouporulación cn tubo. do cultivo ordinario. y

de la nan-rn usual. Danna-tran ¡no ollo puod. noJoraroo ¡1 sopo­
sa ¡alpticamonto ol medio a un frasco oat‘ril. do tal modo“quo
formo una capa delgada de liquido, o por Bocado del liquido on
tierra altóril.



CAEIÏULO V

P A B T E B I P B R I H E N T ¿"L

Fermsntación:

Cedn una de las cinco cepas del Bccillus ¡olzgxxn con que tra­
bajamos. fue sembradaen tubos de ¡gar eetrin; el cabo de veinti­
‘oustro horas de incubación. e veces cuarenta y ocho hores. los
cultivos estaban bien desarrolladoe. Tomamos.entonces, un anse
de cado uno de estos cultivos y le repioamps en tubos con medio
de avena-fosfato. los llevamos luego e la estufa e 30°C. duren­
te cuatro dial.

Transcurrido este lapso. ee observó en todos los tubos abun­
dante fermentación. treduoids por formación de gas. Ademáshubo
digestión dal Indio, exteriorizade por le presencia de gramos.

Para poner en evidencia ln presencia de eoetilmetilcurbinol
(AMC)en el liquido fermentsdo, oe practicó ln reacción de Bs­
rritt (8) -unn modificación de le reacción de Voges-Proskauor
(109)-. Para ello. e 1 ml. del líquido e determinar. se añadió
0,5 m1. de hidróxido de potasio el 16%y 0.5 nl. de solución
elcohólioe de u-neftol el 6%. se agita y se obtuvo una color ­
oióu rosede, careoteristiOa de esta reacción.

¿sgorulación¡
Conun: pipota se extreJo estérilments 0.5 m1. del cultivo en,

avena-fosfato y se inoculó en un tubo con 2 ar. de tierra oste­
ril, tratando do mezclar bien con le mismapipsta. b. llevó los
tubos e ln estufa e 37°C donde permanecieron tree dias, al cubo
de loe cunloe le tierra se había secado. condición que favorece
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la esporuluoión.
Para comprobarla form ción de esporas en la tierra, sembra­

mos un una. de esta en un tubo de caldo-extracto de carne. lo
oalcntamos a 80°Cdurante cinco minutos. para destruir la. for­
man vegetativae y luego lo incubnmos e 37°C durante 24 horas.
observamosturbidez del caldo y 1a presencia del Bacil;ua pglxb
.21¿!_en un preparado microscópico, lo Quenos reveió que 1a tie­

rra inoculedn contenic esporas. y
Aesta tierra con esporas de Dncillta 2011212: le denoninamoc

Cultivo To. Í

Heat chockiggt
El "hcet ehocking' lo rcalizemos cobre los cultivos espcrule­

dos de Becillus golxgggg contenidos en tubos de ensayo comunes(‘)
Introducimee estos en ¡gun hirviendo (100°C) contenida en un

recipiente bien grande, de mis o menosdies litroe. para evitar
en lo posible un decccnso de le temperatura del agua el introdup
_cir los tubos. ¿111 fueron dejados dee y tree minutos y luego re­
tirados y enfriadoe rápidamente.

(’) Unestudio sistemático sobre el choque termico en le formen­
tación acetobutilioa fué realizado por Üuprat. Kotzevy Tranchet
(21). Hicieron pruebas con distintoa tubos de ene.yo, comunesy
de kyrex, de distintas dimensiones. ¡si comocon distintos medios
dc cultivo. ¿nuaJaron tumbién distintos tiempos de calentamiento.
Llevan . l. conclusión de ‘ue el uso de tubos de vidrio Eyrex o
comunes.no afecta en absnluto los resultados, no sucediendo ¡si
con el tamaño de los mismos. cuya influencia es mnyor. Por los
IOBUItudOS‘uc obtuvieron, aconsejanael uso de tubos medianos
(15x150 mn) yu que aventnjnn n las grandes y son prácticamente
iguales e los peguenoa (12¿15mu)en 1. r-pidez de su calentnuien­
to.
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Comotodes lss cepas ensayadas resistieron perfectamente este
tiempo de oalontsmiemto, decidimos sumentsrlo s cinco. dios y
hosts quince minutos . para poder, de esta manera seleccionsr
las osporas másrssistentes s1 calor.

Técnicas usados:
La la aplicación del “host shocking'. hemosusado dos técni­

ous; la de Weizmsnny ls tecnica propuesta por el profesor sor­
delli.

Hemostrabajado en ambos cssoe con las oinno cepas de Bscillus

olymyxn, sembrando seis tubos pera osdsdoeps. lo que hace unko­
tal de sesenta tubos usados en osos “host ehooking" pare los dos
tóoniOaI.

T‘onics de Weizmann:

El metodo usado por fioizmsnn sobre cultivos de Clostridium
scstobutllioun, es el que figure en sus potentes (111. 112, 113),
y que obtuvimos de le Oficina de Patentes de los Ebtsdos Unidos
de North America (United States Pstent Office).

En tubos con 8ml. del medio de avena-fosrst’. so inoculó un
¡nos del cultivo de Bacillus polxgxzs esporulsdo en la tierra
-Cultivo To- y se incubó s 30°C durante oustro dins. (Se sombre­
ron en total 30 tubos: seis por osds oops).

A1cabo de este tiempo los cultivos deben haber producido ls
fermentación. ¿ntonoes fueron somotidos al choque térmico. es de­
cir. s 100°c durante oinoo minutos. Luegofueron enfriados brus­
camente.

Por este procedimiento selectivo musrsn las formas tsgetsti­
vas y esporas d‘biles, eobreviviendo sólo las esporas más resis­
tontos.
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Procedimose continuación e mezclar estárilmente en en correo­
pondiente Brlenmeyer, todos los cultivos ya 'ehookndoe' de un.
misma cepa. ee tomó un ¡nea de esta mezcle y ee volvió e inooup
1er otros ¡ein tubos con 8 ml. de evena-foar.to y ee incubó to­
do e 30°Cdurante cuatro dise. Esta geri. la reeiembre N31.

Una vez una hubieron fermentado, lo. cultivos fueron nuevamen­
te sometidos el “heat nhocking' ochoxne tórmice N8 2-, enfriadoa.
mezclados e inoculcdoe en nuevos tubos con avena-toefeto, incup
budoe e 30°C cuatro dial -reo10mbra us 2-. despues de fermenta­
dos nueVamente fueron "heat shockndoe' -ohngue tdrmioo Ne 3- y
net sucesivamente.

Esta sucesión de reeiemhrae J oho‘uea tdrmicos tiene por f1­
nalidad lograr espera. resistentes y de gran potencia fermenta­
tiva.
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Cultivo de Ba ¡alma —
on av na-rosfmo

310mm on tierra -To+ (Cultivo madre)

Siembra on 8 m1de avena-fosfato -—->30°C-4¡1a. #Fmentmión

Esponjación

Heat shockig (Has, N3 1)

Iiosiambr en 8 m1avena-fosfato

(a, ná 1) —-> 30°C-4diu “Fomentación
Esportnxoión

\

Heat ahockigg (11,», m g)

¿2381013er en 6m].¡vom-fosfato
(ii, mi 2) -—-—o30°C-4días “Formalización

¡soporulación

Heat »hecha-L; (11,5. M 3)

.too ooo



-20—

Cuandosn algunas de las resiembres no se observrbc fermenta­
ción en ninguno de los tubos. es decir, que los esporos no re­
sistieron el último choque térmico e que habian siuo sometidos.
retrocediamos a la resiembra anterior que habia fermentado y que,
por consiguiente. contenía los esporos sobrevivientes el “heat
ehooking' precedente.

Se sembró un nnse de ese cultivo en otros tubos con avena- fos­
feto y si se lograba le fermentación. ee continuaba con el nie­
no procedimiento. Pero si ¡sto no se conseguía, retrocediamos el
suboultivo inmediato anterior e óste y asi hasta encontrar el
que tuviere esporos másresistentes y por consiguiente, fermen­
tsdores. l

Esto es lo ¿ue ocurrió con las cepas 1. 3 y 5, comopuede ver­
se en el cuadro gue Va e continuación.

En el OuGOde ln cepa 1. y luego de echo choques térmicos, el
resultado fuó negativo. es decir. no obtuvimos más iermentnoión,
s pesar de haber retrocediao e Varias resiembres anteriores.

Llegamos. pues. e la conclusión, que se trataba de una cepa po­
co resistente el calor.

Las cepas 3 y 5 se hicieron negativas, en lo que a fermentación
se refiere, más precozmente, pues después del séptimo y quinto
'heat shocking" respectivamente, murieron. Iero logramos, ponhl
procedimiento del retroceso, progresar hasta el "heat shocsing"23

¿n cambiolas cepas 7 y 9 resistieron perfectamente los veinti­
seis choques térmicos (H/5.Ná 26) e que fueron sometidos.
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Tecnica de Sordellil

Aqui ee inoculó un anne del cultivo ¡e Becillue pglïgxgg eepo­
rulado en tierra -To-. en tubos con 2 m1 del medio de nvenn-ree­
tato.

Setoe tubos fueron eometidoe inmediatamente de sembrados el

"heat ehooking" (100°c) y enfriado: enseguida. Luego de este:
inoubadoe cuatro dice e 30°C, los líquidoe fernentados ee Junto­
ren y mezclaron. y de equ! ae retiro con pipeta 0.2 nl que tue­
ron inoculadoe en un tubo con 1 gn.de tierra eeteril. Se unifor­
nó bien con la llana pipete, y ee llevó e incubar a la eetura e
flWdumutneüu,mnemehtnnqnhMoanM.h
que favorece la eeporulaoión. Aesta tierra que contiene los ee­

poroo gue resistieron el primer cho‘ue teriioo. ee la llamó Jul­
tivo T1.

Un anne de T1 ee sembró en otros seis tubos oon 2 m1 de even.­
foefato; se sometieron el 'heut ehooking' (H.J. N8 2) y luego
ee los incubó e 30°Cdurante cuatro dias.

31 contenido de los tubos fermentndes, ee meeoló. ee tomó 0,2m1
y ee inoculó en tubOScon 1 gr de tierra eet‘ril. Se pusieron
I inouber en estufa e 37°Cdurante tree días y obtuvinoe en! le
tierra esporulade de Baoillue 20;:2íxa T2. y eli ae siguió eu­
oeeivenente. _­



B, ¡«31sz onggruladoon nom
(cultivo madre)

-‘1'o­

Siembra on 2 ml avena-foa­
fato y

Heat ahockigg 0183.3“ 1)——>3000-4 din “FomenIación
Cultivo en tiom

37°C- 3 dial
¿aporulnción

mr

Eosiembn en 2m].¡vonapfoafato

{Hgm l) y

Heat ¡1100ng (thalia 2)——bpoc-4 dial ¿Fementtoión

Cultivo en tierra
37°C- 3 dial
Boporulaoión

-112­

Rouimbra on 2 nl ¡vana-fosfato
(33513 2) y .

Hflat 8121003.155(3mm n —. 3000-4 ¿1.o -—bFormeÍtución.toono
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Conoee ve en el esquemaenterior, eetn tecnica se diferengie
de le anterior en que ee interoela entre onda "heat ehooking".
un pueaJe por tierra.

Por otra parte. aqui hemos sometido e los cultivos de B. Eg¿¿y
_5¿¿E¿ no eólo e choques térmicos de oinoo ninutoe de duración,
sino que e partir del “heat Shooting" N8 6. comopuede verse en
el cuadro eiguiente. prololañnos el tiempo de calentamiento e
diez minutoe. y e partir del "heat ahooking' H8 9, e Quinceni­
nutee. Pero eete último lapso eólo fue resistido relotivenente,
por lo que en lo sucesivo reelizamoe ol 'heat ehooking' única­
mente durante diez minutos e 10090.

Asi llegamos oon esta tecnica propuesta por el proreeor Serie­
lli. e loe veinte choquestérnlooe. el cebo de los cuales. le.
eeporue seguien todavia viviendo. ein haber tenido ‘ue retrbce­
der ninguna ven a un cultivo anterior, oomoocurrió con la teo­
nioa de Weiznunn.

Comgggaoiónde laa dos tecniOue¡
Delos resultadoo obtenidos, ee desprende gue la resistenoie

de las eeporoe .1 oelor. usando le técnica de Sordelli. ee mayor
quo la resistencia de las mienae usindo la tecnica de #eiznann.
Dolo que ¿e deduce que el pesaje por tierra, despuée de nude
fermentación. lee confiere una vitalidad mayor.
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Determinaci cuantitativa del ecetilnetilcnrbincl educide
durante le fermentación,

Por ¡tedio del 'hcnt chccnng", hcmceintentado, comoya lo
dijeramce repetidas veces, aumentarle reeictencie el calor de
las esporas del Bacillus pggxgxxa.

Pero, en realidad, nuestra intención ere.en última instancin
tratar de conscguir a travee de eee mayortermcreaietencie. 1n­
teneificar la producción de AED.

Veenceehcra ei ello se ha logrado.
Procedimoa.parc ello. e determinar cuLntitat1Vanente el aun

en los líquidos fermentadce por las cinco copa. en estudie. nn­
tee y deepule del "heat ehocking'. con lee tlcniccs de Ieizlann
y de Scrdelli.

En este capítulo nos vanos e ocupar cucecivnmente de:

Acetilmetilcarbincl
I‘todce cuantitativee - Antecedentee
Experimentación: Aparato

Reactivo­
Procedimiento

Phrmentación
cdlculce

Acetilnetilcerbilcl:

El ecctilmetilcarbincl (3 hidroxi-Z butnnonn)e ecctcínn. el
producido por un gren número de bacteriec.

En 1896, Plr‘ (74). fue el primero en eeguir 1a formación y
y desaparición del AMCen cultivos de bacterias del ¿Cuero ¿agl­
1lue enhtilie y neeentericg. galpging, pero ignoraba en identi­
dad. creyendo que a. trataba del eldehidc glicdricc.
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En 1898, Vogooy Pro-honor (109). doooribon on cultivo- do
oiortoo orguniamoo, on slucoofiy poptona, o los ¡no agregaron
una solución do potuoa ol 10‘, la producción de una color-ción
ros ¿a oon tluoroooonola vordo. oemojanto a la ao la oooinn.
Pootoriormonto no descubrio quo ost- coloración ora dobidu o
la formación do AMB.

En a Grinbort (35), on 1901. a guion dobonoola idontifioaolón
del ¿MCon un cultivo microbiano. ¿sto lo puso on ovidonota por
su Ola-80M (76 )o

En 1904, Doomoto(18), ooñaln quo 1.o bacterias del grupo dol
Bucilluo noaontorious dan AMC,y on 1905. Hardon (37), donuoo­
tra que la ooloraozón rosada descripto por Vogooy Prookouor
oro doblda a la pro-oncia dol AMC.uno con 1: potaoa oo 031d. o
binootilo, quo roaooionn luogo con la poptona del nodio dando
ooo coloración.

En 1906, Hardony 'üolpolo (39). dolaron y doooribioron ol un
y 2-3-butilono gliool on lo fermentación do gluoola por ol ¿3:23
bnotor ngzgggngn. En 1912, Hnrdon y Norris (38), oonrirnan loo
hechos pboorvndoa por Donnoto.

Lomoigno(56). on 1913, donuootra quo todos los booiloo dol
grupo del Baoillua subtglgo dan AMDy 2-3-but11ono gliool, vo­
riando ambos con ol tiempo do formontsoión. con transformación
dol gliool on AMC.

En 1919, Lonoigno (59), encuentra onto proouoto on cultivo­
do Bacilluo ontggggig,

Tambi‘n fu‘ hallado en cultivan do loVadurao por Nouborgy
Roinfdrth (70) on 1923, Kluyvor. Donkory Viooor't Hooft (47)
on 1925. y Elion (25) on 1926.

VanBiol. kluyvor y Dorx_(102) on 1929. lo hallaron on oulttvoo
¡o Stroptocoéoua oromorio, oiondo los primeros on sugerir lo
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impotencia del labor y erona de los cultivos de nantece por le
yrceencin del AMC.

En cultivos de Bacillue gubtilis fui identificado igualmente
por Lefon (53) en 1932. y HoroIitz-ïleeeowe y Rodionove (42) en
1933.

Vieeer’t Hoort y de Lceul (108). enoontreron el carbinol en
elgunae muestreo de pen. en 1935.

Tanbi‘n ee producido por el genero Acctobacter (Hermenny
Neueohul (40). en 1932). y en una patente reciento, de 1946.
Rutheford y Eieennnn (85). señalan que le conversión de 2-3-bup
tilenc gliool en ecctoine ee roelizede nie tloilnente por el
genero Aoetobcoter quo por los miembroe del g‘nero Aerogagjgz
y que puede obteneree ect mayor concentración de AIC. Aconeejen
sembrar primero con un organismo del ¿{nero Aggobacter y luego
inocular un organiemodel género Acetobaoter, ein aislar el pro­
ducto intermedio y ein egregar otros productos nutritivos.

En 1927. Wilson y ooleborndoree (117). demuestren que el tac
ee producido en ln fermentación eoetobutilico por el Clostridium
noetobutzlicum (Weizmenn). comoproducto final Juntanente con
¡cido ecdtioo y ¡oido pirúvioo. Ye pertir de eete último áci­
do, agregado e le naaa en termenteción. Johnson, Peteroon y Rred
(44) en 1933. demuestran también ou form.ción.
‘ En 1943. Pr‘vot y Tettanel (60), eeñelen ene le mayoría de

las bacterias enaerobiee eetudiedae por ellos, tornan AIC. ¡en
comoproducto intermedio o final del nOtnb011SI. e indican la
inportenoi. del niamo pure el deeouhrimiento de eetus bacteriec.

Cellut (30) en 1946, compruebague tod.o las oepae de jiggig_
oholergg producen ano. algunae de 2 a 60 ng. por litro dc cul­

tivo y otrne de 2 e 204 me. por litro.
Le producciónde acetoin. a partir cel 2-3-butilene ¿liool,
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fue oonstatede ya por Elias (46) en 1905. bajo 1. influencia
del Micodcrnaeceti; nie tarde, por otrae ccpeoiee del genero
:cctobacter. por Viceer't Hooft (107) en 1925, y recientemente.
en 1943. por Fulmcr, Underkcfler y Dent: (29) por el Acetobaoter
cubogzdane.

Walpcle (110) en 1910, tambien encontró ¡ue c1 nerobnctcr ¡ero­

ggggg_producia eoetoíns cuando crecía eeróbielnente en un medio
conpueeto de pcptona y 2-3-but11ene glicol. y obcervo gue la
producción de AMOera mayor ¡1 ee h.c1¡ Pthr un. corriente de
oxígeno.

En 1944. Stenier y Frntkin (95). estudiaron la oxidación ¿.1
2-3-but11ene glicol por loe generce Aerobaoter, Aerobacillua
y Aeromonee,

En cuanto e 1a producción de AI! por el Bac , tu!
observado por Bunker (20) en 1926, en un necio de agua de lova­
eure y 2-3-but11enc glicol eolanente. Fu! estudiada con mayor
detalle por Sthcly y ¡erknen (94) en 1942.

Proggeggdeedel eeetilnetilcarbinol,

El AMCcomercial ee un 11qn1do. que conservado en balacera
durante una conan. o más ce transforme en un eólico emorfo.

Tiene ¿[pureaee de ¡1ectálo. que le comunicanen oler, debadc
probablemente e le lente oxidación del AMC.Stehly y Ierknen (94)
intentaron purificarlo por destilación el vacio. pero se descon­
ponc. ¡or ser eoluble en agua y alcohol e incoluble en ‘ter. en
el quo ee loluble el dieoctilo. ectoe nutoree lo purificaron 1a­
vándolo con ¡ter enhidrc y filtrándolo luego al Vacío. Obtuvic­
ron ací, un producto cristalino, blanco e inodoro. ein punto
de fusión definido.
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Goldemberg(33) lavo tambien el eólido con ¡ter anhidre, ee­
cándolo luego en un. corriente de anhídrido carbóntco.

La acetoína existe a temperatura ordinaria. en forma sólida y
polimerizndn. y al eetado liquido comomonómero.Lo forma eóli­
la, eegfln Pound (78), no entre oxidación. Bote autor, eetudió
el ¡rado de adeorción de oxigeno por el líquido, obeervnndo que
le adeorción era proporcional al tiempo, aunque eeñcla que die­
minuye luego de cien a trescientos dice.

El AICtiene importancia comoaromatiznnte de la manteca. ¿si
loe cultivoe de manteca aiempre lo contienen acompañcdodel di­
acetilo._Loe cambios quimicoe que resultan de la formación de
eetoe compueotce fueron estudiados por Hammer(36). con el ob­
Jcto de producir mejoree 'etartore' do manteca. Poeteriormente,
en 1933. Michaelian, Former y Hammer(66). eeflalcn ¡ue el Gnr­
binol ee cuantitatiVamente mie importante que el diacetilo, ym
que el contenido de ¿no ee de dies vecee el de diacetilo. Eatce
compueetoe eon producidoe por loe Streptococcue fermentadoree
del ¿oido cítrico que eot‘n normalmentepresenten en cultivoe
de manteca.

Una patente de Simoney Burton (90), eefiala le importancia
del AMCcome antioxidante -en una proporcion de alrededor del
0,1 fi 6 mfio- en composiciones tolee comoloe aoeitee de higado
de peeoedoe. Aotumria , en este ccoo, comoeatebilinmdor de gre­
pcrudoa de vitaminue lipooolublee.

SegúnPiazza (75.. el ¿no podria car un indicaior muyimport
tante para vnlcrnr eneilaje. ya que cuanto máe pobre ee el enmi­
laJe. menorcantidad de carbinol contiene.

La ccetoínm ee encuentra eiempre en el vinagre de vino (Vieeer'
t Hcort(lo7). eiendo principalmente un producto de oxidación del
2-3-butilene ¿licol por la. bacteriae aceticae.
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!ulnda y Kuronc (119) señalan ‘uo cl .uc puedo cor cl factor dc­
tcrninuntc para 1- difcrcnciaoión dc vinagrca Icrmontudoac 1-1­
tudoa, poruuc no puede rcvclarcc cn coto. últimos, c ac halla
cn cantidadcc muypoqucñnc. El vina.rc do vino contiene dc 500
u 800 ng por litro dc ¿HCy cl dc alcohol dc 2 a 16 ng por 11­
tro, ccgfin Tóth (99).

Los vino. tambicn oonticnc acctotna -0nr1no Canina (31)-.
Según ¡itoniani y Gusana: (6). cl ¿H0 no cc cnoucntru cn cl

vino comoun producjo norlul dc la tormentación cinc gue parccc
cor un producto dc cnchccimicnto, haliándOec cn los vino. natup
ralncntc vicjoa. capcoialncntc los dc pronunciado aroma. '

La. oidras cnbotclladac ticncn dc 10 a 50 ng por litrchicilc,
ocgún stcnart (97) c y lo corvcza dc 18 u 26 ng por litro, ccgún
Bibcrccu Guyon-Pcynaud (84).

En 1935. Viaocr't Hooft y dc bccuw (108). scñnlun quo c1 ARC

cc encuentra cn la mayoría do los pano- fcracntadoc por levadu­
rac y cc probablcmcntcun factor importantc cn el sabor ncturul
dcl pon. Esto conticnc, ccgún Bibcrcnu Gayon y Pcynaud (84). dc
18 a 28 ng por kg.

En .1 o.“ tostado, Hughccy sum (43) Inlch cmtidnica igua­
lcc dc ¿un y diaoctilo (aproximadancntc 15 ganas por grano.)

Tanbi‘n cc ha encontrado la acctoinn cn grano. dc nata. trigo
cebada, lino, avcna y ocntono. Aa! Lomoigncy üonguillcn (62).
cbcorvuron quo Cata aumentaba durant. la germinación. Las mismo.
nutorcc (63), y por el mismoproocdimicnto. cnoontrcron coctoínn
cn la aangrc dc algunos cnimalco (vaca; cnrncro, cardo y caballo)

Schnclíusu (88), hnlló tunbión ¿HCcn la orina humana.
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Enbeoteriologia el eoetilnetiloarbinol tiene une importenoin
muygrande comoelemento de clasificación de diatintae especie.
banterienae.

Asi.por ejenslo. eu preeencin sirve para diferenciar el 53:2:
hunter eero¿enee de ¿eoheriohie 00;; que no lo produce; e1_gg:
cillue ¡olxgzznljrñn productor de AMC,del Beoillue ¡noerggg
¡ue no de ecotoinn -Perter. En Cleekey y Levine (77).

Entre los trabajos que unen 1a presencia del AMC,oon e1.ob­
Jeto de caracteriser 1n- dietintee eepeoiee del genero Becillue,
ee halle el de Lenoigne. Delnporte y Croieon (61) quienee ceñi­
lan que todos loe baciloa eon productoree de AMCen layer e lo­
nor grado. Aei. eegún Angela Soriano (91). el Becillue Gorga!
no da ln reacción de Vogee-Proekeuer. Sin enbnrge aquelloe eu­
toree eeñalan en en trabaje que cuando ee unan mayoreo cantida­
dee de cultivo para la determinación de acetotnn. puede revelar­
ee eu presencia. Concluye. que el ¿IC permite, en el onso del
genero Becillue. diferenciar eobre todo eepeoiee que eetán bien
eepcradae ¡nan de otras y gue no ee muy seguro pere eepeoiee
any veoinue.

la reducción de ln noetoínn, formado. por elgunne levaduree.
el correspondiente gliool. fue propueeto por Antoninni (4). en
1942, comoteet pare le clasificación de levadura. eloch‘lioae.

Le pronuncian ¿e AECpor el vibrión ooldrioe. podria tambien,
eervir pero identificarlo, eegúneefiele Gellut (30)“ 1946.
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En cuento al origen biológico del AMB,loe eetudios realize­
dos hasta ehore. no llegan e un ¡cuerdo general. ¿egún algunoe
investigadoree. el aoetaldehido ee un internedierie en le fer­
mentación de gluooea e AIC. ¿51. Neuberg e Hireoh (68) en 1921.
Neuherg y Ohle (69) en 1922. Neuborg y Reintflrth (70) en 1923.
y Neuberg y Simon (71) en 1925, donne-tren que el cerbinol ee
forma por condensación de doo noldcules de eldehido, etribuyen­
do Neuber¿ este oondeneucidl e la enzima onrbolignee.

Tanbidn Kluyver y Donker (47) en 1925. de-ueetran que en pre­
eenoie de neeptoree de hidrógeno (talee comooxígeno. azul de
¡etileno o azufre) el eldehido acumuladodurante la formentuoi‘n
de la glucosa por leVadurae, ee traneforna en AICy 2-3-butanediel
según el 5r.do de eereeoión.

Toniyaeu (98). eeflala tanbien que el agregado de eoetaldehide
eoelere la {creacion de AMC;luego sería su precursor.

Otros eutoree demuestran 1a formación de aoetoinn e purtir
del ¿oido pirúvico: Hermenny Heueohnl (40) con Aoetobaoter, y
Johneon, Peterson y Fred (44), con Clootridium acetobntllieum,
El ácido pirúvioo ee deeoerbozile dando acetaldehido y este ee
oondenea con otra molecula de acetaldehido dando lun. Sin ember­
go. Silvernan y Werkman(89) en 1941, .Cñülün ‘uo un. prepara­
ción de enzinue libre de odlulae del Aerobaoter aerogenee, ocn­
vierte el ácido pirúvioo en AMDy 002 ein formeción intermedia
de acetuldehido.

En o.nbio, otros autoree. indican \ue la noldoule de azúcar
da direotumente 2-3-butilone gliool que por oxidación biológica
da AMC(HorowitI-Wlaeeoen y Hodionoea (42) ).

Tenbiónen 1937. Berritt(9). encontró gue algun.e bacteria.
pueden oxidar el 2-3-butilene glicol e AMC.
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Stahly y dorknan (94) tanbián demuestran la probable formación
intermedia del acetaldehidc ya gue, por agregado de éste a un
¡odio con glucosa. fermentndo por Bncillun ol xa, encuentran
un aumento en la producción de aun.

Por otra parte, en 1932. Walter Ciuns (15) demuestra con una se­
rie de experiencias. que puede obtenerse AMCy discetilo por sc­
ción enzimática de 1a pepaina sobre una ds las protelnns de ls
leche y soñala que ollo estnrín. por lo menosaparentemente, en
contradicción con el hecho generalmente sdmitido de sus el AMC
se forms siempre por acción nicrohisne sobre los slúOst...

Los estudios realizados por dibtintOI investigadores con el
objeto de conseguir una mayor producción dc AMCpor fernentnción,
señalan comoc1 factor I‘I favorable s la seresción.

Apart. de lea patentes de Verhsve (103, 104) de 1929 y 1933.
y de Kluyver y Schetfer (48) de 1933. y otrs pstente reciente,
1950. ds Vergnnud(105), que usan una aerención intensa para evi­
ts: 1- torm.c16n de 2-3-butilens gliool o trsnsfornsrlo en ¿Ic,
el trasto másimportante uuizás, en este sentido, en el de Stal­
1: y Wefknun(94) publicado en 1942. quienes trabajaron con el
.Bscillus pollglza y un sustrato tornado por glucosa y peptona.
Señalan gue en condiciones aeróbica. hn: un nurcado aumento de
AMCy quo, en general, un bajo potencial redox favorece 1a re­
ducción del carbinol s gliccl y, en cambio. un alto potencial
redoz estimula lo oelúeción del giicol s csrbinol. Consideran
que el AMOy el 2-3-butilene glicol tornan un sistema reversi­
ble de oxidaciónpreducción.

Yuen un trabajo anterior. Stshly (93). señala que en ln. pri­
nerao Otapúl de la fermentación de la glucosn o IilOIu pcr_gg:
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oillua ggllglxa, ee forma poco AEC,porque el En eo bajo; pero
n msdidn gue la fermentación ¡wanna y el poteneiul redon ¡unen­
ta. ee form. más AMC.

Pooterlornonte. en 1944. Freeman (26). trabajando eon Aerobao­
ter aerogenoe, encuentro asimismo gue la acetoínn rOOIpI-lb al
gliool comoproducto principnl. OHuICOla gerención eru continue­
da luego ¡ue la concentrnoión de 15 eno-roce -en el medio ueueo­
oaín por debajo del 1%;

Kooi (52), fermentnndo medios de maiz con Encillu; polgglxn,
encuentra tanbien gue largo. períodoo de fermentáción conducen
e un uumento en ln producción de AMBy a un. disminución en la
producción de 2-j-but11ene ¿11001. p.rt1cul«rnento ou«ndo.1n oon­
centrnoión del nedio eo baja.

Tambien Aduna (1) y Roee (83), presentan dutoe mostrando mayor
producción de acetoínn por efecto de la aereuoión y en general en
condiciones aeróbioae.

Por otra parte, puedefavorecer“ la tormoión de un. yor el
¡gregado a los medio- en Ierment.ción.de aceptoreo de hidrógeno.
tale. comoel unul de netileno. naufre. nitrato de potasio, gire
a presión. oistinn. guinona. etc. comolo indican loe trabajoe
de Toniyneu (98).kereteky y ¡erknnn (72). etc.

Lau uumsntou de All se hnoen a ezpens.o del 2-3-but11ene ¿11001
¿31,per ejemplo. el .zul de ¡etileno eïuilibra el ¡latina n un
potencial redon donde puede funcionar comoun acepto: de hidró­
geno llevando a cabo ln oxidación del 311001 a o.rb1no1.

wilson, Feterson y Fred (116), eetudiando 1a producción de AMO
por el Clostridium aoetobu511;gnm, encuentran a“. en muysensible
a distintos factores: eei con proteínas y con carbonatoe disminup
ye, y oon ÍOIÍatOS eumentu.

Por otra parte, Salmoireghl (86, 87). ¡Oñals ¡ue trabajando con
Aerqbacter aeronenee, el ¿un oe torna en mayoreo CantidüdCÉ en
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nediee ¡ue contienen poptona que en aquellos que no la contie­
nen. preeoindiendo de ln concentración de ¿lunoen. y además en
Indios een pequeñas cantidades de ¿luce-u. la nezola de fosfa­
to. nonopotánioo y bieódioo, inhiben la producción de "mc. Con
layer concentrnción de glucosa (2 n 105 ) la noción inhibidor!
sole tiene lugar con un. concentración elev-da de fosfatos.

Tambienlee salen inorgánione parecen atentar ln pronunción
eo ¿zm ¡um-r. Donkery vueer't neon (47). encontraron .me
la. leVadurne producen más ¿Mcen un medio inorgánioo gue en
otro con enetanciae nutritivue orslnioae.
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H‘tcdoe cuantitativoe, Antecedenteea

Unode los prineroe nótodoe cuantitativos para determinar AIO
en medica de cultivo. ee el gravindtrico. propueeto por Loneicne
(60), en 1920. Goneiate en ¡grebar a una porción del cultivo,
un. solución de cloruro tórrioo para oxidar previ.nente el ¿no
e diacetilo. y luego dettilar el diacotilo tornado. El destila­
do ee agrega a una neacla de hidróxido.de amonio. clorhidrato 1
de hidrozilanina y cloruro niaueloeo. El diaoetilo ae transfor­
na en la dinetilgliczinn que con el niquel da un precipitado
rojo de niauol-dimetilgliolima. que se peca.

En 1927, VenBiel (101). nodirica el nótodo de Lomoigne. por­
que no da reoultadoe ni cuantitativce ni constantes. e pecar de
eu eeneibilidad.

Su modificación conciete en agregar un czconc de eolución de
cloruro fdrrioo al 50%o una porción del cultivo y deatilar len­
tamente. El destilado ce añadido a una mezcla de clorhidrato de
hidrozilanina. cloruro niguelooo y acetato ae sodio. en lugar
del hidróxido de amonio usado por Lomoigne. Daetiladoa aproxi­
madamenteloa tree quintoe, eo cierra el balón y ee coloca e
80°C a baño maria durante una hora. El precipitado de niquel-di­
netilzlioxina ee filtra, lava, oecay peca.

Según Van Kiel ee detornina asi un 97%de AMC.siendo loa re­
eultadoo conetantec.

Pero Direchl (19), en 1930, luego de realizar 25 determinacio­
nee con óete último mdtodo. no consigue reproducir loa reculta­
doc obtenidoo por VanNiel. logrando solo un resultado promedio
de 85%.Considera coto autor ¡ue la oxidación con cloruro tórricc
ee incompleta.
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En 1937, Kniphorst y Kruisher (50), teniendo en cuenta los
resultados de Direchl, vuelven a ensayar el método de Lemoigne
modificado por Ven Niel, usando AMCpuro y calentando cuidadosa­
mente con el cloruro fórrico y obtienen sólo un promedio de 91%.

Estos investigadores modifican entonces el método anterñor
proponiendo el uso de la mezcla de cloruro férrico más sulfato
ferroso para ozidar el AMCe dineetilo y obtienen un resultado
del 96 el 97%.

Prill y Hammer(81) en 1938, describen un micromótodo colori­
mótrico pera el doane del AMCbasado en la formación de un
'dimetilglioximato' emoniaco-ferroso, de color rojo intenso.
Por este método llegan a dosar de 0,010 mg a 0,150 mg de AMC.

Otro método colorimótrico es el propuesto por Eberle (22),
en 1944, para la determinación de AMCen vinagre de vino y por
el cual le ecetofina es ozidadnpor el cloruro fórrico a diaceti­
lo, que da una coloración roja con creatina en medio alcalina
(hidróxido de sodio).

Un procedimiento que no requiere la destilación previa del AMC
para ser determinado en filtrados bacterianas, OI el propuesto
por White, Krumpitz y Werkman(115) en 1946. Consiste en deter­
minar la densidad del compuesto coloreado que se obtiene por
condensación de la diacetiloxima con ls urea, en presencia de
un ácido fuerte.

Hooreman (41) en 1946, modifica el método de Lemoigne para
ser usado comomicromótodocolorimótrico. Convierte n l. dimetil­
gliozima en un complejo coloreado con níquel tetraValente obte­
nido por oxidación del niguel binlOntO (que usa Lemoigne) con
agua de bromo. Se obtiene un complejo rojo. soluble, que Hoore­
manllama dimetilglioxima niquélicn para diferenciarlo del preci­
pitado obtenmdo por Lamoigneque llama dimetilglioxima "niguelosa“



De105 diatintoe metodosou.ntit-tieoe eeñaladoe en la biblio­
grafíe. el metodo de Lenglykke y Peterson (54) publicado en 1937.
fue elegido por noeotroe para le determinación del AMC.

Present. le ventaja de eer un metodovolunetrioo y eencillo.
y ei se tiene en cuente edemáe, la edeptnción ¿ue hizo del mie­
ne le ure Goldemberg(33) para ser aplicado a cantidades pegue­
ñee de liquido fermentado. resulta eer relatiVnmente rápido.

La dificultad que preeenta la determinación deantitetiva del
AMCen oultivoe. reeide en el heoho que la eoetoine generalmente
ee halle eoompeñadapor etroe compuestos de propiedadil comunes.
Alí, por ene propiedadOlreduntorae. ee volatilidad y oxidación,
interfieren en eu determinación. loe ezúcaree reduntoree. produc­
toe volátilee y elcoholee respectivamente. Reeooiona ademáeoon
el iodo alcalino -ya que tiene el grupo ¡oetilo unido direct.­
menteel oerbono- interfiriendo ¡or ello .‘1. aoeton., también
en en determinación.

Sin embargo. Lenglykke y Peterson, deeerrollaron eu metodo be­
eadoe preoieemente en eeta últim. propiedad del ¿no de reaooie­
nar oon el iodo alonlino, dando iodoformo, y .demáe. tevieron
en cuento el hecho de que. cuando eoluoionee acuosa. de eoetoine­
eon deetiladue sin reflujo. lo hacen en una proporción definido
y oonetunte que ee independiente de lu concentración de ln eolu­
ción. (Metodo ee Virtanon y Pulkki (106). Ver cuadro e oontinue-.
ción).

Así, eegún indio.n Lenglykkey Peterson, destilundo los tree
ouartoe de la eoluoión. eliminando le primera mitad. y recogien­
do y titulendo el tercer cuarto destilado. lae üu't330188 que inp
tertieren eon prácticamente eliminadae (eoetona y etenol princi­
pulmente).



45­

Volatilidud del AMDen solución ecucgg

Fracción deetilude AMBdeetiladc eogún
Lenglykko y Peterson­

fi¡s

0 " 25 3108

25 - 50 27.9
50 - 75 23.9

En cuanto cl 2-3-butilene gliccl,.qno tanbien reacciona con el
iodc nlcalino n temperatura ambiente dando un contenido aparen­
te de AMCequiVulente o un 10* de cu propio poco. prácticamente
no interfiere, ya un. ne eiondo volátil no .parOOOen el tercer
cuarto deetilado. eiendo por lo tanto el error reeultnnto dee­
preciable. í

Icnglykke y Petereon hacen le dootilaoión usando 100 Il del
filtrado olerc del cultivo: deshechnn'loc primeroe 50 nl y re-'
cogeny titulan lce 25 Il eiguicntee.

Egaerimentacióna

Boeotrce hemosempleadopara la destilación el eporatc cone­
truido por el eeñor chbeeea para ln nrn. Goldenborg, quien lo
usó pare el enenyo del notado. en en trabajo de teeto (33).

Conets de un tubo de vidrio Pyre: de 4 cl de diámetro por 20 cn
de lergo. cuyo oztrono eanerilado ee ndapta e un refrigerante.
¿ete longitud del tubo de deoti.nción. tenis por objeto ilpodir
el pacajo de eepuna el deetilado. en el caec de cnc ¡eta ee rcrb
mara.
Pure evit.r eohreaeltoe durante ln ebullición del licuido. ee
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colocó dentro del tubo algunas perlie y capilaree de vidrio.
Lc deetilioión fue realizado cobre 20 al. del liguido centri­

-tugado claro. colocado en el tubo de destilación y el que egre­
genoe l gr. de ¿oido foetctúngctioo para evitar le formación de
espuma. '

Le destilación duraba de ¡cinco a veinte ninntoe. El calenta­
miento fue hecho directamente con el neohcro. cuidando ¡ue la
¿OltithÁÓn fuera regular y n razón de unne 25 a 30 gotae por
minuto.

Los princrce lo al deetiladoe fueron recogidos en una probo­
ta de 10 m1.: deoheohadce, siendo recibidos loa 5 al. eiguien­
too -tercer cunrto dcatilndo- en un notracito de 5 m1.. otorg­
dp por posada con agua destilada. ¿ste fué ln cantidad uendn
para titular.

¿etoe 5 Ii., conjuntamente con lae tree porciones de agua dec­
tilada empleadapara enjungar el matraoitp. tucron ogre¿ados
e 5 nl de hidróxido de oodic I contenidas on un grlonmeyer de
tapa onmorilada. Mientrae eo agitabn el urlomaeyer. fueron agre­
gadoe con pipeta 5 nl de iodo 0,2 N, doJ.ndo 1ne.o el nrlonmo­
yor en la oeouridad unoe lO e 15 minutos. Transcurridos estos
fue egresado 5,5 nl de ¡oido sulfúrico H , titulnndo inmediata­
mente con una solución 0.1 a de tiosulfato de sodio en presen­
cia de eluidón.

il mismo tiempo y comocontrol, Inc hecho un blanco con agua
destilfidn y 5 m1 de iodc 0.2 I .

Para titular hemoeusado une semi-microbureta que permite e­
preoiar el centdcino de nl.

La concentración de loa reactivos uendoa {ud calculada en bc­
ee a una determinación previo aproxim-da. con el objeto de cono­
cer ln cantidad de AÑOono producen lao distintae copos de ya:
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cillua 21mm utilizadas por nosotros.
Para la preparación de loe reoctivoe “¿dos en 1.a«Antenna.­

oion cuantitativa de AMG(1odo 0.2 n, tiooulfuto de sodio 0.1 n,
y almidón ) hemosseguido laa indicaciones de Boltan y San­
dell (51).

I-‘erzzumtución=

La fermentación fue realizada por nosotros en Erlenmeyer de
300 m1, usando 50 m1 ¿.1 medio compuesto de avena (5%). y foo­
rato bipotAeioo (0.1%0cuya preparación ha nido ya. detallada,

jeta diferencia entre la euperficie y volumendel liquid; e
tormenta. tiene por objeto obtener una mayoraereaoión, lo que
favorece la formacióndel me. ¡etanol-on (45). M elprimero
en ontudiar la influencia de la relación de superficie e volu­
men en los nedioo de fermentación. siendo coach-mado. sue obser­
vacionee por Adamoy M9110 (2) en 1945.

Senbrsmoocuatro Erlenmeyore por cada une de lao cinco cepas
estudiadas, ee decir, cuatro firlenmeyerspara ouluvou no tr:­
tados y cuatro para cultivos cometidos al "heat Ihooking' y po­
rn uno y otra tecnica; lo que hace un total de sesenta alome­
yoro.

El 11160qu m6 preparado con el mismomedio de cultivo ( eve­
na Si, foot-¡to bipotínioo 0.1i). on el cual m6 sembradaun un­
ea do un cultivo esporulado y ae incubó e 30°C durante treo dias.

La cantidad de indonlo ¡linda para sembrar ou oudc: ¿.rlemnoyer
-50 m1 de medio- fu‘ de 1.5 m1 o seu “ha concentración del Si.

La influencia del iuóculo on la rematociin realizada por
Bacilluo golmïm fue estudiada por ¿atmelaon (45). Ledingham.
adams y Starter (55) y Blackwoody Ledinghnn (11).



Eetee inweetigaderee llegan e la desolación que en general
le eded. cantidad y tempereture dei in‘eulc ee eee teoterce eri­
tioee entre enpliee limitee.

ketznelecl (45) dice que 1a eded del mismoyuedc eeoiler ee­
tre 10 y 96 herce, y le cantidad e near, entre 2.5 y 5%6 nie.

Bleekeecd y Ledi¡¿hen (11) eclelen 1mimportancia que tiene
el heehe de que , ueende une pequeña cantidad de iaóeule, pue­
de ebteneree eeiaiene. en eperaeionee de gran escala, un buen
renümieete de lee preduetce de fermentaoi‘n, nano una mer
cantidad de ineeulc. e en ctrec pnlehrec. un ¡eyer ¡amore de
peeteriee agregadee. eele eirve pere aumentar le veleoidad de
fernentaeicn inicial ein afectar la yreperoicn de les'predue­
tee fcrmndee.

Lee Etienneyere eenbredec cen el ilecule, fueren inoubedes
e 30°Cdurante contre dise; lea liquidos ternentedes fueren lue­
ge nezciedee y congritugeden, nannde el liquida eebrenedante
para le deetiicciel.

Lc eentrifugaoión ¡e etreei‘ dificultades para alguaae eegee.
yc que en 5 a 10 minutes se ebtenie una seprraoi‘n neta de le
parte eólide y liquideg pere, en cambio, ocn atras, cone eeurri‘
eee le cepa 3. a le qua Ilcgence a centrífuga: durante caci una
hera. ¡e ecnaeguimec¡edificar en turbidez.

Observandeel enpeote de lee líquidos tornentadee pedtanes
predecir ei eentrifugerían bien e mal. ¿01. pidamos observar
que lee oultives que eentrifngeben rápidamente, presentaban
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los productos sólidos ds la fsrmsntoción rsunIdOs sn 1a super­
táeis. y la parts líquids, bastsnts clara. por debajo. Enosm­
bio sn los cultivos quo contrirugabns mal. ss obssrvó una ttrbi­
¿sz uniforns sn todo s1 volumsn ¿s1 nsdio.

Esta distinta filtrabilid.d ds los ¡odios fermentadospor las
aspas ds Bacillua polymyzny su rslación con s1 rsndimisnto ds
los productos ds fermentsción. tus sstudiada por stunisr. ¿dans
y Lsdinghan(96). Estos investigsdoros distingusn trss tipos
distintos y característicos ds massa fermentadas, quo dspsndsn
ds la distribución ds los sólidos despu‘s de la fermentación:
tipos Ay B, que no presentan ditzcultadss anna filtración. y
s1 tipo c que filtra muynal y sn sl cual ns hay una sspuraoiós
sntrs sólido y li‘uido. -Oñulán ‘ue onda tipo ds medio rsrnen­
tado pusds estar formado por aspas buenas y malas productoras.

En 1950. Csssthsr (16) sstudiando los medios tormsntndos por
Bsoillus polymyza, halló los mismos tipos A, B y c ds Lsdinghsn.

Cálculosz

Ls reacción sus t1sne lugar con sl iodo sn sodio slselins ss
ls siáulsnts:

312+6mon.31u4310m43320
ca3_cnon.co.cn3+3 10m.- c331 4 cn;.cnon.coon. 4 2 ¡son

Vsnoa gus una nnldoula ds ¡MCsquivals s sois átomos ds 10‘s
y por lo tanto un milimol (88 ng.) sqniv.1s s 60 nl ds iods 0.13.
luego por cada nl ds todo 0,13 “lado sn la rsscoión iodofórnios
hay 1.467 la. ds ¿MCsn ls usostrs.

Lsnglykks y Pstsrson hallaron que el 23,9%ds la .ostoíns ds
1. nuestra sparsos sn s1 tercer cuarto destilada. Por lo tanto
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puru obtener el contenido total do ¿mccorrespondiente e los
20 al destiladoe. debemoedividir el contenido del tercer cuar­
to por 0.239.

. 467 1 45203:: 100d ¿Mc 1' .
"e ° fi ' 0.239 20

Aseoyíez repreuente le diferencia entre el ¿“to del blanco y
el de le muestre, que expreesdoe en nl de 5203Nn2dan el conteni­
do de “wc de la nuestra.

El metodo de Langlykke y Peterson fue lpliOudO por otros in­
vestigadores. Así , Bleu y Efron (14) trabajando con este neto­
do hallaron que para eoluoionee que contienen elredodor de 1%
de acetoíne, aparece en el tercer cuarto destilude el 241 del
total de .cetoina y Freemany florrison (27) obtienen un 23.4 f.
Le Dre Goldenberg (33) obtuvo un promedio de 25,3 fi de AMCque
defltilu en el tercer cuarto. y cuandousó ácido roofetúngetioo
para precipitar lao proteina. y lao celulae. obtuvoun valor
promedio ee 21.1 ns fi.

Juetumente, Lenglykke y Peterecn (54) eccneejen determinar
para cada ¡odio de cultivo distinto usado. el porcentaje de AMO
que destila en el tercer cuarto. ya gue este Valor varíe ocn le
naturalsze de la solución bajo ¿n‘lieieo

Lee determinacionee fueron realizadae por cuadruplieado.

Dudala naturaleze del medio de cultivo usado y para deecar­
tnr 1. pbaibllidbd de que el mismoebeorbiera icdo durante la
titulación. hicimos una eerie ¿o determinaciones previos. een­
hrando el Bucilluo maceruno. bacteria gue digiere el medio en
la miel“ torna que el Beoilluegpclyqyxn.pero gue no produce AMC.



Le cepa de Baoillus m.cerans “nada fue la numeradn 3-21. que
nos fu‘ cedida gentilmente por la fire. Giumbiugiy fué seuhr.­
da en la mismaforma ‘ue ae hizo con 1. b-cteria en eetudio. e
incubada a 37°C durante cuatro dias.

31 líquido fermentado fué centrifugadl y luego destil;doe
20 m1 (agregando 1 gr. de ¿oido fosfotúngetico). titulundo el
tercer enarto destilada. Fue hecho un blanco con .6uu destila­
da y Sml de iodo 0,2N.

Comoee deaprende del cu.dro eivuiente. el medio de avena­
fOIfth no absorbe práctiCamente iodo. yor lo ‘ue no introdu­
cimas con ¿1. un error apreciable en lu determinación del ¿M0,

Blanco fiuustr. ¿áyreeado en
., . Q, ,_l’ . i HQ. dd ¿un
3933.13: 3°3T‘ïít95í‘:“2%?” en el ser­° 6 u ' 3' ‘ ° cuarto

9’63
9.63 9'50 0'“ .

d.
4 aetermin. ­

clones) ¡rom’
0,06

También fueron hfichafl determ1n3010nee semhr.nuo el Jeoillua

macer.ne y añadiendo cantidades conocidae de “¿o puro ('), para

(') El “HC“lado en 0‘tn. determinaciones. nee fué cedido. al
estado sólido, por la ara. Goldemberg, quien a a“ voz ¿o recibió
de loe ¿st-dos Unidos. de 1- Fairmount Ghemio.1 Co.
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ver la ingluenoia del medio de cultivo usado y determinar p;rt
eete ¡nee el porcentaje de AMCque destila en el tercer cuarto.
El ¿MCfui agregado al liguido tormentado y oentritugado, en
1a cantidad de 50 ng. fi (10 ng. de ¿EDpara 20 nl. de liquido
e destilsr).

En todas esta; deatilaoionoe fud agregado 1 gr. de ¿oido feo­
!otúngatioo y ¡e hizo un blanco con agua destilada y 5 Il. de
iodo. Los datos obtenidos pueden verse en el cuadro.

Hemosobtenido un promedio de AIC que ¿Outiln en el tercer
cuarto ¡un ee de 23.4fi.

Por lo tanto,al hacer los oílouloe, para obtener el total de
AMCde la muestra, debemos dividir por 0,234.

1.467 ¡AS¡OAM2 100
“3° fi “m " 0,234 ‘ 20
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Determinhción del ¡oroentajo g: AMCgps destila
.4!L33o225225.2225ï2.

Medio do cultivo: Avon; 5%- P04HIQ 0,1%

Blanco Nuoetrn

5203A52 0,1ü SQOJNIQ0.1K ¿5 mg.¿ïc Porcentaje
_ 5fiv3ua2 titulados do ¿MC

.1 ízzt.' ¡1°Ï::t.. al. on ol sor. ‘05t118d0oncuarto ol 30r.ouarto

8.17 1.53 2,24 22.4
9,70 8.11 1.59 2.33 23.3

(promedio 8.05 1.65 2.42, 24.2el.4do-tormina-
ciones)

Promedio fi 23.4
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DETïRMlN/ÁCION

"¡aok

CUANTITATIVA ‘DE. ACETIL

Cumvos' CON HEAT SHOCKI
Cumms sm HEAT SHOCKlNG - .

n . ' TECNICA DE WEIZMAN

BLANCO MUESTRA] m9 AMC mgAMC anco Museum ""9 4‘

' 431V 5¡05Na¡5,1N3,0,N123ANfiA5203N22 ¡N EL 0/0 HS. szopNa¿0,1N5,0,N.¿o,1N A5205Noz E" E
L) * mi GASI’. ml. cast mL 3” CUARIO L, mL ¿Act n'al eAsï. mL 3"ch

. - 4 _.._4r .. _.__..._...‘..-.2 ...,.__¿...,_..l_._._-.... ,..-.,__._._

8,45 1,11

.1 9,1,2 8.44 {1.16 5:1 1,76 337,6
Promcduo 8,38 É “24
dcÁJefer.h

1

. ' 8,05 1,59 . 3,00 ‘ 1,62

í v 8,03 1,59 x 9,62 7,554 2,07 N
5 ' 9 62 ‘°. ' . oo ­

: J 7,98 :1,64 ¿"2156 50)4 “21 ¡»emma i. 7,53‘ 2,04 ¿J 2,61

É 7,99 1,65 “¿‘f‘“ .8,“ 1,56

I 8,60 1,05 ' 7,32 1,31
1 ' . 8,60 1,05 m . 7,91 1,72 v

l ¡I o _ N

:- 5 19’65 8,61 1,02 1° 1151 . 32,5 “'21 9,65., 7,85' 1.78 '1‘ 2,55

8,61 1,02 ' ‘ 1,97 1,51

¡i 8,31 1,32 - _ ' ‘ 8,95 0,68 _

í E ' _ 8,31 ‘ L5? v ' A 3199 0265 os1 xD

z 7 9263 3223 E 114° ".3 1997 42:1. Más 9,65 8,92 0,71 6 1,01

‘ ‘ ° 8,51 á 1,32 . . 8,91 0,72

8,45 1,17 8,69" 0,93

g 2,39 1,21 ¿J ' , 8,71 ' 0,91 gi
¿919,62 8,55 1,27.: 1,82 38,8 uu, 9,62 8,70 0,926; 1,36

5 3,35 í 1,29 - I 8,67 0,95

: , __ _ _______._. _,___ y _.,_ v- -— -—- A



'A ‘01: ACETILMETILCARBINOL

IVOS CON HEAT SHOCKING

'TECNlca DE WE1zM'AN

«co Mucha/s]
11,0,1N5,0,0», 0,1N A SzÜsNaa

'997; _¿P,9ASÏ1_.h_I“É_NU

8,00 1,62

52 ¡,55‘1 2,07 N
, , 00

«aio 7,58 ¿2,04 .4

“7°” 8,06 31,56____.
7,02 E1,“
7,91 ‘. 1,12 a

65 ' 7,85‘ 1.73 K"

7,97 1,51

' 3,95 0,68

8,98 0,65 mv

ó?) 8,92 0,71 É“;

8,91 0,72 '

_.__ , __.-..<.-.l.-_+.. _.. _
8,69 0,93

h 8,71 0,91 ux'

52 8,70 o

8,67 0,95

mg AMG
EN EL

. 7...-.- -.__._.._.4.-­

3" cwmo

m9 AMC

0/0

Cuúwos CON HEAT 91100111110

TECNICA DE 'SORDELLI

BLANCO

S;0¡Na¡

1 . n

‘-.-q__._--_._——__<_.451-....q-...;......

9,62

9,62

9,63

9,65

9,62

ml. 0051.

|
Manta/sí

ml con. _.
O

8,45

s, 54

8, 58

8,52

8,04

3,03 !

8,02

7,99 Z

8,51

3,55

¿,55

8,54 2

7,01
7,31 1

?,81

7,84

8,10

8,26 Q

3,10

8,23 l
1

1,08
11,04

. ¡,10

, 1,58

1,59

’ 1,60

' 1,05

1,41.

' 1,36

_ 1,39

ml

1,17

1,12

; 1,00

1,08

1,09

1,76

1,76

1,32

1,79

5205*“:q, SIOBNH

1,09

1,60

.7 .-.. <

.1

mg AMC “¿Q-110104

¡su :1. I o

1,60 54,2

2,55 50,2

, 1,61 34,4­

2,61 55,8

-0 .._.,.__. ¡M

2,10 44,9
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OaPITULO VI

D I S c U S I O N

El comportamiento doi Bccilluc ¡911513! c1 colontanionto no
ha producido una oolocción muycvidonto do tornan cuporrocioton­
too ol color, paco ln oimplo prolongación dol calontonionto o
100°c yor un tionpo un poco nio largo quo al comienzo do lco
oxporimcntoo. produjo on sonoral una reducción apreciablo do
lo capacidad gcrninativa o la pórdida do olla. Puedo dociroo
quo ol calentamionic c 100°C. oi ha tonidc una capacidad coloc­
tiVa do oiertao forman. ¡otuo no han sido octonciblcmento torh
morrosistcntoo. y oi clgunu colección ha ocurrido no ha cido
rovclado por la Iuporvivcncia al calentamiento.

Lc ¿sr-galaridad dc loo reclltndon obtenidos con 1: tócnioa
do woizninn y un mojar comportamiento ¿o las bacteria. provin­
nento caporuladac por dcaocación, parocoria indicar gnc ent-tio­
ra un caminodo incromcntcr 1. difcronciución de la: “por-oc
on su propiedad tormorrocictonto. por la influcncia do raotcroc
capucco do inducir formu- particularou de esporulación.

Esta suposición octá cn ciorta nodo nfianzado por ol ditorcn­
to comportamiento dc algunas copos. quo mostraron doeco ol co­
nicnzc una mayorresictcncic. Paroccria gnc hubiera algún fac­
tor sonótioo ¡no determinara la rcaistoncia comouna propiodad
intrínseca. üaturalncntc. comool fonónouodel "heat chcoking'
no fuí analizado con ol proyóeito ic encontrar la V82160168in­
¡unida por ¡1. cólo Gabonnico: suposiciones.

I. falta do una colección ostonsiblc por el oilontamionto.
o do la inducción do la tcrmcrroaiatencim por ol nicho. fuó doo- }
dc ol principio un motivo ¡no no; indujo c no ooporar mucho do ‘
15 tócnio¿ del “bout chocking" para modificur la; prepicd.doo
biólogioao dol BuOillul ¡ollgïxa.an cfccto,la producción doi ¿no \



ñ
no cc vió modificada por cl prccccc del "boat chooking', tanto
por cl procedimiento ¡o Woizmunncomopor cl dc aordclli.

Tampocofueron cbcchadsc difcrcnoiac cn las c:r_ctcristicac
dc la. colonias cn planul. ni tampococn lcc cultivos liuuidcc
cn los suc cc formaba cl -HD, puc. oonccrvaban sus oaractcríc­
tioac ¿cl cultivo inicial.

R B S U 3 E N Y 0 0 I 0 L U á I O N B ¿A

Sc aplico cl mítcdc del 'hoct chccking' con cl pr0p6I1t0 dc
inducir una mnycrrcaictcncia ¡cl Bcoilluc pgllggzn. aplicando
doc tocnioac difcrcntcc.

Los rccultadoc obtenidos tucron Juzgados por la inducción cc
una mayor rcaictcncia al calor y por la producción dc AHC/.

13) lo tu! observada ninguna modificación cctcncihlc dc 1­
rccictcncia c1 calcntamicntc.

28) No oc obacrv.ron nodifioeoicncc cc loa caractcrcc morfo­
lógicos y dc cultivo.

38) Parcccría vcrccinil quo la propicdud dc rccictir al cu­
1er esti gobernada por vnriablcc quo no con ¡inylcncntc
la colccoión dc caporac más rocictcntcc.

43) In»!hlta dc nodifio.c16n de lc. prOyicdndccmorfológica.
tuvo cu paralclo, tanbiin. cn lc falta dc cambiocn lc
producción dcl AEC.
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