BIBLIOTECA CENTRAL LUIS F LELOIR

BibliOteca Digital BIBLIOTECA CENTRAL]EJLOIR

F c E N - U B A FACULTAD DE CIENCIAS EXACTAS Y NATURALES UBA

Tesis de Posgrado

Influencia del "heat shocking" en la
produccion de acetimetilcarbinol
por el Bacillus polymyxa

Mardyks, Esther

1953

Tesis presentada para obtener el grado de Doctor en Quimica
de la Universidad de Buenos Aires

Este documento forma parte de la coleccién de tesis doctorales y de maestria de la Biblioteca
Central Dr. Luis Federico Leloir, disponible en digital.bl.fcen.uba.ar. Su utilizacién debe ser
acompafiada por la cita bibliografica con reconocimiento de la fuente.

This document is part of the doctoral theses collection of the Central Library Dr. Luis Federico
Leloir, available in digital.bl.fcen.uba.ar. It should be used accompanied by the corresponding
citation acknowledging the source.

Cita tipo APA:

Mardyks, Esther. (1953). Influencia del "heat shocking" en la produccién de acetimetilcarbinol
por el Bacillus polymyxa. Facultad de Ciencias Exactas y Naturales. Universidad de Buenos Aires.
http://digital.bl.fcen.uba.ar/Download/Tesis/Tesis_0750_Mardyks.pdf

Cita tipo Chicago:

Mardyks, Esther. "Influencia del "heat shocking" en la produccién de acetimetilcarbinol por el
Bacillus polymyxa". Tesis de Doctor. Facultad de Ciencias Exactas y Naturales. Universidad de
Buenos Aires. 1953. http://digital.bl.fcen.uba.ar/Download/Tesis/Tesis_0750_Mardyks.pdf

UBA

Universidad de Buenos Aires

EXACTAS:

Facultad de Ciencias Exactas y Naturales

Direccidn: Biblioteca Central Dr. Luis F. Leloir, Facultad de Ciencias Exactas y Naturales, Universidad de Buenos Aires. Contacto: digital@bl.fcen.uba.ar

Intendente Giiiraldes 2160 - C1428EGA - Tel. (++54 +11) 4789-9293



http://digital.bl.fcen.uba.ar
http://digital.bl.fcen.uba.ar
http://digital.bl.fcen.uba.ar/Download/Tesis/Tesis_0750_Mardyks.pdf
http://digital.bl.fcen.uba.ar/Download/Tesis/Tesis_0750_Mardyks.pdf
mailto:digital@bl.fcen.uba.ar

INFLUENCIA DL “HEAT SHOCKING"
EN LA FRODUCCION DE ACCSTILMLTILCARBINOL
FOR ol BACILLUS POLY..YXA
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Tesis para optar al t{tulo de Doctor en @Quimice
presenteda por

ESTHER MARDYKS

RESUMEN

o e e

Se aplicé el método del"Meat shocking" & cinco cultivos de
Bacillus polymyxa esporula&os, con el propésito de inducirles

una mayor resistencia al calor, y lograr asi{ una mayor produc-
cién de acetilmetilcarbinol (AMC).-Se usé para esto dos técni-
cas diferentes: la de Weizmann, qQue consiste en someter a un
cultivo esporulado a 100° C, durante cinco minutos y luego en-
friarlo bruscamente. Por este procediniento selectivo, mueren
las formas vegetativas y esporas débiles, sobreviviendo sélo
las esporas més resistentes, Y la técnica prop.estz por Sorde-
111, que modifica la =nterior, hanciendo un poaseje por tierra
después de cada "heat shocking".

Los resultados obtenidos fueron juzgmdos por lz induccién de
un~ mayor resistencia al calor y por la produccién de AMC; pa-
ro lo cual se hicieron determinaciones cusntitativas del mismo
- por el método volumétrico de Langlykke y Peterson- en los cul-

tivos fermentados por las cinco cepas de Bacillus polymyxa, an-

tes y después de sometidas a la accién del choque térmico, ya

por la técnica de “eizmann, ye por la de Sordelli,
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No fué obeserveda ninguna modificacién ostensible de la
resistencia al calentamiento.

No se observ:ron modificaciones de los caracteres morfo-

~18gicos y de cultivo,

38)

43)

Pareceria verosimil gue la propiedad de resistir al cae
lor estd gobernada por vnriubles que n¢ son simplexzeante
la seleoccibn de esporas mds resistentes,

Le foltn de modificacién de lus Frv;iedades morfolégicas

tuvo su paralslo tembién ea la falie de enubio de la proe
ducoidn del AXC,
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GAPITULC X

INTRODUCCION

El acetilisetiloarbinol o scetoina, se hslla en cantidades va-
riedles entre los productos de fermentacién de una gran varie=
dad de cultivos bacterianos, As{, hay bactarias que producen
cantidades muy pequefias, 50 mg, 0 adn manos por litro de oul-
tivo; otras de 150 a 200 mg. por litrgy, por fin, squellas que
como el Bacillus polynyxa llegan a producir, segin las cepeas,
mis de un gramo por litro, depsndiende de las condicionss expe-
rimentales elezides,

S1 bien es8 ocierto que la aplicacién industrial del acetilme-
taloardinol (AxC) es por el momento de escaso valor, en cambioy
por ser fécil de caracterisar, gonstituye un test bacterioldgi-
e¢o muy importante para la identificacidéu de distintas especies
bacterianes,

Es per ollo, que el estudio de este cuerpo, sus propiedades,
carsoterisacién, determinacién cuantitativa, su origen en las
fermentaciones, etc,, ha 81do realigado por numerosos investi-

gadores,

En este wrabdbejo de tesis, hemos quersdo estudiar la posidbili-
dad de aunenter la producsidén de AMC, sometiendo a las bacterias
a la influsnoia del "heat shocking® o choque téruico, eligien-
do para ello, especialments, el Sacillus polynyxa, por su do-
ble condicila de esporulado y gren productor de acetoins,
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CAR1IULO IX

"HEAT SHOCKING" «ANTECEDE®XNTES

Cuando durante la primera guerra mundial, la esoases de ace-
tona hizo movilisar a machos investigadores em ls bldsqueds de
nuevos procedimientos pera su obtencidn en graan escala, Chaim
weliznann, en Inglaterra, encontr$ un método que llamé “heat sho-
oking® y que aplicedo por 61 al Clostridium ecetobutylicwa, me-
joré notablemcnte gu habilidad fermentativa, en el sentido de

der una mayor produccién de solventeos,

sl "hest shocking® o choqus térmico, 88 un procedimiento por
el ousl las cdlulss vegetativas ¥y ¢sporss débiles son deatruf-
dns, quedando gélo le3 esporas més resistentes,

Consiste en sometar uu culiivo esporuledo a una tewperatura
de IV0° contisrsdos durince UnVs KiLUTO8 ¥ luego enfrierlo th-
pidsacate,

weizwann (110,111,112) sefAsla que 108 mayores productores de
solventes son squelios cultivos ocuyos esporos son mnfs resisten-

tes8 al czler y declars adeafs qQue sometid a sus cultivos & 100w
150 "heat shoeking", alternaadd aste tratamicsnto con repetidos
subeultivos de 10s esporos sobrevivientes lusso de cada chojue

téruico,

E1 primeroc em caxprobar ie modificacidn dei metabolismo de un
ocultivo por msdio de repetidos subcultivos, fué probzblemente
M,L,Grimbert (33), en el ailo 1693, quién estudid la fer.entacién
producide por un bdbaoilo productor de alcohol butflico, Ubservé
que los cultivos en un medio con glucosa, producian una cierts

cantidad de ese aloohol, cantidad que &6 sumeniaba,despuds de




repetidos subculelvoe en uu medio poco «pto pern lea obtencidn.
de <&¢ wlcohol como &8 la inuliun, y viceversn, después de re-
yetidos suboultivos en un medio cou glucosa, ec. b.cteri. fer-
mentoba & le inulina u%e iantensriaente que al principio, A rafz
de esin observroibn supoane que no todos 1los bacilos de un~ ge-
ner~cifn est‘n dot-8os de la wmisme actividcd, nl de lo mium:
resisteucis y yue por uns verd-dera seleccidén sllo subsisten
aquellos jue pueden resistir un medio poco fevornble,

La eclimntacibn de cultivos de distintos orgauismod pora ore-
cer 0 ferseatar en u1edios yus contienen subst-acice yue les son
desravorables 0 yue son m:l utilizsdas, ha sido Irecuenteuente
reforido. aud cifront (23), en lu94, estudid el acoitumbromiune
$0 d: wl_unos ferucuto. (lev-dur. ae Gervesz., feormeutos l4cti-
co y butirico) a coupuestos de flugr, observando posterioruen—
te (24), eu 1520, 1. toler _uci. :dyuiriuc por los microor_.nic-—
005 heOla Subst-acies téxicus (arsénico), seil.l.ndo que ¢l me~
Cunisuo de est. toler.aciu uepeade ue li.. sslucoidn 4 uwo de unc
verd.uers inuunizscilu, T.mbién Puluer (28, en 19.1, «elin..té

lev.durss p-rs oreccr eu pre.enciu ue fluoruro ae amonio.

a0 gouer:-l by L1150 obeervado yus subcultivos Jepetidoo en re-
senci~ de un cirbohidr-to desfuavoroble, results en w: suucato
de 1s h~bildidzd pers utilizar ese ccroordur:to particulars rate !
werdhon (73), eu 1930, usd este procedinicnto pors sclim t-r
al Urcillus acetoetiiylicus e & un medio con cltas councentrocio=

ne: de pcutosas en ¢l cunl uo desarrollabe,

in el oxu0 de la ferueat: cidn acuvtobuiflioc~, 1lu obuervacikia
hechn independientemcvnte por distiutos iavestig::dores, de jue

un chltivo ce vlostridiua ccetobutylicu., luego ue sucesivos

traasplantes disginuye su renui::iento en solvcantes, coutrarine




ncate a8 1o us se podrfs esperar, did lugar a yue veiznann uss-
ra sucesivaz-ate amb:-e téoniocass la del "hsot shocking"™ como
mitodo selectivo de las 95)0rss wi® resistentes ul culor , y la
técalca dJe lou subGUltivos repetidos, .. wsl (ue oultivo: poco
ferment.dores pusdsl ser nots.vlemente Ge jorados por repetido
oreciuicuto, esporul.cibn ¢ "he.t shoockiag",

Legg (96),0n 19.:8, dice heber utiiiz.do 0ou éxito este trutu~
micnto sobyr'e cultivo. perezouos,

seyer y Hettger (114) su 1987, trab.j.ndo coun seis cepus de
Cloetridiua wcetobutyliocum obtuvisroa por swie método, y lusgo

de un periodo ue dos «fios, un esuwaento prouedio en le produccién
de solventes superior al cien por ociento, Ubserveron yue ua ale
macennje de lo: esporos por un perfodo mayor de seis meses, de-
bn lu;ar aparentesxcnte a une disninucida de su poder de produ-
cir solventes. viu embargo, erv posible rejuveanccer estos culti-
vou por “prsteuriznoidn” y eudboultivos zlternudos.

Sarffus (7) en 1437, cultiva lase espor: e Gae uns veried:d del

Brolllus mumylod.cLer ‘e, dredewann, priucro en un medio neutro

0 xlerlino yue frvorezc:. el creciuiento y la esporul:zeibén, Jese—
truye luego les form: s veset tives por ua breve onlentzuaiento
a nlreasuor de YU&-C y cultive las €8porss ea un medio no neu=
traligedo o se: 6ciuo. co5t0 10 repite alternetive..eante vrrics
vecesa, siendo lru esjor=a, en c=da repi,us, cultivedas cén una
eclides mayor,

cor 1lo yus se h: vigto, le mnyoris, 8i:0 todos los tr-b. jos
0 patentes publicodos que heblun sobre el "heat shnocking", se

refieren sl Clostridiua ooetoobutylicua, :Nosuotros no hemos halln-

do eu l: bibliosrafiu, uinguns publicreifdan sobre experienci:s
quc¢ usen el cho,uec téruico eobre otras b cteriss, con excepcién
de un trsbajo de 3S1nBwood, +heat, iLeslie, Ledhingham y simpson(l3 )
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en 1949, sobre fermeuntnciln de mafz por el Baocillus polymyxa
con airas de obtener une mayor producciéa del 2-3=butilene-gli-
col, y en el cual dicen haber ensayado el "heat shooking®™ sobdre
cultivos esporul-dos de eetn bacteria, pero com poco éxito, pues
los resultados fueron bs jos & inseguros.

Otro trab~jo publiocado en 1946 por Kooi (52), sobre ferments=
cién de medios do mafs por Aerobsosillus polymyxa, seilals igurle

mente gque odbtuvo poco efecto el ensayo de la subcultiveeida del
organismo en la produccidén de 2-3-butileae-glicel,

En ouanto a lr resistencia de las espor-sg baoteri-ane sl or=
lor, pocos tradb:jos hansido publicados hasta ahors que se refie=-
r~n a un aunento de l» resistencis de l:s mismae bajo oclert:s
oondiciones de selecoidn artificial, As{, podemos oitar los rea-
1izados por Bigelow y ssty (10) en 1520, quienss por repetidos
subculiivos de suspenciones de esporas eohrevivieantes de termé-
filas obligndas, consiguieron sumentar su resistencia al ocalor,

Zn 1926, Hagoon (64) demuestrs haber conseguido un sumento
de dos s ocuarenta y cuatro minutos a 100° C con espores de Ba-
cillus mycoides, y O.B.Willisms (117) en 1929, obeerva tamdién
un eumento en el 0880 del Bacillus subtilis de treiata y ocho

a oincusnta y cuatro misutos a 95°C,

Otros investigsdores, en oambio, no obthvieron éxito: Sommer
(92) en 1530, sefinla que el Clostridium botulinug no muestra
tendenci~ a aument r su resistencias »l ocelor; liorrison y Rett-
ger (67) en 1830, trabajmnio ocon dos bacterias mesofflicos es-
porulzdas de la leche, no observaron varisociéu lusgo de inten-
tar dur-nte seis meses modifiocsr su resistencia ~1 ealor,

Rahn (32) en 1932, 1943, 1945, por otra parte, oree ,ue los
dltimos sobrevivientes no son mfs resistentes que ¢l téruinc me-
dio, habiendo sobrevivido el perfodo 2e cslentamdento sdlo por




°a.uﬂlidf‘d.
FoTe #il1iams (116) en 1936, hizo enszyos con lss siguientcs
bacteriss: B. suotilis, B, mycoidies, Clostridium p-steurisnum,

Clostridiun botulinum y Clostridium sporogenes, Luego de ocho

a diez series selectivng, dice no haber observedo un aumento
significztivo con excepcidén del Bacillus mycoides (de 10 a 25
minutos a 1008 C), Seiizla edemfs yque no halld ningunn rel:ocién

entre la ed=d de las esporas y su reeistencic =1 oslor,

Knaysi (49) en 1948, coansidera ue la resistenci: de lzs es~-
poras en uns especis di.da no es un valor fijo, isviv y 0B, il-
l11.ms (17) en 1948, rewliz.ron experienci.s en ¢l mismo senti-—
do con el B.cillus _lobigii, lleg.ndo « lo conclusién por los

result.dos obtenidos, que entrs los es oros de uu: poblneién

bacterizaa, existe una resistencia grsduzda al calor.
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GAZITULO 111

BACTERIA _USADA

Kl .Bacillus pol myxa ha sido desoripto, ontrd otros autores,
por Lonker (20), iorter, .o Cleskey y ievine (77) y Ledinghsm,
Adams y Stanier (55), 5u estudio bacteriold_ico se remonta s
los tiempos e Prazmowski (79) en 1350, pero l. nsturcleza de
l. fermentweidn hidrocurbonauda que recliza, fué recién estable-
cide por primer. veg por lonker en 1926,

L= davestigacién dioquinica de l: ferment.cibén (us llev.
eabo este orgunismo, fué iniciads en 1942 por Stghly y serkman
(94) y s continfa por 1los trub.jos de Adums y Stenier (3), A=
dams (1), y Lyson iose (83),

&l Becillus polymyx. es un bugilo gram neg.tivo, esjporul-do,
aerobio y anaerobio facultstivo, Lap formes veset:tives ue mi-
den aproxim: demente de l,4 a § micrones, son méviles con fl.ge-
los peritricos. Se autoliswun coa bastante raopidez = medida que

los cultivos enve jeoen, cu~ndo no tiene lug.r la form..cién de
eopores (H5)., Sstas son gr.ndes, elipticess, terain.les y subter-
mninsles del tipo clostridio,

Is wayoria de las cepzs fermentan arebinosa, ocelobiosa} dex-
trins, gslerotosa, glucosm, inuline, leotosz, levuloss, msnitol,
nanosa, rnfinoss, sorbitol, trehaloss, xilosa y =luidén,

4lzunts cepas fermentan ramnose, segln Ledinghan, ~eamg y sta-
nier (55); en e~mbio .erter, .u “leckey y Levine (77), no halla-
ron entre l--8 cepas que eetudieron, ninguna ocapaz de fermentar
e la remnos2., No fermontam ul duloitol e inositol,

Tod=8 las cep.s liciun la yel.tini., producen catel.su, reducen




wlle

lo8 nitratos « nitrito. y den la reaccido Vogeu=iioulever posi-
tiva,

No producen “ciio sulfhfdarico,

. La teaper-ture éptima p.re su dessarrollo es de 30°C,

LOs principnles productos que fora-n en le fermcutacisu hidro-
earbon~de son; Z=3-butilens=glicol, etr-nol, acetofna ¢ hidrége-
no,

&l Becillus polyia, xa pusde ver aislsdo de uus gran v.riediud do
fuentes neturcles c00wo ser tierra, agua, leche, granos, y heces
Yy de pl.nt.s ircsc=s y en descomposiciba,

56 hu obuervudo yue la mayorfu de laus cep.s de esta bucteria
presentsn el fendmeno de ls disociacibén, es decir, de dar ori-
&ea a varios 3:!.pon distintad de colonins, segin Stanier, ~dams y
iedingham (96), Neul.mbiagl (J2) #6lo pbservé dow tipos de oolo-
ni.s, 10 ocu.l coinciue tambiin con lo obeervado por dNsscotti (65,

iiosotros también pudimos observar estos do-.tipos distintosde
cplonias, al sembrar el bocilo en ploons ce lretri con agir—-ex—
tracto de o-rane; unas bl.nowsycirculzres, convexas y brillantes
(mucosas) y lus otrae transpareantes (azuludas), oirculnres y plee
nas,

kEn 1. observieidu microscdpica de los dos tipos de colonius,
coloreasd.s por sl método de Gram-sopeloff, pudinos coumprob r que
las bacterias correspondientos a 1's colounias dl.ncas ¢stadun ca-
8l todes osjoruledasg en czablo, les correspoudientes s las colo-
uirss tronsporentes erun b.stones sin esporulare .6t0 ya bubi. si-
do obaervado tunbién por Giambiugi y por seascotti,

in nuestro trab.jo heuos usado cinco ce us de E-cillus poly—

nyx., «isl.dis por l. uUrs, ~élid. yi.nbi_gi, quien nos l.s ce-

dié _eatilmente, -Btes O8p.c s0u lus uumer-des l, 3y 99 7Ty ¥ 9







CAFITULO IV

MEDIOS DE CULTIVO

El medio de cultivo usado por nosotros pera el Bacillus poly-

nyxa, consigtia en avena al 5% y fosfuto dipotleico <l 0,15,

Le wvenae fué molidz previamento em un mortero con sl ¢bjeto
de obtener una moyor dispersibén de la misma en el volumen total
de 1fyuido, Se ngregd luego el fosfuto dipotisico y el agua dee-
tiluda, |

la suspensidén fué calentada:de treintec a curenta y cinco ni-
nutos, & liama modercda, agitando continuemeante, para frvorecer
la geleotinizaoidén de los ingredientes y evitar asf el estalli-
do de los grenos de sluidén durzate la esterilizacién,

A pesar de este crlantamiento con agitecidn, sugerido por Le-
dingham, Adené y Stenier (55), quienes lo usaron para grsnos de
trigo, mo pudinos svitar dsl todo, durante la esterilizacién,
el humedecimiento de 1los tapomes de algodén de los tubos de ensayoq

Decidimos entonces esteriliz yr primero todo el medio de culti-
vo prepeorado en un belén grande; distribuirlo luego en 1los ti~
bos y volver éstos a esterilizsr, rero igualmente aparecfon mo—
Jados los tapones, de maneru yue optamos por sezulr us-ndd elpri-
mer procedicmiento, ya que el uso de los tapones moJjrdos no nos
trajo ningdn inconveniente, con las ventaj» de realizir esf una
sols esteriliz:oidn,

Para yue 1o distribucién en los tubos fuer- lo nés uniforme po-
sible y debido a 1l m-turalexza d#l medio de cultivo, tuvimos la
precaucién de agitor el recipiente eade ves yue retirdba..os cou
pipeta el volumen de liyuido neceuario.




La esteriliznoién fué realizada en sutooclave & 120° C (1 atndo-
fera) dusmnte treints minutos,

Tierra estéril,
los ocultives de Bacillus polymyxa, fusroa inoculados ea tierra

estéril ('), para favorecer la esporulaciéa y la ulterior conser-
vacién de los esporos, ‘quella fué preparada do la siguiente ma-

neras la tierra de jardin fué seczda previamente ean la estufa,
luego desmenuzada, distribufda en tubos de ensayo, en cantidades
de 2 y 1 gramo (pars ol oultivo madre y los ropiqn‘i. respecti-
vomente) y esterilizada a 120°C durante 4§ minutos,

Couo la tisrra qusdaba hineda al salir del sutoclave, fué seca-
da nusvamente en la oestufa, Con el .objeto do poder incoil-r siem-
p¥e una oentidad constante de tierr:c esporuluda em al medie de
ocultivo, 860 usd un sasa Jreparade para tal efeote, arrollando ol
oxtremo do modo que formara un hueoo,

(*) Em su trabajo sobre fermentacidén acetodutflica de ls xiloss,
nderkofler y sus colaboradores (100), seflalan yue es lmposible
btener una buena esporulaciéna eam tubos de oultivo ordinsrios y
de lc monera usual, Deuuestran qus ello puede me jorarse ai sepa-
sa asépticamente el medio a un frueco estdril, de tal modou yue
forme una caps delgada de lfjuido, 0 por uecado del 1lfquido ean
tierra estéril,
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CArIIULO ¥V

PARTE EXPEZRIMENTA AL

Feraent~cidn:

Ceda uns de 1s8 cinco cepas del Bccillus jolynyxs con yue tra-

bajauos, fué sembrada en tubos de agar estria; al c:bo de veinti-

custro horas de incubacida, a veces cuarent: y ocho horcs, los
cultivos estnaban bien desarrollsdos. Tomamos, entonces, un ansa
de cada uno 4o estos cultivos y la repicaups en tubos con medio
de avena-fosfsto, los llevamos luego a 1la vstufa a 30°0, duran-
to cuatro dfas,.

Trznsourrido este l#pso, se obaervé en todos los tubos nbune
dante feruent-:eidn, traducida jor formscidén de ges, Adeunds hubo
digestiéa del medio, exteriorizcda por les presencia de grumos,

isre poner en evidenois la presenci: de acetilmetilcurbinol
(AiC) en el 1l{yuido fermentsdo, se rscticéd la reoccién de Ba=-
rritt (U) ~une modificscibn de le reaccién de Voges-Froekauer
(109 )=, Fara ello, a 1 ml, del lijuido a determinar, se afiadid
0,5 ml, de hidréxido de potasio sl 16% y 0,5 ml. de solucién
alcohélica de x-naftol al 6%, se azitd y se obtuvo une color: -
cidu rosada, oaracterietioas de esta reaccidn,

Zsporulecifng
Con un' pipeta se extrajo estérilmente 0,5 ml, del cultivo en.

avena-fousfatg y se inoculd en un tubo con 2 gr. de tierrc esté-
ril, tretsndo de megzolor bien con la nisma pipeta, e llevé los
tubos a la estuf> e 37°C donde perm-necieron tres dfss, al cubo
de 198 cuales la tierra se habia secado, condicién que favorece




=16-

la esporulrncidn,

Fare coumprob:r la form cidn de esporss em la tierra, seubrz—
mos un ansa de éstz ea un tubo de caldo-extracto de crrane, lo
ozlentsmos a 80¢C durante cinco minutos, pars destrufr lae for-
nes vesetativas y luego lo incubauwos e 3I7°C durante 24 horas,
Cbeervauos turbidesz del caldo y la presencia del Bacillus polye-
oyxa en un prepsrado microscépico, lo que nos revels yue la tie-
rra inoculada contenfa esporas. '

A esta tierre con esporas de Dacillws polynuyxa la denoc.dnamos

Cultivo To. \

Heat shockingzi

£l "heat ehocking® lo realizemos sobre los cultivos esporula-
dos de Bescillus polymyxa contenidos en tubos de ensayo comunes(®)

Introducines éstos ea sgua hirviendo (100°C) contenida en un
recipiente bien grande, de més o menos dieszs litros, pera evitar
en lo posible uan descenso de la teamperaturn del egua el introdu~
oir los tubos, %11{ fueron dejados @08 y tre¢se minutos y luego re-
tirados y enfriados répidanente,

(*) Un estudio sistenftico sobre el choyus térmico en la fermen-
taciba acetobutf{lica fué realizedo por uprat, Kotzev y Tranchet
(21), Hicieroa pruebes cou distiatos tubos de ems.yo, comunes y
de iyrex, de distint.e dimensiocues, asl como coun distintos medios
de cultivo, -neeyaron tunbién distintoe tieupos de cleantamiento,
lle_«n « la couclusidn de ,ue el uso de tubos de vidrio kyrex o
couunes, no a«fegts en acbsoluto los resultados, no sucediecndio «af
gon 8l tamuiio de los miemos, owyw influencia es m.yor, :or los
resultasdos Jue obtuvieron, aconsejansel uso de tubos medianos
(15x150 nm) ya gue gvent.jud o 1lO0s Iralides y son pricticamente
1i2uales « los pevuenos (12.75um) en la r.pidez deé su ccleati.dien=
to,
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Como todes las cepas enseyades resistieron perfectmente este
tiempo de calentaniento, decidimos aumenterlo & cinco, diez y
hagte quince minutos , psra poder, de esta m.ners seleecion.r
las esporas nis rssistentes sl calor,

Técnicas usadas:

zn la aplicacién del "“heat shocking?, hemos usado dos téoni-
cass la de Weizmann y la técnica propuesta por el profesor Sor-
delli,

Hemos trabajado en ambos css08 con las oinco cepse de Bacillus

olynyxs, sembrando seis tubos pera cadadceps, 1o que h209 unto-
tal de sesente tubos uscdos en cade "heat shocking® pere las dos
téonicas,

Téonica de Weizmanng

21 método ussdo por Weizmenn sobre cultivos de Clostridium
acetobutylioum, es el que figure en sus pateates (111, 112, 113),
¥y que obtuvimos de la Oficina de Patentes de los Lotados Unidos
de lor¢e rmérica (United States Patent Office).

zn tubos con 8ml, del medio de avens-fosfatgp, 8e inoculd un
ansa del cultivo de Brcillus polymyxa esporulado en la tierra
~Cultivo To- y se incubd a 30°C dursnte custro dfas, (S5e sembra-
ron en total 30 tubos; eeis por cada cepa),

Al cabo de este tiempo los cultives deben haber mmroduciuo la
fermentacién, Zntonces fuaron sometidos =l choyue térmico, es de~
cir, & 100°C durante cinoo minutos, lLuego fuerom enfrisdos brue-
comente,

ror este procediniento selectivo mueren las formes wegetati-
vas y eeporas débiles, sobreviviendo 56lo las esporcs més resis—

tentes,
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Procedimos a continuecién e meszclar estérilmente en su corres-
pondiente Lrlenmeyer, todos los cultivos ya “"shockados® de una
misma cepa, se tomé un eansa de estc mezola y se volvid a inocu-
lar otros seis tubos con 8 ml, de avens-~-fosf.to y se iuncubd to-
do a 30°C dursnte ou.tro diaes, Esta serfia la resiembra N8 1,

Un. vez yue hubieron fermentado, los cultivos fueron nuevumen—
te sometidos sl "heat shocking® ~choyue térmice N& 2-, enfriados,
mezcludos e inocul-dos en nuevos tubos ocon avena-foefato, incu-
bados a 30°C cuutro dfas -resiexbra N8 2-, después (e fermenta-
dos nusvumente fuseron "heat shockados” —~cho,ue térmioce ii8 3~ y
«s{ sucesivamante,

Zuta sucesién de resiemdbrss y cho,ues térmicos tiene por fi-
nalidad logrsr esporas reaistentes y de gran potencia fﬁrmantn-

tiva,




Cultivo de B, polyuyxa -
en nvrm-foafe.to

Sdembra en tisrra =Tod (Cultivo madre)

Siembra en O ml de avena=fos5fat0 ww=d 3J0°Cmd dfus —eFerment~cién

E-poru}acién

!

Heat shocking (H,3e N8 1)

-

Lesionbr- en 8 ml avena=fosiato '
(3 o8 1) e 30°C—4 d{a® =—permentacidn
Lsporul -0ién

Heuwt whocking (Hybe N& 2)

Besienbre ea $ml aveuu-fosf:t0
(it 8 2) wmmmep 30°C-4 df{us ——=sFeruent.-cidn
iLeporul.cién

Heet shocking (He5, N8 3)

|

0tC, oo
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Cuando 9n algunis de las revienbras no se obd.irv-b: fermenta-
cién en ninguno de los tubos, es decir, yuse los esporos no re-
sistieron el dltimo choyue térmico a que h-bi:n siuio sometidos,
retrocedfamos 2 lrn resismbra anterior que h:bia feruentzdo y que,
por consijuiente, conten{a los esporoe sobrevivientss sl "heat
shocking™ precedente,

S0 gembrd un ensa de ese cultivo en otros tubos con aven:- fos-
feto y 81 se lograba la fermentzoidn, se continu:da con el mig-—
mo procedimiento, Yero si éeto né use consegufa, retroceudf:-mos al
subcultivo inmediato anterior a éste y us{ hssta encontrar el
que tuviera esporos mis resicsteontes y por consijuiente, fermen-
tudores, ’

Lgto es lo que ocurrié con las cep.s 1, 3 ¥y 5, 60210 pusde ver-
se en el cuadro yue va a continuacién,

in @k cue0 de l- cepu 1, ¥ luego de ocho cho.,ues térmicos, el
resultzdo fud negstivo, @s deocir, no obtuvimos mis ieruent»cibn,
s pesur de¢ huber retrocediuo a varius resiembras snveriores,

ilegamos, pues, a la conclusién, que se tratabz de un: cepa po-
co resistente al calor,

Las cepas 3 y 5 se hicieron negativas, en 10 que & fermentneidén
e refiere, mfs precozmente, pues después dsl séptimo y quinto
"heat shooking"™ respectiv-mente, murieron, Iero logramos, ponhl
procediniento del retroceso, rogressr hzsta el “heat shocking"2}

sn cambio las cepes 7 ¥y 9 resistieron perfectamente los veinti-
sels choyues térmicos (H/3,N8& 26) a que fueron sometidos,
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il Qe Whe—nd

Téonicn de Sordelli

Aquf se inoculé un anea del cultivo de Bacillus polymyxs espo-
rulzdo en tierra =To-, en tubos con 2 ml del medfio de avena~foe-
fato,

Letos tubos fueron sometidos inuediatamente de sembraios el
“heat shocking® (100°C) y enfriados enssguida, Luego de eater
incudbados cuatro dfas a 30°C, los lfyuidos fermentados se junta-
ron y mezolaron, y de aquf se retaré coa pipeta 0,2 ml que fue-
ron inoculados en un tubo con 1 gn de tierra estéril, Se unifor-
mé bien oon ls misma pipeta, Yy se llevé a incubar a lr eetufa a
37°C durcnte tres dias, hasta que la tierr- se hubo seocado, le

que fsvorece la esporulacidn, ~ eeta tierra que contiens los es-
Pores jyue resistieron el primer choqus tér.ico, e la llomé Cul-
tivo Ty. |

Un 2nsse de T] ®se zemurdé en otros seis tuboa con 2 ml de avena-
fosfatoj se somesieron al "heat shockimg® (H.s5, N8 2) y luego
ae los incubd a 30°C durante cuatro dfas,

Zl contenkdo de los tubos fermentades, se mescls, se tomé O,2ml
y se inoculd en tubos con 1 gr de tierras estéril, Se pusieroan
@ inoubar en estufa a 37° durante tres dies y odbtuvimos caf la
tierra esporuleds de Bacillus polymyxa Ty, ¥y usf se sigulé su~
cesivanmente, '-




B, polynyxa esporulado sn tierra

(cultivo madre)
-To.

.

Siembra en 2 ml avens-fos-
fato y

Heat shocking (Hy 3,38 1)em—=e 30°C—4 dfas ——ochenIacidn

Cultivo en tierrs
37¢C= 3 diss

wsporulacidéa

3

Resiembra en 2ml avena-fosfato

(o0 1) ¥

Heat ehociaag (Heieild 2)wmeed 309C—4 dfas -~ Feruent-cién

Cultivo en tierra
37°C=- 3 df=s
Esporulacidn
-T'!-

Rosi*mbra en 2 ml avena-fosfate
(;i:ﬁ\ﬂ 2) ¥ .
Heat shociing (H, o, 18 ———p J0Cmlf ALuB == Formcituc:lGn

0t0cene
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Como se ve ecn ol ¢squema anterior, est: téonica se difersacia
de ls anterior en que se intercala entre cuda “hezt shocking",
un pusaje por tierra,

Por oira parte, aquf hemos sometido e los cultives de B, poly-

_myxe, no séle a ohoyues térmices de cinco minutos de duracién,
sino que a paertir del “neat shocking” N8 6, come puede verse ea
el cuadro siguiente, prolomg-mos el tiempo de oelentamisanto a
diez minutos, y a partir del "heat shooking®™ N8 9, a quince mi-
nutos, Fero este dltimo lapso sdélo fué resistido relativamente,
por lo ue en 10 sucesive realizamos el "heat shocking® dnSca~
mente durente diez minutos a 100¢C,

As{ lleg=mos gon esta téonicn propuesta por el profesor Sorde-
111, a los veinte choyuses térmicos, al cabo de 108 cunles, las
e8porus sesufan toduviu viviendo, sin haber tenido yue retroce-~
der ninguna vez & un cultivo anterior, como evurrid con la téc-
nice de Weizmunn,

Comparucién de lea dos técnious;

De los resultados obtenidos, se desprende que la resistencia
de las e8pores =l cslor, usando la técnica de Sordelli, es mayor
que la recistencia de las mismas us.nde la técnics de deigmana,
Do 1o yue se deduce que @l pesaje por tierras, después de cw«da
fermcnt.-0id6n, les confiere un. vitulidad mayer,
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Determinzol cuantitativa del acetilmetiloarbinol oducido

durente le fermentacidn,

Por medio del "heat shocking®”, hemos inteatado, como ya lo
di jéramoe repetidns veces, aumenter la resistencie al caler de
las espores del Beoillus polymyxam,

lere, en realidad, nuestra inteneién erea en dltima inst-ncia

trater de oonseguir a través de ese moyor termoresistencia, in-
tensificar la produccién de AL,

Veamos ahora ei ello se ha logrado.

Procedimos, para eldo, a determinar cucntitativamente el AlC
on los lfquidos fermeuntsdos por las cinco cepne en estudie, an-
tee y despuds del "heat shocking”, con las téonicas de Weizmanm
y de Sordelld,

En este capitulo nes vamos a Gcupar sugesivamente deg

Agetilmetilcarbinol
Métodos cuantitativos - Antecedentes
Experimentsoién; Aporato

Resotives
Procedimiento
Permentecién
Cdlculos
Acetilmetiloarbildol;

El acetilmetilesrbdinol (3 hidroxi~-2 butanona) ¢ acetoina, es
producido per uam gran ndmero de bacterias,

En 1896, réré (74), fué el primero en seguir la formacién y
y desaparicién del ALC en ocultivos de bacterias del género Baci-

1llus subtilis y mesentericup vul:stus, pere ignore«ba su identi-
dad, oreyendo qus se¢ tratsba del aldehido gliocérico,
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En 1898, Voges y Preskauer (109), desoribem en cultivus de
eiertos organiamos, en glucoemy peptons, & 1los yue agregsroa
uns solucién de potusa al 10§, la produccién de una color«ciféam
r08-da oon fluoresgcencia verde, seme junte u lu de la eosina,
Posteriormente ge descubrid que ests colorsoidn era aebida a
la formacidén de AN,

Lo w Grimbert (35), en 1901, a yuien debemos lu identificecién
del ANC en un cultivo microbiusno, sste 1o puso ean evidenciu por
su os.sona (76).

in 1904, Desmots (18), seiicla yue lus bucteriu.s del grupo del
Becillus mesentericus dan AlC, y en 1905, Harden (37), demues—~

tra yue la colorac:8n ros-da descripga por Voges y Prosksuer
era debidr g lz presencia del ~MC, yue con ls potasa se oxida &
biaoetiio, Que reacciona luego con la peptons del medio dundo
eésa coloraeién.

fn 1906, Harden y dalpole (39), aislaron y describieron ¢l AMC
y 2=3-butilens glicol en la ferme¢mtzoién de glucoss por el Aero-
boncter nerogeges. En 1912, Harden y Norris (38), oonfirman los
hechos gbservados por Lesmots,

Lemoigne (53), en 1513, demuestra yue todos los bdacilos del
grupo del Bacillus subtilis dam AL y 2-3=~butilene glicel, va-
risndo ambos con el tiempo de ferment»cidén, con traneformocidn
del glicol en AMC,

£n 1919, Lemoigne (59), encuentra este proaucto en cultives
de Bacillus enthrecis,

También fué hallado e¢n cultivos de levaduras por Neuberg y
Reintdrth (70) ea 1923, Kluyver, ionker y Visser't Hooft (47)
en 1925, y Eliom (25) em 1926,

Van Niel, Kluyver y uerx (102) en 1929, lo halleron en cultives
de Streptococous cremoris, siendo los primeros en sugerir la




«26-

impotancis del saber y sroma de los cultivos de maateca por 1la
presencia del AMC,

En cultivos de Bacillus subtilis fué identificsdo iguslmente
por Lafea (53) en 1932, y Horowitia-ilassowa y Rodionova (42) ea
1933.

Visser't Hooft y de Leeuw (108), encontraron el earbdinol en
algunss mmestras de pen, eam 1935,

También es producido por el género Acstobacter (Hermenn y
Neusohul (40), en 1932), y en umas patente reciente, de 1946,
Rutheford y Eisenman (85), sefialan qus la conversién de 2-3-bu~
tilene glicol en acetoina es realigada mée fécilmente por el
género Acetobacter qus por los miembros del género Aerobecter
¥ Que pusde obtenerse asl mayor goncentraciéam de AMC, Acohsejan

senbrer primero con un organismo del género Aerobmcter y luego
inocular un orgrnismo del género Acetobacter, ain aislar el pro-

ducto intermedio y sin agregasr otros productos autritives,

£n 1927, Wileon y colaboradores (117), demuestran que el ‘iiC
es producido ea la fermeant=0ién scetodutilicas por el Clostridium
adcetobutylieun (Weizmenn), como producto final juntsmemnte con
#cido acético y €cido pirdvico. Y a pertir de este dltimo 4ci-
do, agregado a la mnsa en fermentacién, Johneon, Peterson y Fred

(44) en 1953, demuestr«n t=mbién su form.cidn,
© En 1943, FPrévot y Teffaunel (50), seflalan Qhe la mayoris de
las bacterias anaerobias estudiadas por ellos, forman 4.lC, ses
como producto intermedio o finsl del metabolisme e indicnn la
iaportamci. del mismo pura ¢l descubrimiento de estas bauoterias,
Gallut (30) en 1946, comprueba yue tod.s las ocepus de Vibrio
cholerss prcduoei AlC, alyunas de 2 &« 60 mg. por litro de ocul-
tivo y otrae de 2 a 204 mg. por litro,
La produccidn de acetoln. a partir del 2-=3-buthlene gliocol,

-
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fué oconstetada ya por Kling (46) en 1905, bujo la influsncia

del Mycoderma aceti; més tarde, por otras especies del génere
scetobacter, per Visser't Hooft (107) em 1925, y rooicntem.nti,
en 1943, por Fulmer, Underkofler y Baants (29) por el Acetobacter
suboxydanas,

Valpole (110) en 1910, tamdbién encontrd .ue el aarob.oter eero-
genes produci. acetofns cusnde crecia serébiwamente en un medio
compuesto de peptoms y 2-3~butilene glicol, y obiervé yue la
produccidn de ANMC era mayor si 86 hecfa pusSar une corriente de
oxigeno,

En 1944, Stanier y Fratkin (95), estudiaren la exidacidn del
2=3=butilene glicol por io0s gémeros Aerobacter, Aerobecillus

y Aeromonas,

En euanto e la produccidén de AMD por el Bao s Tué

observado por Donker (20) en 1926, en un medio de agua de leva-
durs y 2=3~butilens glicol solzmente, Fué estudiada con mayor
detalle por Sthaly y werkman (54) en 1942,

Propiedades del asetilmetiloarbinol,

Bl AMC comercisl es un 1fquido, qQue conservado en hsladera
durante una semana 0 mnfs se transforma en un 8élido amorfo,

tiene impuresas de diaatslo, que le comuniocan su eler, debide
probablemente a la lenta oxidacila del AlC, Stahly y Werkman (94)
intentsron purificarlo por destilacién al vacio, pero se descon-
pone, .«0r ser soluble en agua y elcohol e insoluble en éter, en
8l que es soluble el discetilo, estos autores lo purificuron la-
véndolo con §ter anhidro y filtréndolo luego al vacfo, Ubtuvie-
ron «sl, un producto oristalino, dlunco e inodoro, sin punte
de fusién definido,
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Goldemberg (33) lavé t.mbidén el sélido con éter anhidro, se-
céndolo lusgo en una corriente de anhfidrido curbénstce,

La acetoin:s existe a temperatura ordinsria, en forma gblide y
polimerisznda, y al estedo 1lfquido como mondmere. Ls forma s6li-
da, segdn Pound (78), no sufre oxidacién. Lste autor, estudié
el grado de adeorcidén de oxi{gemo por el lfquido, observendo que
la adsoroién era proporcional al tiempo, aunyue pefiala que dise-
mninuye luego de cien a trescientos dfas.

E1l AMC tiene importancias como aromntigzante de la msnteca, «isi
los cultivos de manteca siempre lo contienen aoonpaﬁ&do del di=
scetilo, Los cambios quimicos yue resultan de la formacién de
setos compuestos fueron estudiados por Hammer (36), con el ob=-
Jeto de producir mojores “"starters" deé manteca, Posteriormente,
en 1933, Michaelien, Former y Hanmer (66), sefialan yue ol Cur-
binol @s cuantitutivemente mis importante yus el diucetilo, ys
que ol contenido de .MC ea dé dieg veces el de diecetilo, zZstos

compuestos son producidos por los Streptocogscus fermentadores
del {cido c¢ftrico que estfn normalmente presentes en cultives
de msnteoa,

Una patente de Simoms y Buxton (90), sefizla la importancias
del ANMC come antioxidante —en una proporcién de alrededor del
0,1 # é§ mfa~ en composiciones talee couwo los aceites de higado
de pescados, Actusria , en este caso, como e¢astabilisador de gre-
paredos de vitamin.e lipoeolubles.

Sesdn Piazza (750, el 4ilC podr{e ser un indicador muy impore
tante para valorar ensilaje, ya que cuwnto mis pobre s ol ensi-
laje, menor cuntidad de carbinol contiens,

Le ecetofna se encuentra siempre en el vinagre de vino (Visser'
$ Hooft(107), siendo principalmente un producto de oxidscidén del
2-3-butilens glicol por lag bacterias acéticas.
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Yameds y Kurone (119) seilalan cue el AHC puede ser el factor de-
terninunte para la diferenciucién de vinagres fermentsdos e¢ imi-
tudos, poryue no puede rovelurse en estos dltimos, ¢ se halla

en cantidades muy pejueifias, £1 vinn,re de vino coantiene de 500
a 800 mg por 1litro de LiilC y el de aloohol de 2 & 16 mg por li-
tro, se;dn T6th (99).

Los vinos también contiene acetofina ~Garine Cunina (31)-,
Segdn Antoniani y Gugnoni (6), el ANC no se encuentra enm el
vine como un producyo normul do lu ferment.cién sino yue perece
ser un producto de eavejecimiento, halléndoue en leos vinos natu~-

ralmente viejos, especialmente los de pronunciudo «roma, -

Las sidras embotelladas tienen de 10 a 50 mg por litro deANC,
segln Stenart (97) , ¥y la cervesza de 18 a 26 mg por litro, eegfa
Riberesu Gayon-Peynaud (864).

En 1935, Visser't Hooft y de Lesuw (108), seiislan gue el AdC
se encueatra en la mayoria de los penes ferpentadoe por levadu-
res y es probablemente un factor importente ean sl sabor natural
del pen, Este contiene, segdn hibereau Gayon y Peymaud (84), de
18 a 28 mg por kg.

En el ocafé tostado, Hughes y Smith (43) hallan cantidades igua-
les de AXC y discetilo (aproximademente 15 gamas por gramo,)

También se ha encontrado la acetofna en granos do mafs, trigo
cebada, line, avena y centeno, As{ Lemoigne y ilonguillon (62),
observaron que ésta sumentaba dursnte la germinacién, Les mismos
autores (63), y por el mismc procedimiente, encontraron acetofna
en la sengre de algunos snimales (vaca, carnero, cerdo y csballo)

Sohmeliuge (88), halld también alC en lu Orine huniana,




En bacteriologia ¢l acetilmetilourbinol tieme una importsncia
muy grunde oomo slemento de clasificecién do distintus especies
bacterianas,

Asf, por ejenplo, su presencia sirve para diferemciar el aero-
bucter aero;enes ds cscherichia coli que no 1o produce; el Ba-
6illus polymyxu,gwdm productor de ANC, del Bacillus macersnsg
sue no da scetoina —-Perter, ie Cleskey y Levine (77).

catre los trabajos que usan la presencia del ALC, con el ob-

Joto de caracterisar las distintas especies del género Bacillus,
s halla el de Lemoigne, Delaporte y Croison (61) yuienee seila—
lan qQue todos 1los bacilos son productores de AMC en mayer ¢ me-
nor grudo, isfi, se;in .ingela Sorieno (91), sl Bacillus cersus
no da la reaccilén de Vogse-FProskauer. Sin omdbargo aguellos au-
tores serdalun en su trabajo que ouando se usan muyorss cantida-
des de oultive pura lu determinucidn do acetofna, puede revelar-
80 su presgencia. voncluyea yue el iLNC permite, on el case del
género Bacillus, diferenciar sobre todo especiee Jue estin bien
sepuradas wnas de Otras y 4ue RO 08 DUy SOgUro para especies
Buy vecinas.

la reduccién de la acetoina, formada por algunas levadurae,
al correspondiente glicel, fué propuseto por Antoniami (4), en
1942, como test para la clasificncién de levedures alcohédliocas.

La produecidn de AlC por el vibribu colérice, podrfia t=ambién,
servir para identificarlo, segin eefiala Gallut (30)em 19546,




En ocuwmnio 2l osigen biloldilco dsl AMC, los estudios realiza-
dos husts ahors, no llegun a un aocuerdo generzl. .egin ulgunos
investigudores, el woetaldehido e8 un intermedierie on la fer-
mentacién de glucosa a -iC, isf, Neuberg o Hirsch (68) en 1921,
Neuberg y Ohle (69) en 1922, Neuberg y Reinflrth (70) em 1923,

y Neuberg y Simonm (71) em 1925, demuestran que el carbdinol se
forma por condensacidn deo dos moléculas do aldehido, ntribuyou-
do Neubery esta condensuciém a ls onzime carboligasa,

También Kluyver y lonker (47) en 1925, demuestran ques em pre-
ssncie de aopptores de hidrézeno (tales como oex{geno, asul de
metileno o azufre) ol aldehido acumulado dursnte le« fermeuntwoifn
de ls glucosa por levadureus, 80 transforms en alMC y 2-3-butanediel
ssglin el gru.do de aerescidn,

Tomiyasu (98), sefiala tambiém yue el ugregudo do acetaldehide
acelers le fommacidén do aAMC; luego seria su precursor,

Otros autores demue.tran la formucidén de acetoina a purtis
del Soide pirdvico; Hermann y Housohul (40) ocen Acetobuoter, y
Johnson, Peterson y PFred (44), coa Cloutridium acetobutylicum,
El &oido pirdvico se descarboxila dando scetaldehido y éste se
condensa con otra molécula do acetuldehido dando 4LMC, Sin embar-
89, Silvermun y erkman (89) en 1941, sefi.lun us un. prdpura-

cién de enzimus libre de célulae del ierobucter cerozenes, con-
vierte el &cide pirdvice en iill y COp sin formacién intermedia
de socetaldenido,

B0 c.mbio, otros gutores, indic.n  ue la moléculs. de azdocur
du directanente 2-3-butilene glicol yue por oxidecién bioldgica
di 0MC (Horowits-vWlussowa y lLiodienowa (42) ).

Tembién en 1937, Berritt(9), encontré sue al unes bacterias
pueden oxid«r al 2-3-butilene glicol a ANC,
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Stahly y serkmsn (94) también demuestran la probeble formaoidn
intermedia del wcetuldehido ya yue, por ugregudo de éste o« un
medio con glucosa, ferment-do por Bacillus polymyxa, encuentram

un <umento en la producciéan de AXC,

Per otra parte, on 1932, Walter Ciusa (15) demuestra cen una se-
rie de experiencias, que pusde obtenerse LMC y diacetilo por ao-
0i6n eniimitica de la pepsina sobre une de las protefinus de la
leche y soials yue 6llo estuarfia, por 1o menos asparentemente, en
gontrudiccién con el hecho generalmente sdmitido de yue el AKX
8¢ forma siempre por «occién miorobiuna sobre los asdceres,

los estudios realizados por di.tintos investigadores cea el
objeto de comsezuir ums mayor produccién de AMC por fermentacién,
sefialan como 6l fuctor més favorable a la asrescidn,

Aparte de las patentee de Verhave (103, 104) de 1929 y 1933,
¥y de Kluyver y Scheffer (43) ds 1933, y otrs patente reciente,
1950, de Vergnaud (105), que usan una aereacidén intensa pura evi-
ter lu formecién de 2-3-butilene glicol o transformarle ean AMC,
el trabajo mis importante yuigis, en este sentido, es el de Stad-
1y 5y Werkman (94) publicado en 1942, quienes traubajuron coa el
Becillus polymyxa y un sustrato formado por glucosa y peptona,

Sefiulan yue en condiciones aerébicas hay un murcado sumento do
AMC y qyue, en general, un bajo potsneial redox favorece la re-
duccién del carbinol a glicol y, eam cambio, un &lto potencial
redox estimula la pxidacién del 5licol & carbinol. Consideran
que el ANC y el 2-3-butilene glicol formen un sistems reversi-
ble do oxidecidén-reduccidn,
Ya en un tradbsjo unterior, Stahly (93), seilala que en lus pri-

meres otupas de la fermentscién de la glucosa 0 xilose por Ba-
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cillus polymyxa, eo forma poco AiC, poryue ol Sy s bajos pero
e Nsdide yue le fermentacidn avensa y el poteneiul redox aumen-

te, 8¢ form. mis allC,
Postersornente, on 1944, Freeman (26), trabsjunde con Aerobac-
tor uerogenes, enouentra weimisno yue la «cetoina reemplega «l

glicel como producto principul, OUxNde la aeroucién eru continus-
de luego que l. concentrucién de le 8a0.ross —=en ¢l medio usudo-
cafa por deb.jo del 1%,

Kool (52), fermcntundo medios do mafz con Brcillu. polymyxm,

sncuentra tuhbidn yue lurgos perfodos do fermentecidén conducen

a un guaento en la producciéu de Al y @« une disminuciéu en la
produccién de 2=j-butilene glicol, particul.raente cu-ndo.ls con=-
gentraoidn del medio es buja.

Tanbién adums (1) y Rose (83), presentan dutos mostrsndo mayor
producoiln de ucetofna por ofecto de la werescidén y on seneral en
condiciones aerébicas.

For otra parte, puede favorecerse la form.cién de aiC, por ol
agregado a los medios en fermentwcién,de aceptores de hidrdgeno,
tales como 01 wiul do metileno, asufre, nitrato do potusio, aire
a presién, oistinu, yuinoaa, etc, como lo indican los trabajoe
de Tomiyasu (G8),iareteky y Werkmwn (72), etc.

Losw wumsntos do A8 se hucen u expensse del 2=3=butilene ;licol
»&d, por ejemplo, el «zul de metileno o uilibra el sistems « un
potencisl redox donde puesde funcioner cowo un aceptor de hidrdé-
gen0 llevando a 6ubo lu 0xidecibéa del glicol & oc.rbinol,

¥ileoa, retersoan y Fred (11¢), estudiando le produccidn de ANC
por el Clostridium acctobutylicum, encuentr<n 4ue es muy sensible
a digtingos factores: asi con proteinac y con c«rbonstos disminu=-

yo, Y con fosfatou aumenta,
Por otra parte, Selmoiresghi (86, 87), seLisl.  ue trabujundo con
Aerobzcter wero,.enes, el aiC se fora. en meyores c«ntidudes en
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medios yue contienen peptona ue en «yuellos qQue no la oontie~
nen, prescindiendo de la concentracién de lucosa, y adenis sa
medioa oon peyuefias centidedes de ;lucosa, ln mezole do fosfa-
tos monopoté&sico y bisddico, inhiben la produccién de ~iiC, Com
Bayor concenirucidéha de gluoosa (2 a 10§ ) la scoién inhibidora
sole tiens lugur ocon una concentracién elevmsda de fosfutos,
Tembién las sales inorgénicas pureocen sfectar la produccién
de ANC; Kluyver, Donker y Visser's Hoeft (47), emoontraron  ue
lus levadurus producen mé&s .iC en un medso inorginico Jue en

otro con sustiuncias nutritivue orgénicae.




Métodos cuantitatives, Antecedontes,

Uno de 105 primeros métodos cu.ntitativos pera determiner ANC
on medios de cultivo, es el gravimétrice, propuesto por lemeigne
(60), en 1920, Consiste eén .gre.ur a una poroiéa del cultive,
un. soluciéa de clerure férrice par. oxidar previ_mente ol .0
a diacetilo, y luego dedtilar ¢l discetile formeudo, 1 destila-
do 8¢ agrega a una mesicla de hidréxido.de amonio, clorhidrato
de hidroxilaming y eloruro niyueloso, Ll discotile se transfor-
ma on la dimetilglioxima yue con ¢l niquel du un precipitsde
rojo de niguel-dimetilglioxima, que s0 pesa,

£n 1927, Van Niel (10l1), modifioca el método de Lemoigne, pore
Qus no da resultados ni cuantitativos ni constantes, a pesar de
su gensibilidad,

5u medificacién consisto en agrsger um exceso de solucidn de
cloruro férrico al 504 a unu porcidn del ocultivo y destiler lon~-
tanecate, Sl destilado e wiladddo a una meicla do clorhidrate de
hidroxilaminu, cloruro niyuelcso y aocetatc e 30dio, oa lugar
del hidrdéiido de amonio usuado por Lemoigne, Destilados aproxi-
nudamente los tres quintos, 8¢ cierra el balén y se 00loowu e
80°C a baflo muris durante unas hora, :l preocipitado ds niyuel-di-
metilglioxime se filtre, lava, 8€ca y pesa.

Segdn Van Niel se determina ssf un 975 de ANC, aiendo los re-
sultados constantes,

Pero Dirschl (19), en 1930, luego de realizar 25 determinacio-
nes con éste dltimo método, mo consigue reproducir los resulta-
dos obtenidos per Van Niel, logrando uolo un resultado promedio
de 85%, Considera este sutor yue la oxidecidén con clerure férrico

e¢s inocompleta,




Zn 1937, Kniphorst y Kruisher (50), teniendo en cuenta los
resultados de Uirschl, vuelven a ensayar el método de Lemoigne
modificado por Van Niel, usando AMC puro y calentundo cuidudosa=-
mente con el clormro férrico y obtienen sélo un promedio de 91%.

Estos investigadores modifican entonces el método anterdor
proponiendo @l uso de la mezcla de cloruro férrico més sulfato
ferroso para oxidar el aMC a diacetilo y obtienen un resultado
del 96 al 97%.

Prill y Hemmer (81) en 1938, describen un micrométodo colori-
métrico para el dosaje del AMC basado en la formacién de un
"dimetilglioximato” amonfsco-ferroso, de color rojo intenso,

Por este método llegan a dosar de 0,010 mg a 0,150 mg de AiiC,

Otro método colorimétrico es el propuesto por Eberle (22),
en 1944, para le determinucién de ANC en vinsgre de vino y por
8l cual ls =cetofna es oxidadapor el cloruro férrico a diaceti-
lo, Que du une coloracién roja con creatina en medio alcalino
(hidréxido de sodio),

Un procedimiento que no reyuiere la destilacidén previa del AMC
puara ser determinsdo en filtrados bacterisnos, ex el propuesto
por White, Krumpitz y Werkman (115) sen 1946. Consiste en deter-
miner la densidad del compuesto coloreado que se obtiene por
condensacibéh de la diecetiloxima con la urea, en precencia de
un doido fuerte.

Hooreman (41) en 1946, modifica el método de Lemoigne para
ser usado como micrométodo colorimétrico., Convierte = la dimetil-
glioximse en un complejo coloreado con niquel tetravelente obte-
nido por oxiducién del niyuel bivzlente (yue usa Lemoigne) con
aguu de bromo. Sé obtiene un complejo rojo, soluble, yue Hoore-
men llema dimetilglioxims niyuélica pera diferenciarlo del preci-

pitedo obtentdo por Lemoigne que llama dimetilglioxime "niquelosa®,




-37-

De los distintos métodos ounntit.tivos seilalados en la biblio-
grafis, ¢l método de Langlykke y reterson (54) pudblicado ea 1937,
fué elegido por nosotros pare lu determin«cidén del ~:iC,

irosenta la ventaja de ser um método volupétrico y sencilloe,

y si se tiene on cuenta adenis, lu adaptacidn yue hizo del mis=-
mo la lra Goldemberg (33) para sor aplicado & centidudes peyue~
fies de lfjuido fermentado, resulta ser relativamentc répido,

lLa dificultad yue presenta la determinaciéh dwantitativa del
ANC en cultivos, resido on el hecho que la acetoina generawlmeato
8e hulla aconmpafiada por etros counpuestos de propiedudss comunos.
L81, por sus propiedides reductoras, de volatilidud ¥y oxidacidn,
interfieren en su determinacidn, les azic.res reductores, produc-
tos volitiles y alcoholes respectivacento, Leaccion. ademas con
el 10do alculino =yu yue tiene el grupo acetilo unido direote=
mente &l carboao- interfiriendo ,or ello , 1« acetons, también
en su determinscién,

Sin embargo, Langlykke y Feterson, dessrrollaron su aétodo ba-
sados precisanente on esta Gltimu propiedad del ~ilC do reaccie-
nar oon ¢l iodo alcalino, dmndo iodoformo, y edemis, tavieron
en cuenta 0l hecho de yue, cuando soluciones wcuosas do «cetoina-
son destiladus sin reflujo, lo hacen en uns proporoién definida
y constunte Que es independiente de ls concentracidén de 1l» solu-
cidn. (.d6sodo de Virtunem y Fulkki (106), Ver cuwdro a continua-.
eidn),

Asil, se_ln indicun Lan;lykke y Feterson, destilundo los tros
ouartos de la solucién, oliminends le primers mitad, y recoiien-
do y titulando el tercer cusrto destilsdo, lae .ustancius que in-
terfieren son précticamente oliminudas (ucetons y etunol prianci-
psluente),
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Volutilidud del AMC en sclucidn acuosa

Fraccién dostiluda AC destilado segdn
langlykke y Peterson
; 4

%
0«25 n,8
25 - 50 27,9
50 « 75 23,9

En ouwnto gl 2-3-butilens glicol, .que t.mbién reaccions com ol
i0do alcalino a temperature ambiento dando un contenido apiren-
te de AlNC equivalonte & un 10% de su propie peso, pricticaments
no interfisre, ya yue no siendo volitil mno aparece en ol tercer
cuarto deatilado, eiendo por 1o tanto el error rssultante des—
preciable,

langlykke y Paterson haoen la dsstilacién us.ndo 100 ml deol
filtrado olsro del cultivo: deshechan leos primeros 50 ml y re-
cogen y titulan los 25 ml si_uientes,

Experimentacidng

Nosotros hemoc empleado para la dostilacidén 0l eparato oone-
trufdo por ol sefier Klobassa p.ra la ixra. Goldemberg, quiea lo
usé para ol easayo del método, en su tradajo do tests (33).

Consta do un tubo de vidrio Pyrex de 4 ca de diimetro por 20 ca
do largo, ouye extremo esmerilado se adupte a un refrigerante,
cata longitud del tubo do desti .acidén, tenis por objeto impedir
8l pusuje do espuma al destilado, en el caso do yue ésta se for-
aara,

Para evitur sobresaltos durante la ebullicida del 1lfquido, se
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golocé dentro dol tubo ml unas perlis y cupilures de vidrioe,

im destil.cidén fué realizuda sobre 20 al, dsl 1f,uido centri-
. fugado clure, colocado on el tubo do destilucién y al yue agro-
gamos 1 gr. do dcido fosfotdngstico pere evitar la form.cién de
espuma, '

La destilsocién durcba de yuinoe « vointe minutos, £1 Gzlenta-
miento fué hecho directunente con el mechero, cuidando yue la
destilacidn fuera regulur y a rasén de unas 25 a 30 gotas por
minuto,

los prineros 10 al destilados fueron recogidos en uns probue—
ta de 10 ul. y deshechrdes, siendo recibidos los S5 ml. eiguien-
tes «tercer cuarto destilndo= en un matracito de 5 ml., sfora=
dgp por pesada coan agus destilnde, wste fué 1r ecntid~d usnd-
pars titular,

£8t0os 5 ml., conjuntamente ocon la2s tres porciones de agun des—
tilzada emple~da pors enjuagar el matr=oitg, fueron a;re;udos
a 5 ml de hidréxido de sodio M conteunidos sn un -rlenaeyer de
tapa esmerilada, dientras se agitadba el .rlenmeysr, fueron sgre-
&ndos ocon pipeta 5 ml do i0do 0,2 N, dejundo lue_o el zrlenae-
yeor ean la oscwridad unos 10 a 15 mimutos, Transcurridos éstos
fué agresnde 5,5 ml de dcido sulfdrico N , titulando inmedista-
mente con una 80lucidn 0,1 N de tiosulfato de e0dio en presen~-
ois de slzidéa,

~l miamo tiempo y como control, fué hecho un blance coa agua
destil-dn y 5 nl de i0do 0,2 N

Fara titular hemos usado uns semi-miorobureta que pernite a-
preciar el ceniésimo de al,

La conceatracidn de los reactivos usados fué oalculnda ea ba-
8@ 2 uns dﬁtermlnacidn previu aproxiueda, 6on el objeto de cono-

cer la cantidad de ~MC qus producen le«s distiatas cepus de la-
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cillus polymyxc utilizudas por nosotros,

Pora la prepiraoién de los re.ctivos us.dos 6a la deterdin.-—
0i8n cuantitativa de AMC (10do 0,2 N, tiosulfsto de sodio 0,1 XN,
y almidén ) hemos wveguido las indicaciones de Kolihoff y San-
dell (51).

Fermentacién,

La fermeatacidén fué realizada por nosotros ea irlenteyer de
300 ml, uszndo 50 ml del medio compuesto de avena (55), y fos=
fato bipotdsico (0,1£) ocuys preparaciéa ha side ya, detalloda,

ista difereancis entre la superficie y volumen dol 1{quid; a
fermentar, tiene por objets obtener una mayor sereacidn, lo que
favoreoe la formroidn del A4C, Katznelson (45), fué el p rimero
en ostudiar la influencie de le relacidn do superficie a volu~
men ¢a 108 medios da fermentaciln, siendo coufirmsdas sus obser-
vaciones por Adams y Leéslio (2) on 1945,

Senbramos cuatro irlenmeyers por cada una de lzs cinco cepas
estudiadas, ee deoir, cu~tro arleameyers pors oultivos no trie-
tcdos y cuatro pars cultives sonetidos al "heat shooking™ y pa-
ra una y otra técnica; lo que hace un tot.l de sesents rzrlenme-
yerse.

5l indoulo fué preparsdo cou el mismo medio de cultive ( ave-
na 5%, fosfato bipoté-ico O0,1%4), en el cuwl fué sembrda un sn-
sa do un cultivo esporuledo y se incubd a 3JO°C durento tres dfus.

La csntidad de inSoulo uswds pur~ sembror eu ouxd: Lrleumeyer
=50 nl de medio- fué de 1,5 ul o se« unu concentrucidn del 3%,

L8 influenci» del indculo en la ferm.utaciln realizada por
Bucillus polymyxa fué estudiude por Latznelson (45), Ledinghum,
adunts y sStenier (5%5) y Bluckwood y Ledingham (11),
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Setes iavestigaderes llegsa a 1ls ceacluaidm que on geasr:zl
ls edad, oantided y temperatura del 1aéculo no sea facteres eri-
ticos satre smplies lizites,

Katznelaon (45) dice que 1la odad del mismo puedo oscilar ea-
tre 10 y 96 herss, y la oentidsd a user, eatre 2,5 y 54 6 nés,

Bleexweod y Ledix:hem (11) sofielan la injertanciaz que tieas
ol hoeho de que , usarde ums pequels esntidad de indculo, pus-
de obteaerso asinisme, ea operaciones de gran osesla, un busa
rendinisnte de loe preduetes de formeataoién, yn que uni mayer
eantidad de inéoulo, 0 er etrae pulabres, us mayor admere de
pacterzno agregsdas, 86lo sirve pere sum~ator la veleoidsad de
fermeatasidén i1nieial sia afeetar la propercifa de los produe-
tos fermades,

108 :trlemmeyers sembrados eea ol imfcule, fusrea incubdbados
a2 3JU°C éureate suatre diosp los= lfquiideos feormsatades fuerea lue-
Z0 mezolades ¥y erngrifugedos, usamnde sl liqunids sebranadante
para la destilacién,

ia eentrifugeeilda ae efreeid dificultades parez aRlguncs sepcs,
ya que ea 5 & 10 ninutes se odtenfe uma seprrecifn metz de la
parte sélida y lfguida; pare, en osmbis, ocan atras, cono oourrid
eoa la ocpa 3, 2 la quer llagemes s geatrifuger dursnte ¢28i uas
hera, ne eenseguimos medifiear su turbidez,

Observumde sl espeote de los 1fquidoe formentades pedfamos
predecir si ceatrifugerizn diea ¢ aal. *ef, »ddimes observar
Que les cultives que eeatrifugabss rdpidenente, preseatnban
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los productos sélidos de la ferment-cidén reunhdos en ln supere
ficie, y la porte liquida, bastante clara, por debajo, zZm cam=-
bio en los cultivos que centrifugabna nnl, ss observd una tarbi-
dez uniforme on todo el volumen del medio,

Esta distinta filtrcbllidad de los medioce ferment.dos por las
cepus de Bocillus polymyxza y su relzcién con el rendimiento do
los productos de ferment.icidn, fuéd cstudid. por stanier, .dans
y Ledingham (S56), istos investigadores distinguen tres tipos

distintos y curuoteristicos de musas fermentadus, qQue dependen
de la distribucién de los sélidos después de la feraentaciéng
tipos A y B, que no present.n dificultades eallc filtrucién, y
el tipo C que filtra muy mul y en ¢l ocuxl nd hay una sepurscidn
entre sdlido y 1f uido, .oflulan yue Onda tipo de mecdio fermen=-
tado puede estur form-do por cepas buenis y aa.lis productoras,
in 1950, Coewther (16) estudiando los medios fermentados por
Becillus polymyxa, hallé los mismos tijos A, B y C de¢ iedinghanm,

Cédleculos,

Le reuccién que tienc luger con ¢l iode en medio aloalino os

la siguiente:
3I,%6NeCHe) IR ¢ 3108 ¢ 380

CH3 CHOH.CO,CH3 43 IONa = CH3I 4 CH3,CHOH,COONa 4 2 HaOH

Vemos que uns moléculs de aidC quuivale & seis £tomos de iodo
¥y por 1o t=nto un milimol (98 mg.) eyuivale a 60 mal de 10do 0,1K;
luego por cadia ml de 10do 0,1N uswdo en la resccidu iodoférmiocas
hay 1,467 mg., de AMC on la mmestra,

langlykke y Paetersoa hzllaroa que el 23,9% de l. <oetoins de
la muestra apareoce on ol fercer cu.rto destilsdo, ror le tunte
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purs obtengr el contentdo totsl dg .ilC correspondients a los
20 al destilcadeo, debemos dividir el coateaide del tercur cuare
to por 0,239,

. 467 x A32038m2 100
A i
mg de AilC % = 0,239 T

A 5303ie2 represensé l= diferencia entre el gasto del blanco y
0l de la muestra, qQue expresados en ml de 5203Nn2 dan ol conteni-
do de riC do la muestra,

¥l método de langlykike y Potersom fué aplicmdo por otros in-
vestigudores, Asf , Slom y ifrom (14) trab=Jjendo con este méto-
do hzllaren quoe para soluciones que contienen alrededor de 1%
de =ostofina, &puroce en sl tercer cuurto destil=do o0l 24% dcl
total de acetoina y Freeman y idorrison (27) ebtienen un 23,4 %,
La Irm Goldemberg (33) obtuvo um promedio ds 25,3 £ do AiC yue
destila en ol tercer cuarto, y cuando usé icido fosfotingetioo
Ppara precipiter las proteinas y las célulus, obtuve um valer
promedio de 21,1 mg %,

Justamente, Langlykke y rFeterson (54) soconsejun deteruinur
para Cudn medio de cultivo distinto usado, ¢l porcentaje de ANC
yue destila en 9l tercer cuarto, ya 4uc este vulor varia oom la
Daturalezs de lu s0luocidn bujo undlisis,

Las determinuoionas fueroa re.lig:.dus por cusdruplicudo,

Dada la noturcleza del medio do cultive usado y pura descur-
tar la posibilidud de que el nismo absorbiera iodo durante la
titulucién, hicimes un. serie do determinuciones previas, sem-
brando sl Bsxcillus mucersns, bacteriu yue digiere el medio en
la misms forma us el Bacillus polymyxm,pero 4yue no produce AMC,
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Ls 06px de Bo0illus MaCer-ne Unada fué la nucerads 321, que
nos fué cedida gentilmente por lu irse Giuwnbiugl y fué se.br.-
de en la misms form. yue 88 hize con la bucteria on estudio, e
incubadu & 37°C durante cuwtro dfas,

31 1lfquido feramentado fué ceantrifuguds y luego destil.dos
20 ml (sgrezundo 1 gr. de Socido fosfotdngstico), titulundo el
tercer cuarto destilado, Fué hecho un blanco €oO wgua destilu-—
da y 5ml de iodo 0,2N,

Como se de.prende del cu.dro 8i_uieante, el medio de aven,-

fosfuto no absorbve practicemente iodo, por lo yue no intredu-—

ciuos con §1l, un error apreciable en lu duteruminacida del .NG,

Z£lenco MU 3tlw Laprevado en
mi. &£28tado8 mnl. g+8t.dos wl. ULt o °
9.63 0.00
. 50 091
G,63 942 13 0499
{iromedio de 9,63 0900 ’
4 determine .
ciones) iroa.
GoUb

Tamoién fueroun heochss determin<ciloues seubr.n.o 61 scillus

NaCtlan8 § wiediendo cantidades conocidas de 14l puro ('), para

(') 51 AdC usedo on ost-s determin-ciones, nes fué cediuo, al
est.do 861ido, por la ira, Goldemberg, yuien & su vez lo recibié
de los _stedos Unidos, de la Fmirwmouat Chewuical Co,
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ver la influencia del medio de cultiveo usado y determinar p.xra
eate €aso el porcentaje de AL que destila en 91 tercer euarto,
El ANC fué agregade al liyuido fermentado y ceantrifugado, en
le cuntidad do 50 mg. # (10 mg. de AllC pure 20 ml, do 1lfquido
a destiler),

5n todus estas destilaciones fué agregado 1 gr, do &cido fes-
fotlingstico y se hizo un blunco con agua destilada y 5 ml, de
iodo, Los datos obtenidos pueden verse em ol cuadro,

tfHemos ebtenido un promedio de AMC que de.tile on 0l tercer
cuarto qus es de 23,4%,

Por lo tanto,al hacer lose célculos, para obtener el totul de
ANC de la muestra, debemos dividir por 0,234,

mg. % AUO = 0,234 X =20
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Determin-.cidn del porcentaje de ANC que destila

on c; tercer cuarto

dedio de cultivos avena 5% - PO HK2 0,1%

Blanco Nuestra
u203he2 O4lii| S203hm2 041 A ng.AC | Foroemtajes
_ Sfuila2| titulzdos de .iC
al ﬁ::t.' 'l‘f::t" al, en el 3or.| de.tilade en
ouarte 61l 3der.,ocuarto
8,17 1,53 2924 22,4
9,79 8,11 1,59 2,33 23,3
(prouedio £,05 1,65 2942, 24,2
d. ‘ d.- 8'13 1.57 2.30 25.0
teruing=- 8.0‘ 1.66 2'4‘ 2‘.‘
ciones)

¥romedio % 23,4
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ETRMINACION CU/.\NTITATlVA DE  ACETIL
Cumvos‘ CON HEAT SHOCKI
CULTIVOS SIN HEAT SHOCKING
~ . : TECNICA DE WEIZMAN
BuLanco LMJESTR_AJ mg AMC | mg AMC 'anco Mueeﬂm mg Al
| Q;lv 5,05Na, 1N [3,0 N, JAN BS,04Na, | EN EL o [HS. 15,0 Mo, 0,1N/3,05No, 0N 118S.05Na, | EVE
O 1 mi gasr.}] ml 6nsT, ml 3". UART() . | mL GAGT ml GAST. ml 3“CUI
8,45 1,17
| 9,62 | 844 LB/ 1,76 | 37,6
! promedio 8,58 E 1,24
'dcéde?cr : '
| !
| 3,05 | 1591 8,00 | 1,62
! 8,03 1,59 9,62 7,55¢ 1 2,07| oy
2 ’ f o | : ) R ) .
3 : 96 7,98 1,64 2)36 50,4 wzﬁ_ promedio| 9,58 | 2,04 S 2,61
i 7,99 | 1,63 S bl B YR RF 7
| ' 18,60 | 1,03) 7,82 1 1,81
SN ! 8,60 | 1,03{m . 7,91 i 1,72
) { ! Q| . ~
9 §9’63 i 8,6 1oz 201,51 32,3 (Wul 9,63, 285 | 128|=, 2,5
| 8,61 1,02) | 2,97 | 1,66
o 8,30 | 1,32 8,95 | 0,68
P 8,34 132( A 8,98 0,65{ on !
' v N
CF 1963 b P 1400 3 LIF | 421 W, 9,65 | 89 | onf{s; 1,01
‘ T 83 8,91 | 0,72
; ', A e SSSNIPYS W U
: 845 . 1,17 8,69 0,93)
o 829 L 2l | | &7t | oatlw:
9 i 9)62 1 835 " 1,27 < 1,82 38,8 bfz(,; 9)62 8,70 0,22| ' 1’36
{ 835 | 129 867 | 099 |
5 e ! B N R



‘A DE ACETILMETILCARBINOL
IVOS CON HEAT SHOCKING CULTIVOS CON HEAT SHOCKING
Tecnica pE WEIZMAN Tecnica DE “SoRDELLI
: RS
4co [MueeTra mg AMG | mg AMC BLANCO [MuEsTRA | mg AMG | mg AMC
3 0NS, 0N, N S20sNsy | EMES 0/ THG 5,00, 04N |si0e, GIN BS,05Ns, | ¥ L Y/
AT | ml cAST. ml 5% cuarto © ml 6ast. | ml gasr. . ml 3"' CUARTO o
. - 4 R it SIEREERTET THFRCINIPEE AR ._._‘.4 e e e . . . . b evre e
8,45 17
11,08
Seof 9,62 | B34 1NONB| 160 | 34,2
5,58 1,04 ~
8,52 1,10
) e e en .+.._-...-.-.......J'l.-._.._. . - - R ———
- 8,00 | 1,62 ! J 8,04 158
Y4 7,55, | 2,07 N | ; 8,03 11,59 o
wio] 358 204 ea] 2,671 571 19| 9,62 | g2 »16 212,35 | 50,2
| : : i
el g6 11,56 | 7,99 1,63
e ; - R E RO SR e SCNN RN E—
7,82 | 1,81 ‘ 8,51 ! 1,;2
7,91 172! I 8,55  1,08( _ .
63.1 2,85 | 128|=; 2,55 ! B45 195! 9,63 | 855  1,08( 3] 1,61 | 344
7,97 | 9,66 | i 1 8,5 14,09
H 1 I :
SAURIOE UUUEUIVURNSNES NSNS KOSHIS - S 1 D ST ; e, . B
895 | 0,68 . § 78% | 4,16 |
8,98 ; 0,65{ oy ! Lo F8% 1 4,76 a0
63 | 89 | o7 3 1,00 1 216 :S,0 9,651 781 e[ =) C,61 | 6558
8,91 l 0,72 f 7,84 ;179 f:
S NP SR S SRS SN N B A TIO R S
869 p 0,93 b 8,18 | 14 | \
L] oge E } 8,26 | 1,36\ ! |
52 | 8,70 ] 0,2[s. 1,56 | 291 :iszo 962 | w10 ¢ owze( 3t 240 | 44,9
867 | 005 | i b 823 | 1,39
| i i S L
[, b .. SRRV UG RS PO cd e mi— e 5 S §
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CAPITULO VI

DISCUSION

El oompertamiemnto del Bacillus polyuyxa al calentumiente ne

hu producido une seleccién muy evidente do formus superresisten-
tes al calor, pues la simple prolong«cién del csulentamiento &
100°C por un tiempe um poco mie largdo que ul comienzo de los
sxperimentos, produjo ea genuvrsl unx reduccidn aprecisble de
la oupacidad germinutiva 0 la pérdida de ella, ‘ucde decirse
que el onleatumiengo a 100°C, i he tenido unu cepucidad selec-
tiva de olertae formams, éstus 20 han 1ido ogtecnsiblemente ter-
morresistertes, y sl algunu seleccidn he gcurrido no ha sido
revelida por la supervivencia ul ouleatauiento,

le LUrewuluridsd de los resltados obtenidos con lz téonica
do Weizn.nn y um mejor comportumiento de les bucterias provia-
mente esporuladas por desecacidn, puroéoria dndicar ques extstie-
ra Un Celdno do incrementur le diferenciucidn de la s espor.s
en su propiedad termorresistente, por lu inf{lucacia de fuctoros
gapuces de inducir formus purticularos de esporul.cidn,

ista suposicidéa estl en cierto modo sfianzada por ol diferen-
te comportanisnto de wLlgunus Cepuc, que wOstraros desde el co-
mienzo una mayor resistcncia, Parecerfis yue hubierse algdn fuo-
tor genético yue determinure lua resisteucia como unc propiedad
intrinsecu, laturslments, cowmo el fendéneuo del 'hs.t‘ahooking'
no fué unslizudo oon el propydzito de encontrer le variaoidn in-
ducids por €1, sdlo oadbenm hucer suposiciones,

la frlta de unc seleocidn esteansible por el o.lentamiento,
0 d¢ la induccida de ls termorresistencix» por el miimo, fué des-
de el piincipio un motivo ue nos indujo a no esperar mucho de
ls téocnica dsl "heet shoocking” para modificer la. propiedades
biblogicae del Bacillus polym, xa.:=n efecto,la produccién del LAMNC




0o se vié modificeda por el proceso del "hest shocking", tunte
por el procedimiento do Wolzmann gowmo por el de vordelld,

Tampoco fueron observuadas diferencias em l.e our.oteristiocas
de 1lus colonius em plaous, al tampoco en los cultives li uidos
en 108 L ue se form.ba el ~IiC, pues conservabam sus caracteris-
ticas del onltivo inicial,

RESUMEN Y CONCLUJIONGSS

———

50 «plics el método del "heat shocking” eon el propéaito de
inducir une m«yor resistencia del Bacillus polymyxa, aplicande
dos téonic.s diferentes,

Los result.dos obtenides fueron juzgudos por la induoccién de
uns muyor resistencia al eszlor y por lu produceidén de A/,

12) Ne fué observada ninguna medificmcién ostensidle do la
resistencia sl czleatamiento,

28) No se oObservuron modificzciones de los garecteres morfo-
légices y de cultivo,

38) Parecgeria verosimil que li propieded do resistir &l ou~
loir estd gobera.da por vuriables que nc¢ son simplemente
la selecciln de espor.s mis resistontes,

48) la Calta de modific«0ién d¢ leas propiedades morfolégicas
tuve su parslelo, también, en la fzlta de Caubio en la
produccidn del AC,
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