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ACCION IN VITRO DE LA FENACINA

ALFA - CARBOXILAMIDA SOBRE EL

CRECIMIENTO DE ALGUNOS HONGOS
PATOGENOS Y STREPTOMYCES *

POR
Gonzaro SIERRA y H. A. VERINGA

I. INTRODUCCION

Hazen y Brown, en 1950, descubren la nistatina, antibidtico activo
sobre hongos; preparaciones de nistatina parcialmente purificada prolon-
garon la vida de ratones inoculados con dosis altas de Cryptococcus neo-
formans e Histoplasma capsulatum. Rappenfort y Schnall, en 1951, de-
mostraron que una de las complicaciones que se pueden presentar des-
pués de una continuada antibioterapia es el desarrollo de infecciones
secundarias producidas por hongos (candidiasis principalmente). Estudios
posteriores (Seligman, 1952; Rankin, 1953, y Levy y Cohen, 1955) con-
firmaron los encuentros de Rappenfort y Schnall. Es quizds esta ob-
servaciéon la que ha estimulado la btisqueda de nuevos antibidticos
activos contra hongos. Asi, en afios sucesivos se descubrieron nuevas
sustancias dotadas de esta propiedad. Davisson y colaboradores (1951)
describen la rimocidina; Hickey y colaboradores (1952), la ascosina, y
Raubitscheck y colaboradores (1952) aislan un metabolito de Strepto-
myces aureus con propiedades antiftingicas.

Un afio mas tarde Lechevalier y colaboradores (1953) descubren la
candicidina. Durante estos mismos afios un grupo de investigadores ja-

(*) Un resumen de esta comunicacién ha sido ya publicado en “Nature”, 182,
265 (1958).
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poneses aislaron también varios antibi6ticos activos contra hongos, y que
estd intimamente relacionada su estructura con los encontrados por los
investigadores americanos.

En el afio 1955, por medio de cuatro comunicaciones, se notificé el
descubrimiento de las anfoterinas A y B (Gold sy colaboradores, 1955;
Vandeputte y colaboradores, 1955; Teimberg y colaboradores, 1955, y
Sternberg y colaboradores, 1955).

Al parecer, ninguno de los antibiticos mencionados son téxicos, cuan-
do se administran por via oral. A pesar de ello, se tiene muy poca in-
formacién sobre su actividad terapéutica in vivo, lo que no quiere decir
que no se investigue activamente sobre ellos. El Instituto Squibb, de
Estados Unidos, trabaja con intensidad sobre la accién de la anfoterina B.,
con resultados prometedores.

En general todos los antibidticos de los que hemos hablado son in-
solubles e inestables, lo que constituye un serio problema para combatir
a los dermatophitos.

La capacidad de inhibir el crecimiento bacteriano que presentan los
liquidos metabdlicos o extractos de Pseudomonas aeruginose, atribuida
en principio a la enzima bacteriolitica “piocianasa’, ha sido dilucidada
en el transcurso del tiempo. Hoy se han aislado ya en estado cristalino
més de diez metabolitos de Ps. aerugimosa. La piocianina (Wrade y
Strack, 1929; Hillemann, 1938), la alfa-oxi-fenacina (Schoental, 1941),
la clororafina (Birkofer, 1947), un glucolipido (Jarvis y Johnson, 1949)
y tres compuestos designados por Hays y colaboradores (1945) como
Pio I b, Pio I ¢, y Pio III (Wells, 1952) se han caracterizado plenamente.
De otros metabolitos de Ps. aeruginosa aislados en forma cristalina, sélo
se conoce su formula empirica (Hays y colaboradores, 1945). En general
todos ellos se han ensayado como inhibidores del crecimiento bacteriano
'y todos ellos, excepto el compuesto C1oHgNSOj3 presentan accién bacte-
riostatica, mientras que s6lo uno de ellos, la alfa-oxi-fenacina tiene pro-
piedades fungistaticas (Stokes y colaboradores, 1942). Algunos de estos
compuestos son téxicos; por ejemplo, la piocianina, la alfa-oxi-fenacina y
¢! glucolipido (Sierra, 1958).

En 1944 Schales y colaboradores investigaron la actividad de diez
derivados sintéticos de la fenacina sobre algunas bacterias y encontraron
una déhil actividad sobre el desarrollo del Micrococcus pyogenes, var.
anreus.
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Durante el curso de otras investigaciones nosotros encontramos que
el liquido metabélico de ciertos cultivos sumergidos de Ps. aeruginosa
inhibe fuertemente el desarrollo de Streptomyces sp. (441) y de algunos
hongos patégenos.

La fenacina alfa-carbonamida se produce por oxidacién de la cloro-
rafina (complejo bimolecular formado por la {fenacina alfa-carbonami-
da y por la dehidrofenacina alfa - carbonamida) cuando se expone al
aire al separarse el Hy del complejo bimolecular, por lo cual la llama
también oxi-clororafina. La estructura de la clororafina y de la fenacina
alfa-carbonamida ha sido resuelta por Kogl y Postowsky (1930).

Lasseur (1911) y Lasseur y Girardet (1926) son los primeros que
encontraron la colororafina en cultivos de Ps. chlorordfis. Mas tarde
Birkofer (1947) demostré que también Ps. aeruginosa produce este com-
puesto. MclIlwain (1941) ha investigado la actividad antibacteriana de la
clororafina. '

En esta comunicacion describimos la accion i vitro de la oxi-clorora-
fina sobre el desarrollo de varios hongos patogenos y ciertas cepas de
Streptomyces; este metabolito de Ps. seruginosa lo aislamos como el
compuesto responsable de la actividad antiffingica que observamos pre-
viamente en el liquido metabdlico de esta bacteria.

II. MATERIAL Y METODOS

a) Cetas utilizadas. *

Utilizamos como microorganismos “test’ cepas de Trichophyton men-
tagrophytes (Robin) Blanchard, n.° 539 C.; Microsporum audowini Gru-
by, n.° 1.666; Epidermophyton floccosum (Harz) Langeron y Miloche-
vitch, cepa “Oswald” ; Blastomyces dermatitidis Gitchrist y Stokes (Sin.
Oidium dermatitidis) cepa K; Candida albicans (Sin. Monilia albicans)
(Rolein Berkhout, n.° 2.747; Streptomyces 404; Streptomyces 411;
Streptomyces 421, y Streptomyces A. 425.

Todas las cepas se mantuvieron en medio de Sabouraud haciendo fre-

(*) Se consiguieron los hongos por cortesia del “Centraalbureau voor Schimmel-
cultures”, Baarn, Holanda. La cepa de Candida albicans de la Divisién de Levadu-
ras del mismo Centro en Delft. Las cepas de los Actinomicetos proceden del
T.aboratorio de Microbiologia de la Universidad de Amsterdam,
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cuentes resiembras. En los casos en que el hongo estd en fase levaduri-
forme, utilizamos como inéculos de las placas una suspensién de células
procedentes de un cultivo-de 48 a 50 horas. Cuando el hongo forma
conidios, se realiza la siembra de las placas con una suspensién de co-
nidios preparada de micelios crecidos durante diez dias.

b) Aislamiento de la oxi-clororafina.

Separamos la clororafina cristalizada (P.F. 225° C. en atmosfera
de Ny) por centrifugaciéon de un cultivo (*) sumergido en un medio con
glicerina de cince dias de incubacién (Sierra y Veringa, 1957).

Siguiendo este lﬁrocedimiento obtenemos un rendimiento de 0,53 gra-
mos por litro. Rendimiento muy alto comparado con el de 5 a 15 mg. por
litro obtenido por Birkofer (1947) en medio glucosado de cultivos de
catorce dias a 28° C.

Obtuvimos cristales puros de oxi-clororafina, disolviendo clororafina
en acetona (descartando la fraccién insoluble). En contacto con el aire
y después de refrigerar la solucién, se obtienen la oxi-clororafina crista-

lizada. Para conseguir el compuesto puro (P.F. 242°C.) fueron necesa-
rias varias recristalizaciones.

Analisis: ** Calculado para Ci3HyONj3: C, 69,92; H, 4,07; N, 18384
Encontrado: C, 60,60; H, 4,05; N, 18,02

Resultados que confirman que la sustancia aislada es oxi-clororafina.
Otras propiedades del compuesto obtenido por nosotros, por ejemplo:
solubilidad en varios disolventes orgénicos, produccién de N, en forma
de amoniaco juntamente con el compuesto C;3HgO,Np cuando se trata
con alcalis, decarboxilacién, pasando a fenacina (éste con propiedades de
fenol) al ser tratado con CaO -+ NaOH, reduccién a clororafina en
agua con cinc en polvo, estan también de acuerdo con las propiédades
encontradas por Kogl y Postwsky (1930) para la oxiclororafina.

(*) Las propiedades de la cepa utilizada de Ps. aeruginosa, en la preparacién de
clororafina, se expondran en otra comunicacién (Sierra y Zagt, 1958).

(**) Los analisis de C, Hy y N, fueron realizados por el Sr. Hubers, del De-
partamento de Microanalisis del Laboratorio de Quimica Organica de la Univer-
sidad de Amsterdam.

4
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¢) Ensayo de la actividad.

La actividad se ensayd por el método usual, esto es, afiadiendo a
un medio apropiado la oxiclororafina en concentraciones escalonadas.
El medio de cultivo utilizado es el agar Sabouraud glucosado compuesto
de 0,5 % de glicerina, 2 %, de glucosa, 2 % de agar y 1,5 % de Bacto-
peptona Difco. El pH se ajusto entre 5,6 y 5,8. El compuesto se disolvi6
directamente en el medio fundio. Los cultivos de Streptomyces se in-
cubaron a 25° C. y los inoculados con cepas de hongos patégenos a 37° C.

d) Efecto sobre la respiracion.

La influencia de la oxi-clororafina sobre la respiracién se estudié en
el aparato de Warburg a 37,0 == 0,05° C. con una disolucién de NaOH
en el vasito central. Las células de Candida albicans en fase levaduri-

_forme se recolectaron- de cultivos sumergidos en el medio liquido de
Sabouraud glucosado, después de lavadas dos veces con tampén de fos-
fatos (pH 6,4) se hace una nueva suspensiéon en el mismo tampdn. Una
vez establecida la autorespiracion de las células en el tampdn, se afiadie-
ron 0,2 c. ¢. del medio de Sabouraud glucosado, contenido hasta entonces
en el brazo lateral de los respirémetros. El volumen total del liquido
en los respirémetros fué de 3 c. c.: 1 ¢. ¢. de la suspensién del hongo;
0,2 c. ¢. del medio que lleva los substratos; 0,2 ¢. c. de disolucién de
NaOH, y 1,6 c. c. de agua corriente o de oxi-clororafina en agua. La
suspensién-de células en el tampén de fosfatos se incubd con oxi-cloro-
rafina durante sesenta minutos, a 37 == 0,05° C., afiadiéndose después
el substrato. La cantidad de O, consumido se midi6 durante un periodo
de cuarenta minutos a intervalos de diez minutos. En cada serie de ex-
perimentos se emplearon respirémetros de control y cada experimentc
se hizo por duplicado.

III. RESULTADOS

Los resultados presentados en la tabla 1 indican que la oxi-clorora-
{ina en concentraciones comprendidas entre 6,3 y 50 ppM inhibe el cre-
cimiento en medio de Sabouraud de varias cepas de Streptomyces y
hongos patégenos. Los experimentos manométricos realizados demues-

5
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tran claramente que una concentraciéon de oxi-clororafina (333 ppM)
muy superior que Ja necesaria para inhibir completamente el desarrollo
de Candide albicans en el medio de Sabouraud (tabla 1) no afecta la
respiracion (Og consumido) de suspensiones lavadas de este hongo. La
oxi-clororafina (333 ppM) tampoco afecta la auto-respiraciéon de suspen-
siones lavadas de. Candida albicans en el tampon de fosfatos.

TABLA 1.

Accién de la fenacina alfa-carboxilamida sobre el crecimiento de algunos ‘hongos
“patégenos y Actinomicetos.

Concentrarién de oxi-clororafina
®pMy ()
MICRO-ORGANISMO Inhibicien

. Compfeta Parcial
Trichophyton mentagrophytes ......cccooeeevieneevnennnennnnnn 12,5 6,3
Epidermophyton floccosum ........cceeeveveniinnnannnen. 25,0 12,6
Candida albicans ..........c.ccccceeveveeeeeneeneenin, e 50,0 . 12,5
Microsporum audoming ............c..ccceuveieiiiiinieeennnneennn. 25,0 l 12,5
Blastomyces dermatitidis ..............ccooviiiiiiiniiinaannn. 25,0 12,5
Streptomyces 4Og .....oceeeeereiiiiiiieiiie e 25,0 6,3
SHEPLOMYCES JIT «.nvverneeiiniiiiaeiiieeeeieeee e 12,5 6,3
SErEPLOMYCES J2I wovoiveereeneeieeeieeee e eieeeie e e aaas 25,0 6,3
Streptomyces A. 425 ceeeeeuiiiiianiiiiiiiee e 25,0 6,3

#

(*) Partes por millén.

El ratén (20 g.) tolera bien 100 mg. de una suspension en aceite de
oliva inyectada intraperitonealmente. No se observaron sintomas de en-
fermedad.

Iv. DISCUSION

Al no actuar la oxi-clororafina como un antiséptico, los cuales, como
es sabido, actfian como veneno protoplasmaético general inhibiendo rapi-
damente la respiracién y teniendo en cuenta ademas que el efecto de
este compuesto es mas fungistatico qu fungicida, nosotros podemos su-
poner que su poder antibiético se deba a una accién de antagonismo.

La tabla 1 indica que la oxi-clororafina tiene una fuerte actividad

6
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in wvitro sobre Blastomyces derwmatitidis, Candida albicans, etc., gérme-
nes bien conocidos como causantes de candidiasis y otras micosis. Debido
a que los ratones toleran concentraciones mucho mas elevadas que las
suficientes para inhibir completamente el crecimiento de las cepas de
hongos v actinomyces utilizados, es probable que este compuesto pueda
utilizarse como un antibiético eficaz en casos de candidiasis y actinomi-
cosis, enfermedades ambas internas y de distribucion universal.

Agradecimiento.

Agradecemos al Prof. Dr. Ing. T. Y. Kingma Boltjes su continuo
interés, que nos sirvié de estimulo durante la realizaciéon de este trabajo.

RESUMEN

Se ha encontrado que la oxi-clororafina inhibe in vitro el crecimiento
de varios hongos patdgenos y algunos Streptomyces. El compuesto no
es toxico para el ratén en una dosis méxima empleada de 500 mg. por
kilo, inyectados por via intraperitoneal. Actualmente realizamos estudios
para dilucidar el mecanismo de accién y el efecto in vivo de este com-
puesto.

SUMMARY

Oxy-chlororaphin is active in vitro against a number of pathogenic
fungi and some Streptomyces species. The compound shows no toxicity
to mice at doses of 500 mg. per kg. given intraperitoneally. Studies are
under way to elucidate further the mechanism of action i witro as well
as the behavior of this compound in wivo.
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ESTUDIOS SOBRE' EL METABOLISMO
DE LOS ACIDOS NUCLEICOS DE LAS BACTERIAS

III. Actividad enzimdtica especifica de filtrados de Escherichia

coli y Sarcina lutea sobre los 4cidos nucleicos.

POR
Ramona VAAMONDE FERNANDEZ y Benro REGUEIRO VARELA

REVISION HISTORICA

En trabajos anteriores, Vaamonde y Regueiro (1957) (1958), estudia-
ron el contenido en 4cidos nucleicos del Escherichia coli y Sarcina lutea
en caldo comtn y en medio sintético, en diferentes fases de crecimiento.
No estaria completo el estudio del metabolismo de los 4cidos nucleicos,
si no se estudiaran al mismo tiempo los enzimas especificos que inter-
vienen en tal metabolismo; éste es el objeto del presente trabajo.

Sabemos que, tanto en la biosintesis, como en la degradaciéon de los
4cidos nucleicos (RNA) y (DNA), intervienen varios enzimas. Nosotros
estamos particularmente interesados en los procesos de degradacién, v
los enzimas que intervienen en la misma reciben el nombre general de
nucleasas.

Segtin el lugar de accién de los enzimas en la cadena de degrada-
cién, podemos diferenciar los tipos siguientes:

Polinucleétidos (RNA) (DNA)
ribonucleasa o deoxiribonucleasa.
Mononucleétidos (RNA) (DNA)
l fosfatasa.
Mononucleésidos (RNA) (DNA)

Bases purinas y pirimidinas.
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Nosotros estudiamos especificamente los enzimas: RN-asa y DN-asa,
que rompen los acidos nucleicos o mononucledtidos, y la fosfatasa, que
separa fosfato de los anteriores.

Aunque en menor abundancia que sobre el contenido en acidos nuclei-

Ccos en microorganismos, también existe bibliografia sobre el contenido en
enzimas especificos. Zamenhoff y Chargaff (1949), dicen que una de
las dificultades para el buen aislamiento del DNA de las bacterias, es
la presencia en las mismas de una DR-asa. Brown (1950), estudia el
contenido en RN-asa y DN-asa en filtrados de 24 grupos de estrepto-
cocos, observando que existen unos que poseen los dos enzimas y otros
solamente uno de ellos.
. Muggleton y Webb (1952), estudiando la accién litica de filtrados
de Streptomyces sobre bacterias Gram positivas, encuentran actividad
RN-asa, DN-asa y fosfatasa, haciendo la interesante observacién de que
cuando el RNA o el DNA se tratan por RN-asa o DN-asa pancredtica,
queda siempre una parte que es resistente a estos enzimas y que, sin
embargo, es sensible a los de los Streptomyces, lo cual les sugiere una
diferencia en los dos tipos de enzimas. Born (1952), también estudia
una RN-asa en f{filtrados de Streptomyces.

Manson (1953), estudiando el metabolismo del Escherichia coli,
normal o infectado pof fagos, encuentra una RN-asa capaz de desinte-
grar el RNA celular.

Kay (1954), estudia una DN-asa del bacilo tifico, viendo su efecto
sobre el DNA, del fago especifico, su actividad es catalizada por el
magnesio y la accidén se aumenta por calcio. Esta DN-asa es intracelular,
en oposicion a la del Bacillus subtilis, que es extracelular.

Chargaff y Shapiro (1955), también estudian DN-asas y el efecto del
magnesio en las mismas. También Smithies y Gibbons (1955), estudian
el DNA, de las capsulas de algunas bacterias, observando que el trata-
miento de las mismas con una DN-asa elimina las capsulas sin afectar
a la viabilidad.

Holden y Pirie (1955), comparan una RN-asa pancreitica con otra
obtenida de hojas vegetales; ésta hidroliza mis el RNA que la pri-
mera y es mas afectada por agentes inhibidores, lo que demuestra dife-
rencias entre ambos enzimas, que también se observa en el pH optimo
v en la termoestabilidad.

Manzy, Braun y Whallon (1955), estudian el DNA y la DN-asa

2
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especifica, en filtrados de Brucella suis y Brucella abortus, observando
que la acumulacién de DNA y la actividad de la DN-asa, dependen del
medio utilizado, observando que en medio sintético, se forma mis DNA.

Esta es la bibliografia que hemos podido recoger sobre la existencia de
enzimas nucleicos en microorganismos. Como se observa, poco se ha
trabajado sobre el contenido de estos enzimas en diferentes fases de
crecimiento de los gérmenes y en diferentes condiciones de desarrollo,
y esto es lo que nosotros tratamos de ver en el Escherichia coli y en la
Sarcina lutea.

METODOS Y TECNICAS

Se utilizan como gérmenes, el Escherichia coli y la Sarcina lutea,
en diferentes condiciones de crecimiento a partir de cultivos de veinti-
cuatro horas a 37°, en agar-caldo.

Tanto medios de cultivo, como el desarrollo de los citados gérme-
nes en diferentes condiciones, se indicaron en el trabajo de Vaamonde
y Regueiro (1957) y son las mismas que aqui se utilizan.

Para determinar la actividad enzimatica de los filtrados, utilizamos
la técnica modificada de Muggleton y Webb (1952), que consiste en lo
siguiente : ,

RN-fosfatasa y RN-asa: En un tubo centrifuga de 10 c. c. se colo-
can por orden los compuestos siguientes: 1 c¢. ¢. de ribonucleato sddico
al 0,1 %; 1 c. c. de cloruro sédico al 0,85 % ; 3 c. c. de “buffer” veronal
o1 M/(pH = 7.0) y 1 c. c de enzima (liquido de cultivo filtrado).
Primero se ponen los tres primeros compuestos a 37° y cuando llegan
a esta temperatura se afiade el enzima y se deja dos horas. Al cabo de
este tiempo, se separan los tubos del bafio, enfrian y se afiade 4 c. c. de
reactivo MacFadyen’s (1,25 gr. de acetato de uranio en 100 ¢. c. de
acido tricloracético al 10 %), el cual precipita el RNA no hidrolizado.
Se centrifuga, decanta el liquido, lava el precipitado con mas reactivo
y en los liquidos reunidos se determinan: fésforo inorganico por el méto-
do de Fiske y Subbarrow {1925) que da la actividad fosfatasa; el f6s-
Toro total, por el mismo método, y la ribosa por el método del orcinol de
Mejbaum (1939) que dan la actividad RN-asa. Los controles utilizados
son tres tubos: uno sin el enzima, otro sin el sustrato y un tercero ca-
lentado a 60° por diez minutos para inactivar el enzima. La diferencia

3
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entre el problema y estos controles da la actividad enzimatica. Las de-
terminaciones son colorimétricas en fotocolorimetro Kipp, con filtro 66
para el fésforo y la ribosa. ' ‘

DN-fosfatasa y DN-asa: En un tubo de centrifuga de 10 c. c. se co-
locan por orden, los compuestos siguientes: 1 c. ¢. de deoxiribonucleato
sodico al 1 %; 1 c. c. de cloruro sédico al 0,85 %; 2 c. c. de “buffer”
veronal; 1 ¢. ¢. de sulfato magnésico 0,1 M/ y 5 c. c. de enzima. A con-
tinuacién se hacen todas las operaciones indicadas para los enzimas an-
teriores y en los liquidos reunidos se determinan: fésforo inorganico,
por el método de Fiske y Subbarrow (1925), que da la actividad fos-
fatasa; el fosforo total, por el mismo método, y la deoxiribosa por el
método de la difenilamina de Dische y Schwarz (1937), que dan la
actividlad DN-asa. Los controles utilizados son los mismos que en los
enzimas anteriores y las determinaciones son las mismas, unicamente
que para la deoxiribosa se usa el filtro 59.

RESULTADOS

Las experiencias de este trabajo se pueden dividir en dos fases: La
primera es la que fija las curvas de crecimiento del Escherichia coli y
la Sarcina lutea en diferentes condiciones de desarrollo, con objeto de
determinar los tiempos de cada fase (lag, logaritmica, estacionaria y
declive); esta fase estd indicada en el primer trabajo de Vaamonde y
Regueiro (1957). La segunda fase de experiencias consiste en la deter-
minacién de la actividad enzimatica de los filtrados que corresponden a
cada una de las fases anteriores, que es lo que se incluye en el presen-
te trabajo.

En todos los casos se utilizan sustratos comerciales de: ribonucleato
sédico (RNA) y deoxiribonucleato sédico (DNA), que no dan fésforo
inorganico, ni fésforo total libre y si dan: 4 gammas/c. c. de RNA
libre y 40 gammas/c. c¢. de DNA libre, respectivamente.

1.° Actividad enzimdtica de filtrados de Escherichia coli.

La actividad enzimatica de los filtrados de Escherichia coli se deter-
‘mina en las condiciones que se mencionan a continuacién :
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a) Cultivo de Escherichia coli en caldo comin, a 37°, en estufa.

La curva de crecimiento en estas condiciones estd en el primer tra-

bajo nuestro (grafica 5). El cuadro final, cuyas cifras indican la acti-

vidad enzimética en cada fase de crecimiento, es el siguiente:
RN -fosfatasa RN - asa DN - asa
Horas P (inorganico)| P 9% (total) RNA % P o (total) DNA %
4 0,5 2,5 46,0 1,5 0,0
7. 3,5 2,0 54,0 1,0 0,0
12 0,5 0,5 59,0 1,0 0,0
43 0,0 1,0 61,0 4,0 0,0
80 1,0 2,5 63,0 4,0 0,0
96 0,0 2,5 58,0 4,0 0,0

Se puede sefialar que existe un méaximo de producciéon de fosfatasa

durante la fase logaritmica y que corresponde al maximo de actividad

metabolica del Escherichia coli. _
Con relacién a la produccién de RN-asa y de DN-asa, son mas de

tener en cuenta los ntimeros basados en las determinaciones de azticares
PY DHA %
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que los fundados en las determinaciones de fésforo total, por ser mas
especificos. Segin esto, se observa un aumento de actividad RN-asa du-
rante la fase lag y logaritmica bastante grande y aumento lento durante
el resto del desarrollo bacteriano. No se observa actividlad DN-asa en los
filtrados en ninguna fase de crecimiento. Los resultados se expresan tam-
bién en la grafica 1.

b)  Cultivo de Escherichia coli en caldo comiin, a 28°, en agitacién.

La curva de crecimiento en estas condiciones estd en el primer trabajo
nuestro (grafica 3). El cuadro final, cuyas cifras indican la actividad
enzimatica en cada fase de crecimiento, es el siguiente:

RN -fosfatasa -, RN -asa DN -asa
Horas P o (inorgdnico)| P 9 (total RNA % P o (total) DNa %
4 0,5 2,0 38,0 11,0 0,0
5 2,5 7,0 34,0 2,0 0,0
6 0,5 1,5 24,0 2,0 0,0
7 0,0 © 0,5 21,0 3,0 0,0
15 0,5 4,0 27,0 4,0 0,0

Se puede sefialar que existe un maximo de produccién de fosfatasa
durante la fase logaritmica y que corresponde al méximo de actividad
metabodlica del Escherichia coli.

En cuanto a la actividlad RN-asa, se observa en la grafica correspon-
diente (2), un incremento, tanto por determinacion de fésforo, como de
azucar durante la fase logaritmica, con un maximo a las cinco horas v
disminucién rapida a las siete horas, a partir de las cuales queda casi es-
tacionaria ; se observa que dichas curvas son casi paralelas a las del con-
tenido en 4cidos nucleicos.

Sobre actividad DN-asa no se observa actividad, en cuanto al conte-
nido en azticar, aunque si en cuanto al de fésforo total.

Se observa que, en relacién con los 4cidos nucleicos, el éptimo de en-
zimas RN-asa y posible DN-asa se produce una hora maés tarde, lo que
concuerda con el tiempo de hidrolisis de ambos acidos nucleicos.

#
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¢) Culttvo de Escherichia coli en medio sintético, 28°, en agitacién.

En este caso se trata de ver la influencia de la composicién del me-
dio en la actividad enzimdtica de filtrados de cuarenta y ocho horas,
sobre RNA y DNA comerciales. El medio sintético y las técnicas son
las indicadas por Vaamonde y Regueiro (1958), y el cuadro final, cuyas
cifras indican la actividad enzimética de cada filtrado de cuarenta y
ocho horas, es el siguiente:

RN -fosfatasa RN - asa DN -asa

P (inorgany| P % (total) | RNA % | P ototal) | DNA %
Medio completo .............. 32,0 24,0 11,0 0,0 0,0
Sin fosfato monopotasica 10,0 2,0 24,0 0,0 0,0
Sin fosfato dipotasico ... 4,0 + 40 6,0 0,0 0,0
Sin magnesio 8,0 4,0 15,0 0,0 0,0
Sin hierro ........cceeun.es 32,0 22,0 14,0 0,0 0,0

Graficamente se expresan estos resultados de RN-asa en la grafica 3.
En estos resultados puede observarse que: en ausencia de fosfato o de
magnesio casi no existe actividad RN-fosfatasa, lo que indica que este
enzima es de tipo adaptativo o necesita magnesio para su formaciéon. Tam-
bién actividad RN-asa se observa, sobre todo en filtrado de medio com-
pleto o en ausencia de hierro, magnesio o fosfato monopotasico, en
cuanto a los resultados expresados en azlicar y en medio completo o en
ausencia de hierro en los expresados en fosforo total. No se observa
formacion de DN-asa en ningun caso.

2.0 Actividad enzimdtica de filtrados de Sarcina lutea.

La actividad enzimatica de los filtrados de Sarcina lutea, se deter-
mina en las condiciones que se mencionan a continuacion:

a) Cultivo de Sarcina lutea en caldo comitn, a 37°, en estufa.

La curva de crecimiento en estas condiciones esta en el primer tra-
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bajo nuestro (grafica 7). El cuadro final, cuyas cifras indican la actividad
enzimatica en cada fase de crecimiento, es el siguiente:

RN -fosfatasa RN - asa DN -asa
Horas P v (inorgénico)| P % (total) RNA % P % [total) DNA ¥
14 0,0 0,5 0,0 0,0 0,0
20 0,0 1,0 2,0 0,0 0,0
50 0,0 1,5 2,0 0,0 0,0
66 0,0 0,0 47,0 0,0 0,0

Se observa ausencia de fosfatasa y DN-asa en todos los casos; en
cambio en la RN-asa, hay ligera formacién al principio, y al final parece

gue aumenta, como se indica en la grafica 4.
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b) Cultivo de Sarcina lutea en caldo comiin, a 28°, en agitacion.

La curva de crecimiento en estas condiciones esta en el primer tra-

bajo nuestro (grafica 6). El cuadro final, cuyas cifras indican la activi-

dad enzimatica en cada fase de crecimiento, es el siguiente:

RN -fosfatasa RN - asa DN -asa
Horas P% (in;rgénico) P % (total) RNA 9% P % (total) DNA %
5 0,0 1,0 16,0 5,0 0,0
6 0,0 1,5 18,0 3,0 0,0
7 0,0 2,0 24,0 2,0 0,0
15 0,0 1,0 23,0 1,5 0,0
24 0,0 1,5 26,0 3,5 0,0

Estos resultados se expresan en la grafica 5, viéndose ausencia de
actividad fosfatasa.
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En cuanto a RN-asa, se observa un aumento hacia las ocho horas,
ianto en fésforo total como en aziicar, y después de la maxima produc-
cién de RNA, para luego disminuir y quedar estacionario, como en la
produccién del 4cido nucleico correspondiente.

Sobre la produccién de DN-asa no da resultado la determinacion de
azlicar, pero la determinacién de fésforo total indica un aurnento de
enzima en las primeras horas, para luego disminuir y quedar esta-
cionario. '

. DISCUSION Y RESUMEN

Si un microorganismo se coloca en un medio  nutritivo apto para
su desarrollo, éste pasa por una serie de fases con las cuales se puede
construir una grafica representativa. Estas fases pueden seguirse por
diferentes métodos, y las que se estudian aqui del Escherichia coli y la
Sorcina lutea, se dan en nuestro primer trabajo, como hemos indicado
anteriormente.

En trabajos anteriores hemos estudiado el contenido en 4cidos nu-
cleicos de las diferentes fases de crecimiento; en éste se determina la
actividad enzimatica exocelular especifica, sobre los citados acidos RNA
v DNA. . : ‘

Como resumen de este trabajo, pueden derivarse las conclusiones si-
guientes :

1.» Se produce gran cantidad de RN-fosfatasa, en medio sintético
completo o sin hierro, menos en medio sintético sin fosfato o sin mag-
nesio y menos en la fase logaritmica’ en caldo comtn, durante el creci-
miento de Escherichia coli. Este enzima no es producido por la Sarcina
lutea. ‘ :

2.* Se observa producciéon de RN-asa, en medio sintético, en todos
los casos y en caldo comiin, sobre todo en fase logaritmica, en el Esche-
richia coli. Asimismo, se produce durante el crecimiento de la Sarcing
lutea, aunque en menor cantidad. »

3.2 En cuanto a la produccién de DN-asa, puede sefalarse su ausen-
cia en el crecimiento del Escherichia coli en medio sintético y poca
produccién en caldo comén, asi como en el caso de la Sarcina lutea en
caldo comun. ‘

11
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SUMMARY

As a summary of this work, the following conclusions can be derived:

Ist —A great quantity of R N-phasphatase is produced, in a complete
synthetic medium or without iron, a smaller quantity appears in a
synthetic medium without phosphate or without magnesium and smaller
too, in the logarithmic phase in common broth during the growth of
Escherichia coli. This enzyme is not produced by Sarcina lutea.

2nd — The production of R N - ase is observed, in synthetic medium,
in all cases and in common broth, above all in the logarithmic phase,
in Escherichia coli -1t is also produced during the growth of Sarcina
lutea, though in smaller quantity.

3nd — As to the production of D N- ase*we can mention its absence
during the grouth of Escherichia coli in a synthetic medium and a small
production in common broth, the same in the case of Sarcina lutea in
commom broth.
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CYTOARJESIS IN POTATO TUBERS

IV. Importance of maturity of tubers and presence of sprouts

on the arrest of infection. . .

BY

Romin VICENTE JORDANA

The fact that maturation of potato tubers and a state of pre-germina-

tion prevent infection by pathogenic fungi and bacteria seems to have been
known empirically for a long time. Enquiries made recently from expe-
rienced farmers and other individuals familiar with the conservation or
storage of tubers have supported this fact; which has also been considered
by Bennett (1946), Focke (1952) and Boyd and Henderson (1953). How-
ever, it was found that a state of active germination was apparently ne-
cessary to arrest infection (Vicente Jordana, 1953, 1954).
. As was stated in these latter references, the germinated tuber of
potato at its fullest stage of active germination acts as a buffer in pre-
venting the spread of micro-organisms. Resting tubers or slices are rotted
more easily when in contact with water. If environmental conditions are
good enough to maintain an active development of buds, the mature tuber
becomes hard, consistent and firmly coherent. In this condition, infection
is normally arrested and the bacteriostatic effect is clearly shown.

Since in early stages of development some tubers have immature
tissues susceptible to rot whilst more mature ones resist infection, it was
necessary to establish the real stage of maturity. It was arbitrarily stated
(Vicente Jordana, 1958a) that a tuber is mature for the bacteriostatic
effect when infection is arrested for at least ten days in the whole tuber,
although well-developed buds might maintain the effect for longer pe-
- riods of time (3-4 months).
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The following experiments demonstrated that the presence of buds is
not the sole condition for achieving maturity for the bacteriostatic effect,
but this maturity is reached after a short period of bud activity.

A) DEVELOPMENT OF SOFT-ROT AND OTHER INFEC-
'~ TIONS IN THE PRESENCE OF BUDS. NATURAL INCI-
DENCE OF DISEASE

1. Dry state.

a) After storage above 10°C.

It was reported (Vicente Jordana, 1955b) that germinated potato
tubers which were inoculated with soft-rot bacteria had arrested infection
at 25° C. in dry conditions after 45 days, but this effect was not so marked
after holding at 34.5°C. for the same period of time. No natural inci-
dence of disease in uninoculated tubers was recorded at that time.

Tubers of the varieties King Edward, Majestic and Sharpe’s Express
were washed with water, placed in trays and held for three months
at 22.5° C. Tubers of varieties Catriona, Ulster Prince, Eclipse and Arran
Pilot were kept under similar conditions for one month and a half. The
incidence of disease development (table no. 1) was much lower than that.
obtained with peeled potato tubers after 2 months at room temperature,
17-20° C. (Vicente Jordana, 1958b). All tubers had sprouted by the
end of the experiment. Only 7 tubers out of 210 (3.3-%) showed infec-
tions of the internal tissues. Scabs and other superficial infections were
present in some other tubers. In general all lesions were arrested. Plate
no. 1, taken a few hours after cutting open the tubers, shows the ap-
pearance of some of them.

Comparable estimates were obtained with tubers of varieties Turia
and Heida stored at 11° C. an 18-20° C. held in the dark. Tubers kept
at the latter temperature were better preserved than those kept at 11° C.
Dry-rot developed in one tuber out of ten (random sample) of variety
Turia and surface contamination was observed on 1 tuber of variety Turia
and on another of Heida. In general, preservation of buds and their ape- -

2
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TABLE 1.

incidence of infection in uninoculated germinated tubers of 7 varieties kept in a
dry atmosphere (64 % R. H.) at 22.5°C.

"STORAGE N INCIDENCE OF INFECTION
0.

VARIETY 'ﬁggg;‘;‘;‘{ Duration | tubers | Healthy | Type of lesion "t/:’a : { &gg‘s"
King Edward ...| 19-7-56 | 3 months| 30 30 - 0.0
Majestic............ » » 30 27 3 tubers with 10.0

internal le-

sions.
Sharp’es Express| » » 30 29 I tuber witha 3.3

superficial

lesion.
Ulster Prince...} 2-11-56 | 46 days 20 20 — 0.0
Catriona............ » » 40 38 1 dry-rotand. 5.0

1 soft-rot.

Eclipse..........u.. » » 20 20 — 0.0
Arran Pilot....... » » 40 39 1 dry-rot. 2.5

xes were also better at 18-20° C., as is seen in plate no. 2. Apexes of
buds at 18-20° C. are clean, while at 11° C. buds show some necrotic
" areas.

The incidence of infection at other temperatures and in other varie-

ties will be reported in a subsequent study on the effect of germinative
activity.

b) After stordge at 5° C.

No special investigation has been made in the present study on tu-
bers kept at 5° C., but it was found that tubers of the varieties Palogan,
Ulster Supreme, Arran Peak, Majestic, King Edward and Dr. McIntosh,
held at that temperature for six months and a half were more susceptible
than usual to development of scabs, “darkening of the flesh” and other
damage when transferred to higher temperatures (22.5°C.).

As quoted by Smith and Smart (1955), there is much evidence that

3
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cooling contributes to decay and surface browning after tubers are removed
to higher temperatures. These observations have also been reported by

Smith (1933), Wright et al. (1927, 1934), and Smith (1952). Moderate

susceptibility to experimental infection in tubers kept at 6° C. was found
in early experiments (Vicente Jordana, 1955b).

2. In the presence of water.

a) At low temperatures.

According to these facts and that potato tubers of a number of
varieties do not produce buds at 5° C. it could be possible that some

TABLE 2.

Provisional data on biochemical activities of cultures isolated on nutrient (meat-
infusion - glucose) agar plates from buds of potato tubers disrupted at the
temperature of 3,5-4° C. Resu]ts obtained after 12 days at the same temperature.

Further studies of identification are followed.

Gxio‘t"t,hn‘;“ Dextrose Mannose. Galactose | Dulci
Source Ref. | MORPHOLOGY | Gram | proth - - - -
glucose b.c.p. Andr. b.c.p. b.c.p. | b.c.
Hi Rods.....cvvvnnne + Tt A+ N Ai ) ,
No spores......
From H2 Large rods..... 4 4 Attt N N N .
variety No spores...... ,
HEDA Short rod b A+
hort rods.....
A »
H3 Central spores + Gi ++ ’ Gi 7
H4 | Large rods..... 4+ + -+ (-) » (G » »
T1 Large rods..... -+ ++ |A+++| A+ Ai (G (—
From
Short rods..... A A A A
variety | T3 b e [P AR A AL
TURIA Central spores , Gi G+ i Gi
T3 | Large rods .| + | +4+ | () Ai A+ | Ai | (=
b.c.p. = bromcresol purple—Andr. = Andrade’s indicator.—
4 (—) = Growth. Negative reaction.—i = incipient. &+ =
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inicro-organisms developing at this temperature may increase the rate
of infection or at least the susceptibility of tubers when their growing
activities are arrested by low temperatures. Previous experiments (Vi-
cente Jordana, 1958b) on the activity of Erwinia carotovora, var.,
aroideae, proved that this variety was slightly active for the pro-
duction of soft-rot in peeled tubers as well as in pure culture at
the temperature of 10-12°C. An experiment was performed to ascertain
this possibility. :

To force conditions for natural infection, ten uninoculated tu-
bers of the variety Palogan were immersed in tap water and pla-
ced in a chamber at 3° C. After 40 days the water level had been
lowered by evaporation. The surface of the tubers (as well as the
water) appeared to be contaminated (plate no. 3). Isolations on Sabou-
reaud, Czapeck and other culture media allowed the separation of two
fungi, 2 bacteria, and one yeast-like organism. Cultures of the organisms
in a few media proved that they grow and had biochemical acti-

Sucrose Lactose . Maltose

Rafinose - Salicin \{)or%:f'
— | starch - NHs | NOs | kauer
b.c.p. Andr. b.c.p.| Andr. | b.c.p. 1 Andr. | b.c.p. b.c.p. * |Reaction
A+ » ) » ) » » (=) ) + | + | &)
A
S T K BN (el IR (R (RS RS SR (A S
o+t At A+
Gi S o B e ? + gi |9 T | T

» (G I I G B I G I I G I N G B G N N G + ]+ |

R = Reduction—A = Acid produced—G = ‘Gas.——,q
Slight reaction—* It does not reduce with Zn powder. 5
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vities at 3°C. After the experiment the tubers were left for another
35 days at 8-9°C. The internal tissues were soft-rotted and contami-
nated to a greater or lesser extent.

The experiments were repeated with 10 tubers of variety Heida and
another 10 of variety Turia. After 35 days some of the tubers (five)
were still immersed. The water was contaminated and a broken film
of microbial growth had been produced on the surface. The sur-
faces of the emerged tubers were also contaminated by fungi and
the buds were easily disrupted by scraping. The tuber flesh was well
preserved, although it was slightly soft at some points and easily
disrupted over an area in places attached to buds. Isolations were
made on nutrient (meat infusion -+ glucose) agar plates from the
hasis of disrupted buds after coutting open the tubers. Cultures on various
media again proved that the isolated bacteria had metabolic activities
at 3,5-4° C. (table no. 2). : :

These experiments ascertain the fact that saprophitic fungi and bac-
teria , and possibly pathogenic forms in slow development, may use inac-
tive tubers for their growth. In this case low temperature (3-4° C.) and
immersion of tubers in water hindered the development of buds and
allowed to some extent that of the micro-organism. These experiments
are also in close connection with those previously reported in relation
with the inactivation of tubers by temperature (Vicente Jordana, 1955b)
and by blockage of their respiration (same author, unpublished work),
as well as with the effect of humidity in the susceptibility of potato tissues
to soft-rot (same author, 1958b).

b) At the temperature of 22.5° C.

When well sprouted tubers, either inoculated or not, are placed in a
small amount of water no general infection, or in many instances no
marked contamination, takes place. The surface of the tubers is clean
and the water appears to be uncontaminated. Sometimes tubers may show
some degree of infection (mainly soft-rot and fungal growth) which
however is normally arrested or develops slowly. If the germinative
points are removed by a scalpel or if tubers do not sprout, infections
develop in a short time. ’
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Results from uninoculated tubers which developed soft-rot after
20 days in water at 22.5° C. are shown in table no. 3 and in plate no. 4.
It may be noted that 3 tubers (1 of variety Arran Pilot and 2 of variety
Eclipse) out of a total of 50 developed neither buds nor soft-rot.

TABLE 3.

Soft-rot development in uninoculated potato tubers stored at 18-22.5°C for 5 months,
after standing in water for 20 days. Sprouts were removed during storage.
p Incubation at 22.5°C,

TUBERS CONDITION

VARIETY Total No. with soft-rot No. sound
Sprouted Unsprouted Sprouted | Unsprouted
Catriona............... 12 0 9 0
Ulster Prince........ 12 0 12 0
Eclipse.....cccce.n.... 12 0 10 0 2
Arrant Pilot.......... 14 0 3 10 1

In plate no. 5 are seen healthy sprouted tubers of the variety Sharpe’s
Express after seven days in water. Only 1 tuber out of 12 showed an
early stage of soft-rot. Plate no. 6 shows the same tubers 15 days after
removing buds. As a check on the influence of buds in arresting infection,
a group of them were left in one tuber. This tuber was the only one
which remained sound, as seen in the picture.

B) IMPORTANCE OF MATURITY ON THE ARREST OF
INFECTION

1. Inoculated tubers in the presence of free moisture.

Since the object of this work was to study the difference in deve-
lopment of infection between resting tubers and those which may be
influenced by meristematic activity, it was thought that storage at a low
temperature would stop either the germinative activity or that activity

7
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TABLE 4.

Germinative activity of the host and extent of soft-rot in tubers kept for six
months and a half at 50 C. Results were taken after inoculation with E. carotovora,
var. aroideae and 10 days incubation at 22.5°C. Inoculations were carried out
immediately after tubers were removed from the cool chamber. Moisture content

of pumice powder 33-%.

5

Extent of soft-rot

Gem;nihation

Tieh Situation of .
Variety E.W. LW, D. Fresh No. of we;gsht buds and
(mm.) (mm) | tmmy | VGE" |Eeminar of buds soft-rot
Ulster Supre- 38 43 245 | 465 0 0.0 —_
me. 46 22.5 18 230 0 0.0 —
45 35 26 45.5 0 0.0 —
47 39 23.5 335 0 0.0 —_
58 31 30 58.5 0 0.0 —
Arran Peak. | 18 22 21 662 | 4 | oo2— Sx
54 265 | 22 35.5 0 0.0 -
7 7 9 0.27 5 0.016
7 7 7.5 0.21 7 1.348
8 8.5 9 0.51 6 0.923
Majestic. 31 31 22 26.0 0 | 00 —
18 21 21 782 | 8 | 0267+ S x
53 (R.9) —_ — 20.88 3 0.349
23-31 | 285 | 21 1920 | 4 i NP3
12 9-13-16 1.7.5 1.70 ) 0.099
King Edward. 10.5 13 10 0.61 9 0.659
5 | 8 7 027 8 | 0212
50 (R.6.5)] 31 24 11.38 5 0.251—1— @ X
15-25 12 11 5.93 4 0.252 :
(R.5)
7 8 8 0.33 8 0.563
Dr. Mcintosh. 6 6 6.5 0.16 5 0.373
6 (3} 7 0.16 7 2.356
9 27 22 8.41 5 1.576 T @
22 26 18.5 9.76 4 0.045 ==
21-45 —_ —_ 23.5 0 0.0 gi}

EW. = External width of the lesion.— I.W. = Internal width of the lesion,—

D = depth.——i =

1l = buds. —

Diagrams: Soft-rot developed opposite to buds.

incipient. — R

= soft rot.

radius. — e =

point of

inoculation, —
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which would remain after growth. Under these conditions germination
would occur very slowly and it should be possible to obtain tubers having
different degrees of activity.

Tubers of five varieties were collected from the Rockefeller Field
Station (Cambridge) and placed after lifting at 5° C. They were kept in
these conditions for six months and a half. Inoculation with E. carotovo-
ra, var, aroideae, by method (2) (Vicente Jordana, 1958a) was carried out
immediately after removal from the cool chamber. Tubers were wrapped in
muslin and half buried in pumice powder with a moisture content of about
33 %. Results after incubation for 10 days at 22.5°C. are given in
table no. 4. These results record the development of buds as well as
therincrease of soft-rot in single tubers. From this table it is seen thai .
tubers in which no development of buds occurred were rotten to a con-
siderable extent. Sprouted tubers arrested infection. A few germinated
tubers showed a development of soft-rot, but as seen in the adjoining
diagrams, buds maintained their influence for defence in the surrounding
tissues.

This table no. 4 also shows that tubers of variety Ulster Supreme
were the least matured of the lot. They did not develop buds and soft-rot
increased greatly. To accomplish these observations of the state of matu-
rity, two other experiments with the same variety were performed.

One took place after tubers had been for a few &ays at a temperature
suitable for sprouting. A number of tubers were inoculated with E. caro-
tovora, var. aroideae, and placed in water with the lesion immersed. After
10 days at 22.5° C. the tubers were cut open and photographed (plate no. 7).
The sprouted ones arrested infection completely, whilst those with inci-
pient germination arrested infection after some development of soft-rot:
unsprouted tubers were roten.

The other experiment was performed after 23 days when all the
tubers had sprouted at the temperature of 15-18> C. Tubers were
inoculated by method (2) with E. carotovora var. aroideae, and maintai-
ned for ten days at the same temperature of 22.5° C. at which immature
tubers had been placed. :

"The difference in the average results obtained from the two expe-
riments is clearly shown in table no. 5. Further details of the latter expe-
riment will be given in a subsequent study on the lack of varietal diffe-
rences.
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TABLE s.

Importance of maturity—Average mean of soft-rot increase in tubers of variety

Ulster Supreme (formerly stored at 5¢ C.) according to their state of maturity and

development of buds, Tubers were inoculated with E. carotovora var. aroideae and
maintained at 22.5°C for 10 days. Mean of 5 tubers.

o . Fresh weight of :
Time of inoculation % igm;‘)“ re rotted material | TresH we(lgh)t of buds
e (®) ’

Immediately after removal

from the chamber at 50 C.| . 33 414 0.0
When tubers had sprouted for

23 days at the temperature :

of 15-18° C. ....cooiiiiiinnnn 30 0.29 0.556

p.p. = pumice powder.

2. Natural incidence of disease in the presence of water.

25 uninoculated tubers of variety Heida and another 25 of variety Tu-
ria were placed in a small amount of distilled water and incubated at 23° C.
for, 12 days. At the same time another 11 tubers of Turia and 12 of
Heida, after being washed, were incubated at 25° C. in dry-environmental
conditions for 1o days. Then, the sprouted tubers were likewise placed in
water and incubated at the same temperature of 23° C. for 12 days. As
seen in plates no. 8 and no. g, natural incidence of disease was greater
in immature tubers than in tubers in which maturity had been stimulated
‘plate no. 10).

As seen in the picture (plate no. 10), one tuber of variety Heida star-
ted rot. This was possibly due to the fact that a change of susceptibility
in potat.o tissues seems to occur at- some stages of inactivation (Vicente
Jordana, 1958c): more active tissues for the bacteriostatic effect become
the most sensitive when biological activity is arrested. As it will be ex-
plained in a further study of this type of inactivation, buds immersed in
water start rot which is transmitted to their germinative points inside
the tuber, although other buds might maintain the bacteriostatic effect
throughout the other parts of the tuber.

10
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This seems to be the case with that tuber of variety Heida. It is
possible that at an early stage of maturity, when the single developed
bud remained immersed in water, rot started. However, after the tuber
was turned upwards and left for another 15 days at the same tempera-
ture of 23°C, new buds developed and infection was arrested. The bac-
teriostatic effect was also clearly shown in this tuber as soon as it reached
its state of maturity and when buds were able to maintain their growth.
Table no. 6 expresses the natural incidence of disease in tubers of varieties
Heida and Turia according to their state of maturity. As seen in the
table, variety Heida was the least mature for the bacteriostatic effect
as well as for sprouting when the experiments started.

TABLE 6.

Importance of maturity—Incidence of natural disease developed in uninoculated
tubers of Turia and Heida varieties of potato according to their state of maturity
and development of buds. Tubers were partially immersed in water and incubated

for 12 days at 239C.

Tubers showing
TUBERS CONDITION the bacteriostatic
Time of preparation | Variety | .Total . effect

Sprouted | Rotted P ﬁgtitaeléy ‘g’gsgg No. %

Immediately af-

ter tubers were \ Turia| 25 10 12 - 5 8 10 40
received from ®)
storage (un-
known condi- { Heida| 25 5 20 5 0 5 20
tions).............

When tubers had

been for 10
days at the
temperature of

252 C. to fa-jpgegal 11 | 11
vour their ma- (10)

Turia ; 12 (12) 0 0 12 12 100

0 1 10 | 11 | 100

Between brackets, fully sprouted.

11
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C) THE CONDITION OF TUBERS TO ACHIEVE MATURITY
FOR THE MICROSTATIC EFFECT

When the bacteriostatic effect in potato tubers was first described
(Vicente Jordana, 1953), it was said that “when germination starts after
tuber maturity has been completed, it is observed that the tuber acquire
2 compact consistency and a relative degree of hardness; this condition
becomes more marked if the tuber is transferred to favorable conditions
of development. Rot is slowly produced and it often seems as if infection
were arrested. Sometimes infection is reduced to a mere thread of soft-
rot no greater than a few milimeters of extension in the line of
inoculation”.

As said before, the same condition was reported later (Vicente Jor-
dana, 1954), when it was considered that the state of maturity for the
bacteriostatic effect is obtained at that moment in which, “if environ-
mental conditions are good enough for the fullest development of buds,
the tuber presents a consistent, compact aspect with a relative degree of
hardness”. At present no changes in this concept can be made. Since
the phenomenon not only concerns bacteria, but also arrest of the deve-
lopment of fungi, it might be said that maturity for a microstatic effect
is achieved in potato tubers when the tuber becomes hard, consistent and
{irmly coherent during an active development of buds.

This condition of tubers seems to require the direct influence of
water, because it has mainly been found when tubers were partially im-
mersed in water or when they were placed in moist sand, pumice, peat
or soil if precautions were taken to maintain activity in the tubers.

A comparative example to show miore clearly the condition of tubers
for the microstatic effect is seen in plate no. 11 taken during one expe-
riment. Tubers of variety Turia were more sensitive to their immersion
in water during 10 days at 3°C than tubers of variety Heida. After
‘leaving the tubers for another 10 days in dry-environmental conditions
at 25°C. to allow them to recaver their germinative activity,  tubers of
Turia (which hardly recovered) were left at room temperature and
exposed to light for over one month. Meanwhile, tubers of Heida were
submitted to other observations and later partially immersed in water

12
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and twice desprouted. Incidence of disease (dry-rot and soft-rot)
was found in five unsprouted tubers of Turia out of twenty, three
other unsprouted tubers were not much damaged and four sprouted
tubers showed internal lesions and diseases of the skin. _

The twenty sprouted tubers of variety Heida appeared as seen in
the picture. Cut open in two parts only one of these tubers presented
an arrested lesion. It should be noticed that the tubers of Turia were
left in dry condition to avoid the development of microorganisms.
These results with Turia variety may also be compared with those
expressed in table no. 6 (in which 12 tubers of this variety had
arrested infection after reaching maturity) and plate no. 10. This plate
together with plates nos. 5 and 11 show the special condition of tubers
for the microstatic effect. Sometimes tubers are split open, but this does
not mean that infection is developing.

Although active tubers in dry condition may generally maintain the
effect, it is considered that dryness is not the best state for this type
of study. Dry condition of tubers might be misleading for a true
knowledge of the effect of germination in tuber defence. The main
reason is due to the fact that free water is required for the increase of
soft-rot (Vicente Jordana, 1958b); consequently the arresting of in-
fection may be due sometimes to a lack of suitable humidity and not
to the bacteriostatic effect itself. It has also been found that sometimes
dryness may reduce germinative activities and organisms other than
soft-rot bacteria can develop to some extent. Normally, buds facing
the air develop more slowly than those in contact (but not immer-
sed) in water. On the other hand the water content of some tubers which
have been inactivated may favour the development of infection including
soft-rot, giving an erroneus idea on the importance of water on the
breakdown of tissues.

D) DISCUSSION

The experiments reported above conclusively show that the presence
of buds have a definite influence on the arrest of infection. However,
the same experiments demonstrate that presence of buds alone is not
enough reason to consider their activity for defence on the whole tuber,
unless a state of maturity is reached. ‘

13
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To achieve maturity, tubers require some time at a te1ﬁperafure
suitable for sprouting, which seems to be the time necessary for a diffu-
sion factor to spread all round the tubers. The fact that tubers at an
early stage of maturity-may be rotted to some extent seems to confirm
th1s idea.

The results obtained on the development of disease in the presence
of water using immature tubers, or those in which buds were
removed, agree with results of experiments on the susceptibility of po-
tato tissues to soft-rot (Vicente Jordana, 1958b). On the contrary, no
susceptibility of the tissues is found in the presence of active buds unless,
as said before, some stage of immaturity remains in the tuber. Tables
no. § and no. 6 conclusively show that the direct influence of water had
o effect on the soft-rot production in very active tubers although they
were partially immersed in water. Plates nos. 5 to 11 also give a good
example of “the strength of the defensive system. As was previously
stated (Vicente Jordana, 1955a) attention must be paid to the fact that
in general active mature tubers are neither affected nor contaminated
by the rotted ones and/or the mass of puttid materlal in’ which they
are placed. :

These facts demonstrate again the critical value of humidity for a
better understanding of the bacteriostatic effect. It is just when tubers
are partially immersed in water that they acquire the full state of consis-
tency and hardness required to show clearly the microstatic effect.

In this condition tubers sprout strongly. It is likely that the direct in-
fluence of humidity favours the spread and maintenance of the diffusion
factor bv directly helping the development of germinative processes;
consequently water, which has been considered to be an important factor
for the breakdown of potato tissues by aiding the growth of the parasite
microorganism has a reversible action when it aids growth activities in the
host. Then micro-organisms can hardly . develop.

It is easily understandable that the experimental condition of previous
dryness for achieving tuber maturlty is an artificial way to avoid an
early development of disease by the influence of water.

14
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SUMMARY

The fact that maturation of potato tubers and a state of pre-germi-
nation prevent infection by pathogenic fungi and bacteria seems to have
long been known. However it was found that a state of active germina-~
tion was apparently necessary to arrest infection.

The experiments reported in this paper conclusively show that the
presence of buds is not the sole condition for achieving maturity for
the bacteriostatic effect, because to achieve a true state of active defence
in the whole tuber a special stage of maturity is required.

To achieve this latter stage of maturity tubers require some time at
a suitable sprouting temperature, which seems to be the time necessary
for a diffusion factor to spread throughout the tuber.

It is also considered that a tuber is mature for the bacteriostatic
effect when infection is arrested for at least ten days in the whole tuber,
although well developed buds might maintain the effect for a longer
period of time. :

Since the phenomenon not only concerns bacteria but also the develop-
ment of fungi it might be said that the condition of a potato tuber to
achieve maturity for a microstatic effect is obtained when, during an
active development of buds, the tuber becomes hard, consistent and
firmly coherent. This stage of the tuber is mainly acquired in the pre-
sence of water.

The fact is discussed that while tissues in immature tubers are highly
susceptible to infection, as they were in peeled potato tubers (Vicente
Jordana, 1958b), no susceptibility is found in mature tubers. Again, the
critical value of humidity is considered, because it seems that water has
a reversible action in the manifestation of the phenomenon: it helps the
breakdown of potato tissues of inactive tubers by aiding the development
of parasite, but favours the defensive system of the tuber when it aids
growth activities in the host.

For these reasons, the maintenance of tubers in dry condition might
be misleading in this type of study.

15
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RESUMEN

Las indagaciones realizadas cerca de agricultores y otras personas
relacionadas con el cultivo y almacenamiento de la patata han propor-
cionado la conviccién de que el fenémeno de bacteriostasia natural que
ofrecen estos tubérculos es conocido de siempre empiricamente. No obs-
tante, los estudios realizados han permitido revelar que el fendmeno sélo
se produce en periodo de germinacidén activa.

Este trabajo viene a demostrar que la presencia de brotes no es
suficiente para paralizar totalmente la infeccidén del tubérculo, a menos
que éste haya adquirido un estado especial de madurez. Para alcanzar el
cual parece necesario que pase cierto tiempo desde el momento en que
se inicia la germinacién y que se favorece mediante el mantenimiento
del tubérculo a una temperatura adecuada. Este tiempo podria ser el
que tardaria en extenderse por el tubérculo un factor de difusién pro-
cedente de los brotes activos.

A pesar de que, como ya se ha expuesto anteriormente, los tubércu-
los bien germinados pueden mantener el efecto por periodos mayores
de tiempo, se considera que un tubérculo estd maduro, para el efecto
bacteriostatico, cuando es capaz de paralizar la infeccién en la totalidad
del tubérculo por un periodo minimo de diez dias.

Considerando que el fendémeno no sélo se acusa en presencia de las
bacterias, sino que también afecta al desarrollo de hongos, se podria
- decir que un tubérculo de patata alcanza la plena madurez para demos-
trar su efecto microstatico, cuando, en un estado de activa germinacion,
adquiere una consistencia dura y firmemente coherente. Este estado vie-
ne favorecido por la accién directa de la humedad y puede obtenerse
colocando los tubérculos ya maduros directamente en agua.

Esta influencia directa de la humedad en favorecer el efecto micros-
tatico trae nuevamente a la consideracién el valor critico de la humedad
para el conocimiento y estudio del fendmeno de citoarjesis en los tubércu-
los de patata. Los resultados expuestos demuestran que los tejidos que
no maduraron suficientemente son tan sensibles a la putrefaccién como
demostraron serlo los correspondientes a tubérculos pelados (Vicente Jor-
dana, 1958b). Sin embargo, los tejidos que han madurado bajo el influjo
de la actividad germinativa demuestran ser insensibles a la infeccidn,

16
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¥:cdmo ya se ha-dicho otras veces, no son 'é‘fectados_i@ip'oar ‘l'o"s—. tabércu-
los putrefactos con los que estin en contacto, ni por la masa putrida en
gue.con- frectiencia .se encuentran’ situados. s '

De estos hechos sé puede considerar que la humedad o, por 'fr‘ljéjjor
decir, el agua, ejerce una accién reversible en la manifestacién del fe-
némeno. De una parte, ayuda a la destruccion de los tejidos del tubércu=
lo favoreciendo la-accidn del microorganismo parasito. De otra, preserva
esos mismos tejidos favoreciendo asimismo el sistema defensivo del
huesped.

Por estas razomes, las experiencias que se realizan en estado seco
pueden enmascarar el estudio del fendémeno y dar conclusiones ajenas al
fin propuesto.
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DRY CONDITION »,

KING EDWARD. MASESTIC

3MONTHS

225°%C

PLATE 1.

The condition of tubers after 3 months storage at 22.50 C.

in a dry atmosphere
(R. H. of about 64 %).

PLATE 2.

Random samples of tubers of variety Turia stored at 11° /C. and 18-200 C. for two

months. Buds in tubers held at the latter temperature were suppressed at the beginning

.ot the experiment.” Buds at 18-200 C. are clean, while at 11° C. present some
necrotic areas.
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PLATE 3.

Tubers of variety Palogan previously immersed in water and placed in a chamber
at 3-4¢ C. for 40 days. Development of micro-organisms is observed on the tuber
surfaces after the water level had been lowered by evaporation.

NATURAL INFECTION

PLATE 4.

Development of natural infection in potato tubers after 20 days incubation at 22,5 C,
Tubers were kept in a small amount of water. Healthy tubers had sprouted.



PLATE 5.

Arrest of natural infection in germinated tubers. These uninoculated tubers of
Snarp’es Express variety were placed in unsterilised tap water for 7 days at the
temperature of 22.5¢ C.

PLATE 6.

Development of natural infection in' tubers of plate no. 3, 15 days after
removing buds. A group of buds was left in one of the tubers (left, bottom):
this tuber remained sound.

PLATE 7.

The importance of active sprouting ana /or maturity of tubers in arresting soft-rol.

Variety Ulster Supreme. The tubers were inoculated with E. carotovora, var. aroideae,

and placed in water with the lesion immersed. Results after 10 days at 22.50 C. Left,
unsprouted ; right, sprouted.
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Var. Turia, Var. Heida.
PratE 8. PLATE 0.

The condition of immature tubers placed in water after 12 days at 230 C.

DRY CONDIT
0 ays at 2

PLATE 10.

The condition of mature tubers (same lots, varieties and conditions of above) after
12 days at 230 C. Maturity of tubers was stimulated at 250 C. for 10 days in dry
environmental state.
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PLATE 11.

The condition of tubers after achieving maturity for the microstatic effect (left).



DIRECCION GENERAL DE AGRICULTURA
INSTITUTO DE BIOLOGIA DEL TABACO. SEVILLA (Helidpolis).

LAS BACTERIAS EN LA FERMENTACION
DEL TABACO *

POR

Antonio IZQUIERDO TAMAYO, Avrganoro pe MEDEIROS ALVAREZ
y Roprico COTA GALAN

Con objeto de investigar el posible papel que las bacterias puedan ju-
gar durante la fermentacién del tabaco, se han realizado inoculaciones
con cultivos puros de Bacilus y Micrococcus, analizando las muestras
antes y después del desarrollo de los microorganismos. Para llevar a cabo
este trabajo hemos tomado como punto de partida la idea de Fran-
kemburg (2) de investigar entre las varias transformaciones que sufren
las hojas de tabaco, cudles requieren enzimas bacterianos indispensables
como catalizadores y cuales otras pueden ser explicadas por mecanis-
mos diferentes.

Las cepas utilizadas han sido aisladas por uno de nosotros en un
extenso estudio sobre la flora bacteriana del tabaco (11 y 12). Los
cultivos se preparaban inoculandolos en infusién de tabaco, peptcnada
y glucosada, seglin preconiza Giovannozzi (6 y 7), e incubandoles du-
rante 24-48 horas a 37°; con estos cultivos se riegan después muestras
de tabaco seco, picado, segiin técnica que detallamos a continuacion.

" EXPERIENCIA

Se prepararon seis matraces de dos litros de capacidad, depositando
en cada uno 250 gramos de tabaco curado Burley, de pH = 5,63 v
3,33 % de nicotina.

Muestra P;—Regada con 100 c. c. de agua destilada estéril.

(*) Véase el trabajo sobre “La Flora Bacteriana del Tabaco”, publicado por
A. Izguierpo Tamavo, en esta misma Revista, Vol. 10, n.° 4, octubre-diciem-
bre 1937.



244 A. Izquierdo, A. de Medeiros y R. Cota

Muestre P®.—Regada con 50 c. ¢. de infusion de tabaco, peptonada
y glucosada (Giovannozzi), mas 50 c. c¢. de agua destilada, estéril y
neutra. )

Muestre Bss—Regada con 50 c. ¢. de un cultivo de la cepa 35-B

" (Bacilus subtilis), mis 50 c. c. de agua estéril.

Muestra Bgs—Regada con 50 c. c. de la cepa-85-B (.B. megatherium-
cereus), mas 50 c. ¢. de agua estéril.

Muestra Cse—Regada con 50 c. ¢. de un cultivo de la cepa 36-C
{ Micrococcus candidus), mas 50 c. ¢. de agua estéril.

Muestra Css—Regada con 50 c. ¢. de un cultivo de la cepa 38-C
(M. aurantiacus), mas 50 c. ¢. de agua estéril.

Las muestras se incuban en una estufa de convenciéon forzada B. T. L.,
de Baird y Tatlock; en ésta se regula la humedad ambiente a un go %,
gue corresponde a una humedad del 40 % en el tabaco. (Véase Cota-1.)

( Después de realizada la inoculacién se toma un gramo de cada mues-
tra y se realiza un recuento de microorganismos. A continuacién pasan
todas las muestras a la estufa a 40°; a las setenta horas de incubacidén
se toma otro gramo de cada muestra y se realiza otro recuento. En el
cuadro siguiente recogemos los resultados de ambos recuentos.

CUADRO I
Multiplicacién de bacterias inoculadas en el tabaco.
Microorganismos por gramo R

Niimero de

D és de setent -

Muestra Especie bacteriana En e} :&‘c’{ﬁ:ﬁgﬂde 1a ho?':g':'le:i"n;g:% :g(;l ve;;sc ::;Istl
B-35 | B. subtilis... ... ... ... ... .| 103.000.000 937.000.000 9,35
B-85 | B. megatherium-cereus ...| 235.000.000 366.000.000 1,56
C-36 | M. candidus... ... ... ... ... 6.000.000 50.000.000 8,38
C-38 M. aurantiacus... ... ... ... 3.000.000 3.090.000.000 858,50

Debemos afiadir que en el tabaco regado con infusion glucosada y
peptonada (Muestra P2) ha habido también una multiplicacién moderada
de los microorganismos que, naturalmente, tenia el tabaco. En cambio
en el tabaco regado sélo con agua no ha habido multiplicacion (Mues-
tra Py).
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Los resultados pueden verse reflejados también en la grafica 1; tanto
en ésta como en el cuadro I puede verse que todos los microorganismos
inoculados se han multiplicado, destacando particularmente el Micro-
COCCUS QUrantiacus.

A continuacién, las muestras volvieron a la estufa, donde permane-
cieron veintiséis dias, subiéndoles la temperatura hasta los 62°, a inter-
valos de 40°-45°-50°-55°-60°, cinco dias a cada temperatura. Pasada esta
fase se les di6 un segundo riego, idéntico al primero, pasando nuevamen-
te a la estufa, de 35° a 40° durante cuarenta y ocho horas; cinco dias
de 45° a 50° y otros cinco de 50° a 60°. Con esto se di6 por terminada
la experiencia.

El aroma ha mejorado en los tabacos inoculados, particularmente en
las muestras C-36 y C-38.

ANALISIS DE LAS MUESTRAS

Las muestras se extienden en bandejas, en capa fina de unos 0.5 cen-
timetros de espesor, manteniéndolas en contacto con el ambiente durante
setenta y dos horas, para conseguir su homogeneizacién; son después

guardadas en frascos cerrados, cuando la humedad es del 76 % y la tem-
peratura de 16,25° C.

La humedad se ha determinado sobre unos 0,5 gramos de cada mues-
tra, desecandolos a 70° C. durante cinco horas en estufa B. T. L.

Para el pH se ha seguido la técnica de Giovannozzi y De Bonis (5).

Para la nicotina se ha seguido el método gravimétrico, mediante el
acido silico-wolframico. (Véase R de la Borbolla y Castro-14.)

El nitrégeno se descompone en las fracciones siguientes:

N. proteinico.
N. alcaloide. ,
. le......
N. soluble NH; } Aminas -+ Amidas + NOz— + ?

El N. total se determina por el método-de Gunning, modificado para
incluir nitratos, segiin indican Loomis y Shull' (15); véase también el
trabajo de Ranker (16) y de Pucher y colaboradores (17).

Para el N. proteinico seguimos el método de Mohr, determinando el

4
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nitrégeno del residuo seco por el método oficial de Kjeldhal-Cunning-
Arnold. (Véase también Loomis y Shull-15).

El N. soluble y N2 de materias amidicas es la diferencia entre el total
y el proteinico. Viéase Treadwell y Hall (18).

Los resultados se retinen en el cuadro que se inserta a continuacion.

CUADRO II
Variaciones del tabaco en pH, humedad y nitrégeno.
NITROGENO
Humedad pH " NHs+
Muest Nicoti ¥
uesta % [ @a200) | "™ | rotal | proteinico| Soluble | Alealoide m%g::j:
+NOa+7?

Testigo. | 12,4 | 5,63 3,33 2,93 0,98 1,95 0,55 1,40
P-1 14,5 | 6,00 2,64 2,95 1,16 1,79 0,44 1,35
P-2 156 | 7,68 (¥)| 2,65 2,98 1,52 1,46 0,44 1,02
B-85 14,1 | 6,15 2,83 2,90 1,02 1,88 0,47 1,41
B-35 14,3 | 7,00 2,58 3,24 0,99 2,25 0,43 1,82
C-38 15,4 | 6,70 2,51 2,82 0,66 2,16 | 042 1,74
C-36 14,2 | 6,90 2,49 2,47 0,33 2,14 0,41 1,73

(*)— Esta muestra fué atacada por mohos.

DISCUSION DE RESULTADOS Y CONCLUSIONES

A la vista de estos resultados y de las graficas adjuntas, pueden ha-
cerse los siguientes comentarios:

1.° El nitrégeno total disminuye ligeramente en las muestras rega-
das con B. megatherium-cereus y Micrococcus aurantiocus, mas en la
regada con M. candidus; el B. subtilis lo ha hecho aumentar. (Véase gra-
fica II.) ‘

2.° En el nitrogeno proteinico es, quiza, donde se aprecian las varia-
ciones mas notables. En las muestras regadas con agua y con infusién
de Giovannozzi estéril, ha aumentado con respecto al testigo; en la mues-
tra P-2 se comprende esto quizd por la peptona que lleva el medio afia-
dido. En las muestras regadas con Bacillus, la proporcion vuelve a ser
analoga a la del testigo, lo que prueba que los microorganismos al mul-

5
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tiplicarse han consumido el N contenido en la peptona. En las muestras
regadas con Micrococcus baja a una cifra notablemente inferior a la del
testigo; de ello puede deducirse que tales bacterias, al multiplicarse, no
sélo han consumido el N, proteinico de la peptona, sino que han ata-
cado también a las proteinas del tabaco; esta accién es mas destacada
para el M. candidus.

3.° Como consectencia légica de la descomposicién de nitrdgeno
proteinico, aumenta la proporcién de compuestos nitrogenados que pue-
den considerarse como procedentes de la digestién de proteinas: amo-
niaco, aminas, amidas, nitratos, etc.; asi, en la grifica V pueden
verse las proporciones aumentadas por los Micrococcus y B. Subtilis, y
muy ligeramente por B. megatherium-cereus; es de notar que los Bacillus
que no atacaron el nitrégeno proteinico, aumentan en cambio éste; no
debemos olvidar que estos microorganismos pueden reducir nitratos
hasta amoniaco, por lo que puede pensarse en otro origen, para las for-
mas de nitrgeno que estamos considerando, distinto al que tenga en las
muestras regadas con cocos.

4.° El nitrégeno soluble, constituido en parte por las formas consi-
deradas anteriormente aumenta también, como es logico y en proporcio-
nes paralelas a ellas, como puede verse en la grafica IV. Otra fraccién
estd formada por el nitrégeno alcaloideo.

5.° Los alcaloides (nicotina, principalmente) disminuyen en el curso
de la fermentacién; asi en la grafica VI puede verse claramente, con
respecto a la muestra testigo. Pero no puede afirmarse nada, acerca de
que dicha disminucion se deba a un ataque de microorganismos, ya que
también ha disminuido en la muestra regada simplemente con agua. De
todas formas, no cabe duda que el riego con Micrococcus ha ocasionado
una pérdida algo mayor de alcaloide. Ya Frankemburg (4) ha supuesto
que, en la degradacién de la nicotina, pueden intervenir las bacterias.
En Ttalia, Giovannozzi ha experimentado, en escala industrial, con taba-
cos tipo Kentucky, entre 1940-42 (9) ,a los que afiadia cultivos puros de
Micrococcus nicotianae, consiguiendo con ello una disminucién en el por-
centaje total de nicotina; ello, no obstante, sostiene la duda de si se
trata de una accién directa del microorganismo o tan s6lo de un proceso
fermentativo mds intenso, provocado por la adicién del cultivo.

Frankemburg y colaboradores (3) han realizado un detenido estudio
sobre las transformaciones de los compuestos nitrogenados durante el

7
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secado y la fermentacion; las proteinas sufren una proteolisis, iniciada
en el secado y que continfia después, lo que trae como consecuencia un
aumento considerable de aminoacidos, los cuales sufren una desaminacién
oxidativa con formacién de amoniaco; éste, después de alcanzar en las
hojas una cierta concentracién, se evapora gradualmente. Otros amino-
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acidos pueden reaccionar con otros constituyentes de las hojas, forman-
dose compuestos moleculares mayores. Es evidente que, al menos los
Micrococcus, pueden influir favorablemente en esta descomposicién de
proteinas, dando origen no sélo a amoniaco sino a otras materias vola-
iiles que pueden comunicar aroma y sabor al tabaco. Las proteinas co-
munican al tabaco olores y sabores desagradables. Giovannozzi (9) afir-
ma que la fermentacion de los tabacos alcalinos debe conducir a una
descomposicién, lo mas completa posible, de sus materias proteicas.

8
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Por lo que se refiere a las variaciones del pH, hemos de prescindir
de la muestra P-2, ya que sufrié un intenso ataque de mohos. La fer-
mentacién produce una elevacion del pH (véase el cuadro II). Esta
alcalinizacién ha sido, en la muestra regada con B. megatherium-cereus,
pequefia, pero mas acusada en las regadas con B. subtilis y con Micro-
coccus; para estos ultimos puede explicarse, en parte, por la produccion
de materias amoniacales procedentes de la digestion de proteinas.

En cuanto a la humedad, la experiencia anterior no parece suminis-
trar consecuencias claras; pero, en cambio, si pueden deducirse de otra
experiencia realizada posteriormente, segiin se recoge en el cuadro si-
guiente:

CUADRO III
Determinaciones de humedad en tabaco regado con bacterias.
MUESTRA Humedad %

7 (Regada con agua) ... ... ... «v er eir ver er een s 12,62
6 (Idem con infusiéon de tabaco)... ... ... ... ... ... ... 12,79
1 ((Idem con cultivo de M. aurantiacus). ... ... ... ... 13,73
2 (Idem id. de M. candidus) ... ... ... .o oo oo eee .. 13,05
3 (Idem id. de B. subtilis)... ... .. oo cev ver ver e ol 14,82
4 (Idem id. de B. megatherium-cereus) ... ... ... ... ... 14,59
5 Y(Idem id. mezcla de Bacillus y Micrococcus) ... ... 15,22

De este cuadro se deduce que todas las muestras que recibieron cul-
tivos microbianos poseen un porcentaje mayor de humedad, lo que su-
pone que ha aumentado su facultad de retencién de agua. El porcentaje
mas elevado corresponde, precisamente, al tabaco que recibid el riego de
una mezcla de Bacillus y Micrococcus. Ademas de la retencién, se puede
pensar en una produccién mas intensa de agua, como consecuencia de
la actividad respiratoria de las bacterias.
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RESUMEN

Se realizan una serie de experiencias de inoculacién de cultivos pu-
ros de bacterias en el tabaco, comprobiandose que se multiplican en el
mismo, cuando se le somete a temperatura y humedad adecuadas; desta-
can por su multiplicacién los Micrococcus, particularmente M. aurantia-
cus. Los tabacos inoculados mejoran en su aroma y caracteristicas, par-
ticularmente los que recibieron Micrococcus, 'y mas los que fueron
regados con cultivos-mezcla de Bacillus y Micrococcus. En el tabaco
inoculado con Micrococcus disminuye el porcentaje de nitrégeno pro-
teinico, aumentando el de nitrégeno soluble, particularmente en sus for-
mas NHjz aminas y amidas, hecho particularmente interesante, ya que
en la fermentacién de los tabacos alcalinos debe producirse una pro-
teolisis lo més .completa posible. Los alcaloides (nicotina principalmente)
disminﬁyen en el curso de la fermentacion, particularmente en el tabaco
'regadoi con Micrococcus. También hay aumento del pH en el tabaco
fermentado, destacandose igualmente el inoculado con Micrococcus. Los
tabacos regados con. cultivos de bacterias tienen un porcentaje de hume-
dad superiotr’a los regados con agua o con infusién de tabaco.

SUMMARY

~ In the present paper, it is carried out a series of experiencies of
ipocﬁlation of pure cultures bacteria on the tobacco. It is checked that
they increase in the same when are submited to the fitting temperature
and humidity. For its increase, stand out the Micrococcus, especially the
M. aurantiacus. The inoculated tobaccos ameliorate in their aroma and
characteristics, especially that have received Micrococcus and more yet,
that what were irriggted with a mixture of cultures from Bacillus and
Micrococcus. In the tobacco inoculated with Micrococcus, decrease the
percentage of proteinic nitrogen, increasing, however, that of soluble ni-
trogen, especially in their forms NHj, amines and amides. It is a fact
very interesting, inasmuch as in the fermentation of alkaline tobaccos,
it must to be produced a proteolysis the most complete as possible. In
the course of the fermentation, decrease the alkaloids (nicotine princi-

10
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pally) and especially in the tobaccos irrigated with Micrococcus. There
are also increase of the pH in the fermented tobacco, standing out,
likewise, the inoculated with Micrococcus. The tobaccos irrigated with
bacteria cultures, have a percentage of humidity higher than the irriga-
ted with water or with infusion of tobacco.
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INSTITUTO «FAIME FERRAN», DE MICROBIOLOGIA

NOTA PREVIA
ACERCA DE UN NUEVO ANTIBIOTICO *

POR
J. PEREZ SILVA y R. LAHOZ

Como continuacién de trabajos anteriores de uno de los autores (20),
llegamos al conocimiento de que la mayoria de las cepas de Bacillus sub-
tilis aisladas de embutidos, pueden producir una sustancia que inhibe el
desarrollo de levaduras, especialmente las de los géneros Debaryomyces
y Saccharomyces, y que, con una sola excepcién, no presenta actividad
frente a las bacterias que hemos probado.

Consultada la bibliografia sobre antibidticos producidos por B. sub-
iilis, llegamos a la conclusion de que se trata de un nuevo antibitico,
para el que hemos propuesto (**) el nombre de debariocidina.

En la presente comunicacién tratamos de exponer la actividad in wvitro
del antibidtico, parcialmente purificado, frente a diversos microorga-
nismos.

" MATERIAL Y METODOS

Hasta ahora, de 63 cepas de Bacillus subtilis estudiadas, hemos en-
contrado 56 que .producen el antibidtico, pero todos los experimentos
que aqui expondremos han sido realizados con la cepa R-XV de nuestra
coleccion.

Como medio de cultivo para la produccién de debariocidina emplei-
bamos primeramente un extracto acuoso de pimientos maduros; pero,
ante los inconvenientes de los medios naturales, tanteamos la posibili-
dad de un medio sintético y, entre los varios probados, elegimos uno

1

(*) Este trabajo ha servido de base a J. Pérez Silva para la obtencién de una
beca de la Fundacién “Juan iMarch”. . :
(**) Comunicacién al VIII Congreso Internacional de Microbiologia.
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(glucosa-glutamato-sales minerales) que, ademas, da un rendimiento mu-
cho mayor que el extracto de pimiento.

Medimos la actividad por el método de los cilindritos; éstos son de
vidrio, de 10 mm. de altura, 6,9 mm. de diametro interno y 8,5 mm. de
didmetro externo. Al colocar el cilindro en la superficie de la placa,
ejercemos una ligera presién para que quede sujeto. Mediante una pipe-
ta Pasteur calibrada, dejamos caer dentro del cilindrito 0.05 ¢. ¢. de la
sustancia activa, consistente en una fraccién parcialmente purificada del
liquido metabdlico de un cultivo de diez dias a 24° C.

Como medios de cultivo para probar la actividad in vitro hemos uti-

" lizado agar comin, agar-malta y medio de Sabouraud-glicerina; el pri-
mero para bacterias y los otros dos para hongos. En el caso de Mycobac-
terium tuberculosis y M. avium, utilizamos medio de Lowenstein.

RESULTADOS

Vamos a expresar el comportamiento de la debariocidina fren-
te a diversas bacterias y hongos en forma de cuatro tablas (I, IT,
HI y IV), donde el signo - indica que hay inhibicion, y el
signo —, que no ha habido inhibicién; en el primer caso, el
numero que figura a la derecha del signo 4 corresponde a la me-
dida en milimetros del halo de inhibicion. El ntimero entre paréntesis,
que se coloca a continuacién del nombre de las levaduras, es el que
les corresponde en la coleccidn de levaduras del Instituto “Jaime Ferran”
de Microbiologia.

TABLA 1

Accién de la Debariocidina sobre algunos hongos dermatofitos.
(Medio de cultivo: Sabouraud-glicerina)

DERMATOFITO Efecto
Blastomyces dermatitidis, K (C. B. S.) ... .. coo cii e en wen o + 9
Candida olbicans, C. B. S. 2.747... e cov viv ver vee ir eve eve e o + 27
Candida albicans (103)... oo cee cor ver ver e vie een e eee ean e s + 22
" Candida albicans (417)... co. ce e e e e e e e e e e e +18
Trichophyton mentagrophytes C. B. S. 530 C. ... ... oo v s ins —
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TABLA II

Accién de la Debariocidina sobre diversas bacterias.

(Medio de cultivo: agar comin, excepto para Mycobacterium tuberculosis y
M. avium, que se sembraron en medio de Lowenstein)

BACTERIA Efecto

Bacillus cereus N. R. S., 232 . oo cov e ver ven vee eee e e e -
Bacillus coagulans N. R. S., 784 -« v v civ vee vvr e eee ven o —_
Bacillus lentus N. R. S, 883... ... voo o0 i vt in it it e e e -
Bacillus megatheriumy N. R. S., 230 «cc vcv cor ver ver e cee enn e —
Bacillus subtilis N. R. S., 231 ... o o v it e e e e e —
B. subtilis, var. aterrimus N. R. S., 230 .. cc. oo cov e er aen e -
B. subtilis, var. miger N. R. S., 220... ... wce cii veveer vir ver aen o —
Corynebacterium sp. f(aislado de embutidos) ... ... ... ... ... ... ... —
Escherichia coli N. C. T. C., 86... e s —
Microeoccus pyogenes, var. am'eusN C T. C 6571 —
Micrococcus sp. (aislado de embutidos)... ... ... ... oo oor eer et . -+ 18
Mycobactertum QUIUIL ... ... ccc wev eer ven evre eee een e e e e s —
Mycobacterium phlei ... ... ... ... oo ii i et ed e ee e el —
Mycobacterium tuberculosis ... ... ... oo oo eer cie e eee el e el —
Pseudomonas aeruginosa (strain R) e e e e e -
Rhizobium leguminosarum, 113 (Fraﬂe) —_
Rhizobium meliloti, 144 (Fraile)... ... ... .. oo vor vl Don oer een o —

TABLA III

Accién de la Debariocidina sobre algunos mohos.
(Medio de cultivo: agar-malta.)

MOHO ' Resultado

Aspergillus amstelodami ... ... ... .. o iee cer er e eee cen e s —
Aspergillus miger ... ... ... . i cee eer e e e e eee e s —
Aspergillus OFYZAE ... ... .. oo eri ver ee e e e e e —_
Botrytis cinerea (L) ... oo oo oo i cin vl e e e e e e —
Botrytis cinerea (1) ... .. oo i e e e e e e e —
Botrytis cinerea {III) ... ... oo i il il il i i e e e e —
Penicillium claviforme... ... ... ... ... v il i v e e e —
Penicillium notatum... ... ... ... oo cov vr vin vin aen een e e e e —
Penicillium patulum... ... ... ... .. oo il e e e e e e e —
Penicillium terreum ... ... ... cco cee e cr v ven e e e e e —
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TABLA 1V

Accién de la Debariocidina sobre diversas levaduras.
(Medio de cultivo: agar-malta.)

LEVADURA Efecto

Candida heveanensis (30)... ... .. oo e cee ver e ver eee en e e +29
Candida melinii (102) ... ... coo ver et et eer e eee eee e e e —
Candida tropicalis {40).. ... ... c. i o e et et e e e e e -
Debaryomyces hansenii (214)... ... cev cev cee vee ee ver vee oee aee ne +30
Debaryomyces kloeckeri (206).. ... ... oo oo v i i e et e +15
Debaryomyces kloeckeri (535).. oo v wee o v ee eee aee e e e +25
* Debaryomyces kloeckeri (537). .. «o voe ver e eee e e +28
Debaryomyces sp. (LXXX) . ov ver cee eee e et e e e e e +21
Debaryomyces sp. (LXXXI) ... oo v iir e et et et e e e +17
Geotrichum, lactis (227) ... ... coo v vee eir s e e e e e —
Hansenula anomala (25) ... ... oo oo ver it vir vee eee e e een e v
Hansenula anomala (26) ... ... coo e eev cev cee e e ee eee e | 2T
Hansenula anomala (27) ... ... ... oo oo e i e e e e —
Hansenula pseudopeliculosa (268) ... ... ... .. oo oo v oo ot e -
Kloeckera apiculata (225) ... ... coo cov ver cer cer cee e e e e e —
Picchia farinosa (TI08) ... ... ... vev cee cer cor ver ee eee e e e —
Picchia membranefaciens (233) ... oo ver ver cir eee e iee e e e
Rhodotorula glutinis (98)... ... oo vev ver ver cer e e e e —
Rhodotorula mucilaginosa (96) ... ... .o. cco e vir cir er evr e -
Saccharomyces cerevissiae (I) ... ... ... oo cei e cer cer e +-30
Saccharomyces cerevissiae (246)... ... .. oo vii i i eee e e +13
Saccharomyces cerevissiae (256) ... ... . vee aer vvr e e eee e s 422
Saccharomyces cerevissiae (281)... ... ... o i i vt e e s +18
Saccharomyces chevalieri (8) ... ... ... -
Saccharomyces chevalieri (262) ... ... ... cco cor e et er e e e -+ 28
Saccharomyces chevalieri (264) ... ... .. .o voi cer ive vee e e + 18
Sacharomyces pasteurianus (75) ... ... wev v e eee e eee eee ar e + 22
Saccharomyces pasteurianus (I119) ... ... v vor cir e wre vee wes wee -+ 24
Saccharomyces pasteurianus (247) ... ... wev e vor e e eee er 419
Saccharomyces delbriickii (210) ... oo oo cer ver ver ee e e e + 12
Saccharomyces exitguus (250)... ... vee cee e cor e e e e e e + 24
Saccharomyces exiguus {282)... ... ... oo e ver et e aee e s + 19
Saccharomyces exiguus (@85) ... oo cev i ver eee e eee e s e + 22
Saccharomyces r05ei (277). ... ccv vir v e eee e e e e e s —
Saccharomyces r0set (@54)... ... «co vev ver et ee eee een e eee aae e -+ 18
Saccharomyces r0sei (240) ... .. vee vee cer cer aee ee eee eee e e —
Saccharomyces rouxt £286) ... ... oo cer cer e e eer e e e e -+20
Sporobolomyces albidus (502) ... ... co cov et et cer eee eer e e —
Sporobolomyces odorus (123)... ... o oo en it it i vt e e —
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Ademas de estos resultados que acabamos de exponer de la accion
in vitro de la debariocidina, hemos de sefialar tres caracteristicas que
110s han de servir para la discusion del trabajo, y que son: la debario-
ciding es una sustancia extracelular, no téxica para el rotén vy que dia-
liza a través de celofdn, propiedades que, aunque hayan sido deducidas
del comportamiento de una fraccién activa del liquido metobodlico, pue-
den ser atribuidas desde ahora a la sustancia purificada.

DISCUSION

Dado que son relativamente numerosos los antibidticos descritos como
producidos por Bacillus subtilis, seria engorroso y oscuro hacer una
comparacion de cada uno de ellos con la debariocidina; en consecuencia,
hemos optado por confeccionar una tabla (tabla V) en la que resumimos
las caracteristicas de cada uno, de tal modo, que pueden ser comparadas
comodamente con las de la debariocidina.

Los antibidticos mas parecidos a la debariocidina son los que pre-
sentan actividad sobre hongos y no sobre bacterias; entre éstos, el mas
parecido es la bacilomicina, que se diferencia por su distinto comporta-
miento frente a Trichophyton mentagrophytes y porque no dializa a
través de celofan. También los factores Aspergillus y Rhizoctonia
son parecidos a la debariocidina, de la que se diferencian por su distinto
_comportamiento frente a Botrytis cinerea, Aspergillus niger y Aspergi-
llus oryzae.

Debido a que atn no tenemos purificada la sustancia activa, hemos
de emplear métodos de difusion para valorar en cierto modo el poder
de inhibicion frente a los distintos microorganismos y, por consiguiente,
los valores numéricos que resultan estan sujetos a posibles modificacio-
nes cuando podamos trabajar con la sustancia aislada y purificada, con
la que, ademas, podremos emplear otros métodos de valoracién (4) mas
exactos que el método de los cilindritos.

De los resultados que hasta ahora hemos conseguido, se deduce que
nuestro antibidtico ha de tener mity, poca aplicacion en Medicina, puesto
que, de los microorganismos patogenos que hemos probado, sélo Candida
albicans se muestra sensible. Sin embargo, dado que inhibe el desarrollo
de varias especies de Saccharomyces, la debariocidina puede tener apli-
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TABLA V

Comparacién entre la Debariocidina y los demés antibidticos producidos por
i Bacillus subtilis.

ACCION ANTIMICROBFANA
2SI S2ZLTIR|2IRYEE
Sis|s|siQlelFgI2lslRIZ|IT|IFIRV|=
S|8|lS|S|S|E|S|&|| 315819138
S|3[S|S|8|S|S|ElS|S|E|Q|2n|s
8 3 =2
ANTIBIOTICOS PRODUCIDOS | 8 [£| 3| % |§ HEHNGRIRERNEE .
1832l |S|I5|T|e|®
POR = |8|5|5|2 8|3 12|83 3 E 3 caracteris-
-~ o
BACILLUS SUBTILIS AR I S 2 5|3 I SR |g|R ticas
AR AR S-S R S B
) S|€- 03 : Sl 2| N
3 IS5 B F|F
3 £ S S E|g ’
3 3 8 3| %R
s & . 3 .
@« o
Antibi6tico XG (8) .ccoccenss [ || > |2 | » [F| > |F[» | » [»|»]|>|+]|*|E
Bacilina (5) ......ocoeevninninne —|—- —|~— + » o n|»|»|»]|»|[»|»|»|[»]|»]|E
Bacilipina (17) . +l=l»|F|—=|=|>|»|»| > |[»|»|»]|>|»|E
Bacilisina (17) ....ccceee.... ] ||| 2222 |2 2| |2 |E
Bacilomicina (14) (15) ....|» [» |[»|» |3 |» |» |[+|+|+]|>|»|>|>]|»|E, ND
Bacitracina (IO) ,,,,,,,,,,,,, + + » | » + + » + »i»|»|»|»|»|»]|E
DEBARIOCIDINA ....... ===l |= |+ ||+|F|~[—|—|EDNT
Endosubtilisina (19) ....... + |22 |»|»]|»|»]|>]|»]|»]|»]|] NT.
Eumicina (11) ...oooveenee HN=1+|>|F|>|>|—=|F|>»|»|>|>|»|»|E
Factor “ Aspergillus” @6).| » | »|[»|»|»|»|[»|»]|»]|» -+ + + + -+1E, ND
Factor “Rhizoctonia” (16)| » | » | » |» [» |» |»|»|» | » |4+ |+|+|+|E, D
Fungocidina (2) ............. oo » Rl || > » |»]|»|F|»]|>
FungOCina (3) . —l— > | »|» + D » | » | »|» P> |»
Globicidina (18) ............. + » —[— —I— s || »|» | »»|»]|»]|»]|»
Micosubtilina (25) oveenenn » w w|{»|[»|»|»]|» + » [»|»|»|={»]|I, T
Neocidina |(22) ............... —I— + »I» [ » | »[»|»|» » » | »[» | »|» /
Rizobacidina (I) ............ » NN N[N |[» —+— » | » » »i»I» | »|»
Subtilina (9) .................. + = |+F|F+|=|>|=]2|»|»|>|>]|»]|»|], NT
Subtilina C (6) ......c....... F =l [F|F 2|2 |22 > ||| »|»]]
Subtilisina (24) .............. — > 2|2 |»|»|»|» |[»|»]»]|»|>»
Subtenolina (7) .............. F 14| » [ » | |F|»|»|[»|»|»|»|»|»]|»]|E D
Toximicina (2I) ............. H oo ||| > [F| 22| »]|»
[Knechty McCleskey (13)] |+ |+4|»|»|»|»|»|»|» | » |[»|»|»|»|»|T
[Tsukamura (23)] .......... dn oo » oo |»|»|»|»|[»|»|»]]
[Woerner y Mueller (26)].[(-F)|—|» | » |[d|—|» [ »|» | » [»|[»]|»|»]|»

+ = lInhibicibn. — = No inhibicién. (4) = Ligera inhibicién. I = Intracelular.
E = Sustancia extracelular. T = Téxico para el ratdn. NT = No tbéxico para el ratén.
D = Dializa. ND = No dializa.
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cacién en Enologia, en el sentido de que podria detener oportunamente
la fermentacion del mosto, que, como es sabido, es un paso requerido
en la fabricacién de ciertos tipos de vinos.

Nos queda, por dltimo, aclarar un punto que puede inducir a error.
En nuestra comunicacién al VII Congreso Internacional de Microbiolo-
gia, dijimos que Candida albicans y Blastomyces dermatitidis no eran
sensibles a la debariocidina; estos resultados fueron debidos a que en-
tonces empledbamos el medio original de Sabouraud para probar la ac-
tividad i wvitro, donde no se muestran sensibles estos dermatofitos;
mientras que posteriormente hemos empleado el medio de Sabouraud-
glicerina, donde se consiguen los resultados que hemos dado en la
tabla 1.

RESUMEN

Se estudia la actividad in vitro de una fraccidén parcialmente purifi-
cada del liquido metabélico de una cepa (R-XV de nuestra coleccién)
de Bacillus subtilis aislada de embutidos espafioles. Este liquido meta-
bolico inhibe el desarrollo de levaduras de los géneros Saccharomyces y
Debaryomyces; también es activo frente a Candida albicans. Se propone
para este antibi6tico el nombre de Debariocidina.

SUMMARY

The in vitro activity of a parcially purified fraction of the metabolic
liquid or a strain of Bacillus subtilis (R - XV, of our collection) isola-
ted from spanish sausages has been studied. The liquid inhibits the growth
of some Saccharomyces and Debaryomyces, and also shows activity
against Candida albicans. The name Debariocidina is proposed for this
antibiotic.
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CONTROL MICROBIOLOGICO
DE CONSERVAS VEGETALES
(Conclusidn.)

POR
Peoro ALONSO CARRION

RESULTADOS

Antes de pasar a describir los resultados de nuestras experiencias,
indicaremos que todas las determinaciones expuestas han sido realizadas
por triplicado, utilizando para ello materiales procedentes de diversas con-
servas vegetales, tanto normales como alteradas, pero cuyos productos
se han elegido al azar en el comercio, con el fin de poder llegar a tener
una visiéon general del problema planteado.

En todas estas investigaciones hemos seguido la guia de trabajo
anteriormente mencionada, asi como las normas generales y clasicas para
cualquier trabajo de tipo microbiolégico.

Juco DE TOMATE.

Enwvase.

Material : Hoja de lata.

Incubacién: Cincuenta dias, a 25°C.
Examen exterior: Normal.

Examen interior: Normal.

Contenido.

Examen macroscopico. Normal. Producto liquido.
Examen microscopico: Se observan cocos aislados y en cadenas cor-
tas rodeados por masas mucilaginosas; bacilos medianos y otros degene-
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rados,

asi como esporas. Todos ellos en abundancia y Grampositivos.

Viéase foto 1.)
PH determinado con electrodo de vidrio: 3.92.

S

Crecimiento en los medios de cultivo.
- F

: Positivo a las cuarenta y ocho horas. Cocos sin masas mucila-

ginosas; pequefios bacilos y esporas.

: Negativo a los siete dias. Temperatura de incubacién, 55°C.
: Negativo a los siete dias.

: Positivo a las cuarenta y ocho horas. Cocos aislados y en cade-

nas cortas rodeados por masas mucilaginosas. Bacilos medianos
y finos, asi como abundantes esporas. '

: Positivo a las cuarenta y siete horas. Temperatura de incubacidn,

37° C. Abundantes cocos aislados y reunidos en cadenas de 3 a
4 células, todos envueltos por masas mucilaginosas. Bacilos me-
dianos y finos. (Véase foto 2.)

. Positivo a las wveinticuatro horas. Gran cantidad de cocos ro-

deados por masas mucilaginosas, asi como algunos bacilos me-
dianos y finos. (Véase foto 3.)

: Positivo a las veinticuatro horas. Gran cantidad de bacilos me-

dianos y esporulados, asi como también cocos aislados o en
cadenas cortas, rodeados por masas mucilaginosas. (Véase foto 4.)

: Positivo a las cuarenta y ocho horas. Temperatura de incuba-

cién, 25° C. Algunos cocos envueltos por masas mucilaginosas.

De interés samnitario.

M. 7: Negativo.

M. 15

: Negativo.

Aislamientos.

Resiembra del M. 11 en el medio Agar-Caldo glucosado-Jugo de
tomate (M. 12). ‘
 Temperatura de incubacién: 37° C.

" Tiempo: Cuarenta y “ocho horas.
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Identificacion.
a) . Microorganismo X.

Colonias: Blancas; de borde entero, puntiformes y de estructura
finamente granulosa. '

Morfélogia: Cocos aislados, en parejas y en cadenas cortas. Sin es-
poras por los métodos de Wirtz y Dorner.

Tincién al Gram: Positivos.

Gota pendiente: Inmobviles.

Caldo glucosado: Enturbiamiento en las primeras veinticuatro horas,
pasadas las cuales se forma un sedimento viscoso y queda el medio claro
y transparente.

Patata: No es visible ‘el crecimiento.

Medios con aziicares: En ellos se rodean de una gruesa mucilagi-
nosa e incolora membrana consistente, especialmente, en aquellos que
contienen sacarosa.

Comportamiento frente al oxigeno del aire: Aerobios y anaerobios
facultativos. -

Pruebas bioguimicas—Gelatina: No la fluidifica, pero presenta cre-
cimiento a lo largo de la picadura.

Indol: Negativa.

Caldo nitratado de Sagen: Nitritos negativa.

Acido y gas: A partir de arabinosa, glucosa, maltosa y sacarosa.

Acido, pero no gas: De lactosa, salicina y xilosa.

Resultado.—Con arreglo a los caracteres anteriores, identificamos a
este microorganismo como Leuconostoc mesenteroides (Leuconostoc pleo-
fructi de Savage y Hunwicke).

b) Microorganismo V.

Colonias: Opacas, oscuras, irregularmente circulares, poco elevadas,
arrugadas, adherentes y ligeramente extendidas, presentando una perife-
ria mas clara y finamente granulosa. -

Morfologia :. Bacilos medianos, aislados o en. cortas cadenas, con los
extremos redondeados; presentan esporas ovales o elipsoidales, centra-
les o subterminales, que se ponen de manifiesto por los métodos de Wirtz
y Dortier.
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Tincién al Gram: Positivos.

Gota pendiente: Moviles.

Agar inclinado: Abundante crecimiento, extendido, elevado, de borde
ondulado y adherente, presentando consistencia membranosa.

Caldo glucosado. Apreciable turbidez con formacién superficial de un
grueso velo, arrugado y consistente que se adhiere a las paredes del tubo.

Patata : Crecimiento lujuriante.

Comportamiento frente al oxigeno del aire: Aerobios y anaerobios
facultativos.

Pruebas bioguimicas—Gelatina: No la fluidifica.

Almidén: Lo hidrolizan..

Leche tornasolada: Lenta peptonizacidn, con suficiente alcalinidad.

. Acetil-metil-carbinol : Positiva.

Caldo nitratado de Sagen: Nitritos positiva.

Citratos : Los utilizan como fuente de carbono para su desarrollo.

Acido, pero no gas: De arabinosa, glucosa, maltosa, sacarosa y xilosa.
 Resultado.—Con arreglo a los caracteres anteriores identificamos a
este microorganismo como Bacillus subtilis.

PURE DE TOMATE.

Envase.

Material: Hoja de lata.

Incubacién: Cincuenta y cinco dias, a 37° C.
Examen exterior: Normal,

Clasificacién: Plano.

Examen interior: Normal.

Contenido.

Examen macroscopico: Normal. Producto semisdlido, que fué con-
centrado al vacio.

Examen microscopico: Se observan cocos aislados, en parejas y en
tetradas, asi como bacilos medianos aislados y en cadenas cortas, junto a
esporas y otros bacilos degenerados. Todos ellos Grampositivos.

pH determinado con electrodo de vidrio: 4.65.
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Crecimiento en los wmedios de cultivo.

Aunque empleamos los mismos medios que en la experiencia anterior,
en este caso s6lo mencionaremos aquellos en que se observé crecimiento.

M. 1: Positivo a las cuarenta y ocho horas. Cocos aislados, en parejas
y tetradas; pequefios bacilos y algunas esporas. Parece como si
los bacilos tendiesen a la autoesterilizacion.

M. 5: Ligerisimo ennegrecimiento alrededor de una pequefia colonia,
.apenas perceptible a los siete dias.
M. 8: Positivo a las cuarenta y ocho horas. Cocos aislados:y en tetra-
: das, muy pequefios, asi como algunos bacilos de reducido tamafio.
M. 11: Positivo a las veinticuatro horas. Abundantes cocos y bacilos me-
: dianos, aislados y en cadenas cortas. .
M. 13: Positivo a las cuarenta y ocho horas. Algunos cocos aislados y

“bacilos en vias de degeneracion.

De interés samitario.

M. 7: Negativo.
M. 15: Negativo. .

Asislamientos.

Resiembra del M. 11 en el M. 12 (Agar-Caldo glucosado-Jugo de to- °
mate), incubandose las placas a 37° C. durante cuarenta y ocho horas.

Identificacion.

a) Microorganismo X. -

Colonias: Blanco-amarillentas ,enteras, circulares, lisas, brillantes y
butirosas.

Morfologia: Cocos pequefios, aislados, en parejas y en tetradas.
(Véase foto 5.)

Tincién al Gram: Positivos.

Gota pendiente: Inmdviles.

Agar inclinado: Crecimiento opaco, liso, hiimedo y amarillento. ‘

Caldo glucosado: Enturbiamiento y ligero sedimento.

Patata: Abundante crecimiento amarillento y brillante,
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Comportamiento frente al oxigeno del aire: Aerobios y anaerobios
facultativos.

Pruebas bioquimicas—Gelatina: La fluidifica, formando una tipica
bolsa.

Almidén: No lo hidrolizan.

Leche tornasolada: Acidez y coagulacion.

Indol: Negativa.

Caldo nitratado de Sagen: Nitritos positiva.

Acido: A partir de glucosa, lactosa y sacarosa.

No 4cido: De rafinosa, salicina e inulina.

Resultado.—Con arreglo a los caracteres anteriores, identificamos a
este microorganismo como Micrococcus pyogenes, var. Aureus. '

b) Microorganismo Y.

Colonias: Pequefias, enteras, ligeramente elevadas y no caracteristicas.

Morfologia: Bacilos medianos y algunos grandes, aislados y en ca-
denas cortas, con los extremos redondeados; presentan esporas elipsoi-
dales o esféricas, terminales o subterminales, que se ponen de manifiesto
por los métodos de Wirtz y Dorner. (Véase foto 6.) /

Tincién al Gram: Positivos.

Gota pendiente: Moviles.

Agar inclinado: Escaso crecimiento, delgado y plano. En el medio
M. 10, incubado a 55°C., se observa formacion de colonias en su inte-
rior a las veintichiatro horas, si bien los bacilos con el tiempo tienden a
la degeneracién. ,

Caldo glucosado: Moderada turbidez, seguida de aclaramiento.

Patata: Escaso crecimiento.

Comportamiento frente al oxigeno del aire: Aerobios y anaerobios
facultativos.

Pruebas bioquimicas.—Gelatina: No la fluidifica.

Almidén: Lo hidroliza.

Leche: Coagulacion.

Acetil-metil-carbonil : Positiva.

Caldo nitratado de Sagen: Nitritos negativa.

Citratos: Negativa.

Acido: A partir de glucosa, maltosa y sacarosa.

No 4cido: De xilosa y manitol.
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Resultado—Con arreglo a los caracteres anteriores, identificamos a
este microorganismo como Bacillus coagulans (Bacillus thermoacidurans).

TOMATE AL NATURAL.

Envase.

Material : Hoja de lata. #
Incubacion: Cincuenta y cinco dias, a 25° C.
Examen exterior: Normal.

Clasificacién : Plano.

Examen interior: Normal.

Contenido.

Examen macroscopico: Normal. Producto solido.

Examen microscopico: Se observan cocos aislados y en cadenas cor-
tas, muchos de ellos rodeados por masas mucilaginosas; bacilos media-
nos y otros degenerados, asi como esporas. Todos estos microorganis-
mos son Grampositivos y se encuentran en un niimero considerable por

campo.

pH determinado con electrodo de vidrio: 3.95.

Crecimiento en los wmedios de cultivo.

De los medios empleados segin la guia de trabajo, sélo menciona-
remos aquellos en que se presenté crecimiento.

M. 1:
M. 4:
M. 8:
M. 11

Positivo a las cuarenta y ocho horas. Cocos sin masas mucila-
ginosas y medianos bacilos esporulados.

Positivo a las cuarenta y ocho horas: Temperatura de incuba-
cién, 37° C. Bacilos grandes y medianos con cipsula, observan-
dose en el interior del medio considerables burbujas de - gas.
(Véase foto 7.)

Positivo a las cuarenta y ocho horas. Bacilos medianos con los
extremos redondeados y algunos cocos pequefios rodeados por
masas mucilaginosas.

: Positivo a las veinticuatro horas. Bacilos medianos y pequefios,

asi como cocos aislados, algunos de los cuales se encuentran
rodeados por masas mucilaginosas. .
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‘M. 13: Positivo a las cuarenta y ocho horas. Algunos cocos aislados,
con y sin masas mucilaginosas. ) '

De interés sanitario.

M. 7: Negativo.
M. 15: Negativo.

Aislamientos.

Resiembra del M. 11, empleando el mismo medio, temperatura y
tiempo de incubacién que en la experiencia anterior.

Identificacién.

a) Microorganismo X —(Véase foto 8.)

Tanto los caracteres diferenciales como las pruebas bioquimicas se-
guidas en su identificacién coinciden en todo con el microorganismo X
de la experiencia “Jugo de tomate”.

Resultado—Segtn lo expuesto, identificamos a este microorganis-
mo como Leuconostoc mesenteroides (Leuconostoc pleofructi de Savage
y Hunwicke).

b)  Microorganismo Y.

Colonias: Blanco-cremosas, translicidas, de borde continuo, poco ele-
vadas y de superficie lisa y brillante, presentando consistencia butirosa
y siendo facilmente emulsionables.

Morfologia: Bacilos grandes y medianos, rectos y otros ligeramente
curvados, aislados y en parejas, con los extremos redondeados. En los
medios con agar presentan capsula. Sus esporas son ovales, terminales
y subterminales, las cuales se ponen de manifiesto por los métodos de
Wirtz y Dorner. (Véase foto 9.)

Tincién al Gram: Positivos.

Tincién con iodo: Amarilla, tipica de glucogeno.

Gota pendiente: Moviles.

Agar inclinado: No se observa crecimijento.

Caldo glucosonado: Ligero enturbiamiento con escaso depésito gra-
nuloso.

Patata: No se observa crecimiento.
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Comportamiento frente al oxigeno del aire: Anaerobio facultativo.

Pruebas bioquimicas—Gelatina: No la fluidifica.

Almidén: No lo hidrolizan.

Leche tornasolada: Acidez y coagulacién rapida, fragmentindose los
grumos, pero sin que se presente digestion.

Indol: Negativa.

Caldo nitratado de Sagen: Nitritos negativa.

Acido y gas: Los producen a partir de la galactosa, glucosa y sa-
carosa.

Resultado—Con arreglo a los caracteres anteriores, identificamos a
este microorganismo como Clostridium pasteurianum.

SALSA DE TOMATE.
(catsup)

Envase.

Material: Vidrio.

Incubacién: Sesenta y tres dias, a 25°C.
Examen exterior: Normal.
Clasificacion: Normal.

Examen interior: Normal.

Contenido.

Examen macroscopico: Normal. Producto semisolido.

Examen microscépico: Se observan bacilos medianos con los extre-
mos redondeados y otros degenerados. Abundantes esporas. Todos Gram-
positivos.

pH determinado con electrodo de vidrio: 3.I5.

Crecimiento en los medios de cultivo.

M. 8: Positivo a las cuarenta y ocho horas. Algunos bacilos cortos y
abundantes esporas.

M. 11: Positivo a las veinticuatro horas. Abundantes bacilos medianos
y otros mas cortos, asi como numerosas esporas. (Véanse las fo-
tos 10 y II1.)
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M. 13. Positivo a las cuarenta y ocho horas. Bacilos medianos y cortos,
acompafiados de abundantes esporas. (Véase foto 12.)

De interés sanitario.

M. 7: Negativo.
M. 15: Negativo.

Aislamiento.

Resiembra del M. 11 en el medio Agar-Caldo glucosado-Jugo de to-
mate (M. 12), incubandose las placas a 37° C. durante cuarenta y ocho
horas.

Identificacion.

Microorganismo X.

Colonias: Blanco-grisaceas, grandes y medianas, planas, cremosas;
unas con el borde entero y otras irregulares.

Morfologia: Bacilos grandes y medianos, rectos ¢ ligeramente curva-
dos, aislados y en cadenas cortas y largas, presentando todos los extre-
mos redondeados. Sus esporas esféricas o elipsoidales, centrales o subter-
terminales, se ponen de manifiesto por los métodos de Wirtz y Dorner.

Tincion al Gram: Positivos. (Véase foto 13.)

Gota pendiente: Mobviles.

Agar inclinado: Abundante crecimiento, extendido, denso, no
adherente y de color grisiceo.

Caldo glucosado: Apreciable turbidez en la zona superior del medio,
pero sin que se forme velo.

Patata: Abundante crecimiento en la parte superior del tubérculo,
siendo aquél espeso, blando y blanco-cremoso.

Comportamiento frente al oxigeno del aire: Aerobios.

Pruebas bioquimicas.—Gelatina: Rapida fluidificacion.

Almidén: Lo hidrolizan.

Leche tornasolada: Rapida peptonizacion, con ligera coagulacion.

Acetil-metil-carbinol : Positiva.

Caldo nitratado de Sagen: Nitritos positivas.

Citratos: Los utilizan como fuente de carbono para su desarrollo.
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Acido, pero no gas: A partir de glucosa y maltosa. No de arabinosa
y xilosa.

Resultado.—Con arreglo a los caracteres expuestos, identificamos
a este microorganismo como Bacillus cereus.

CONFITURA DE CIRUELA.

Envase. .

Material : Hoja de lata.

Incubacién: Sesenta y cinco dias, a 25° C.

Examen exterior: Una de las tapas se encuentra picada, lo que per-
-mite apreciar una lenta salida del contenido; ademads, las junturas se
encuentran oxidadas.

Clasificacién: Plano.

Examen interior: Normal, excepto la tapa picada, en que se presen-
tan pequefias fisuras rodeadas por Oxidos.

Contenido.

Examen macroscopico: Normal respecto a olor y color, pero se ob-
serva un abundante desprendimiento de burbujas en el interior del con-
tenido. Producto viscoso.,

Examen microscépico: Abundantes cocos aislados, en parejas y en
tetradas, asi como algunos bacilos pequefios y medianos, aislados y en
cadenas cortas. Se aprecian igualmente algunas esporas y abundantes
bacilos degenerados. Todos estos microorganismos son Grampositivos.
(Véase foto 14.)"

pH determinado con electrodo de vidrio: 3.40.

Crecimiento en los medios de cultivo.

M. 1: Positivo a las cuarenta y ocho horas. Cocos aislados, en pare-
jas y tetradas, con algunos pequefios bacilos y esporas. Los
bacilos tienden a la degeneracion y las esporas son esféricas o
elipsoidales.
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M. 4: Positivo a las cuarenta y ocho horas, presentindose sélo turbi-
dez en la parte inferior del tubo. Temperatura de incuba-
cién, 37° C. Bacilos medianos, aislados y en cortas cadenas, con
los extremos redondeados. Se observan algunos cocos.

M. 8: Positivo a las veinticuatro horas. Cocos casi en cultivo puro,
con algunos bacilos pequefios y aislados.

M. 11, Positivo a las veinticuatro horas. Abundantes cocos y escasos

: bacilos medianos de extremos redondeados. Los cocos se pre-
sentan por parejas y tetradas, mientras que los bacilos apare-
cen aislados y en cadenas cortas.

M. 13: Positivo a las cuarenta y ocho horas.. Cocos casi en cultivo puro,
con algunos pequefios bacilos, los cuales parece como si tendie-
sen a la autoesterilizacin. '

De interés sanitario.

M. 7: Negativo.
M. 15: Negativo.

Asislamientos.

Resiembras del M. 4 en Agar-Glucosa-Proteasa-Peptona-Ext.° de
levadura (M. 10), y del M. 8 en Agar-Caldo glucosado (M. g), incu-
bandose estos ultimos medios a 55 y 37° C., respectivamente, durante
cuarenta y ocho horas. ‘

Identificacion.

a) Microorganismo X.

Todos los caracteres diferenciales seguidos para su identificacion
coinciden con los del microorganismo Y de la experiencia “Puré de
tomate”.

Resultado—Segin lo expuesto, identificamos a este microorganismo
como Bacillus coagulans (Bacillus thermoacidurans).

h)  Microorgawismo Y. *

Todos los caracteres diferenciales coinciden en este caso con los del
micoorganismo X de la experiencia “Puré de tomate”.
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Resultado—Con arreglo a los caracteres a que hacemos referencia,
identificamos a este microorganismo como Micrococcus pyogenes, var.
Aureus.

CIRUELA AL NATURAL,

Envase.

Material: Hoja de lata.

Incubacién: Sesenta y ocho dias, a 25°C.

Examen exterior: Normal, aunque una de las tapas se encuentra
ligeramente oxidada.

Clasificacién: Plano.

Examen interior: Normal.

!

Contenido.

Examen macroscopico: Normal. Producto sélido.

Examen microscépico: Se observan abundantes esporas, asi como
algunos bacilos medianos y pequefios, la mayor parte de ellos degenera-
dos. Estos microorganismos son Grampositivos. (Véase foto 15.)

pH determinado con electrodo de vidrio: 3.55.

Crecsmiento de los wmedios de cultivo.

M. 1: Positivo a las cuarenta y ocho horas. Numerosas esporas y es-
casos bacilos medianos y pequefios.

M. 4: Positivo a las cuarenta y ocho horas, presentindose sdlo creci-
miento en la parte inferior del tubo. Temperatura de incuba-
cién, 37° C. Bacilos medianos y pequefios, aislados y en cadenas
cortas, de extremos redondos, con esporas ovales, centrales o
subterminales y esporas sueltas.

M. 8: Positivo a las veinticuatro horas. Gran cantidad de bacilos me-

dianos y pequefios, todos ellos esporulados, presentindose tam-

bién esporas aisladas que se ponen de manifiesto por los mé-
todos de Wirtz y Dorner. ‘
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M. 13: Positivo a las cuarenta y ocho horas. Numerosas esporas y es-
casos bacilos medianos y pequefios.

De interés samitario.

M. 7: Negativo.
M. 15: Negativo.

Aislamiento.

Resiembra del M. 8 en el medio Agar-Caldo glucosado (M. g), in-
cubandose las placas en estufa a 37° C. durante cuarenta y ocho horas.

Identificacion.
Microorganismo X.

Todos los caracteres diferenciales de este germen coinciden con los
descritos al tratar del microorganismo Y de la experiencia “Jugo de to-
mate”.

Resultado.—Con arreglo a los caracteres a que hacemos referencia,
identificamos a este microorganismo como Bacillus subtilis.

CONFITURA DE ALBARICOQUE,

Envase.

Material : Hoja de lata.

Incubacién: Cuarenta y cinco dias, a 25° C.
Examen exterior: Normal.

Clasificacién: Plano.

Examen interior: Normal.

Contenido.

Examen macroscopico: Normal. Producto semisélido.

Examen microscépico: Se observan bacilos pequefios y medianos,
aislados y en cadenas cortas, con los extremos redondeados, asi como
abundantes esporas. Algunos bacilos presentan signos de degeneracion.
Todos estos microorganismos son Grampositivos.

pH determinado con electrodo de vidrio: 3.60.
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Crecimiento en los medios de cultivo.

M. 1: Positivo a las cuarenta y ocho horas. Escasos bacilos pequefios
y medianos, asi como numerosas esporas esféricas o elipsoida-
les. Los bacilos con el tiempo se degeneran por sufrir ‘una auto-
esterilizacion.

M. 8: Positivo a las cuarenta y ocho horas. Los bacilos, de reducido
tamafio, se presentan aislados y en cortas cadenas, con los ex-
tremos redondeados y muy esporulados. Sus esporas, elipsoi-
dales o esféricas, aparecen sueltas y en la parte subterminal o
terminal del bacilo.

M. 11: Positivo a las cuarenta y ocho horas. El examen microscopico
coincide con el del medio anterior.

M. 13: Positivo a las veinticuatro horas. Abundantes bacilos medianos
y pequefios, esporulados, aislados y en cadenas cortas, y cuyos
extremos aparecen redondeados. También se presentan nume-
rosas esporas sueltas.

De interés samitario.
M. 7: Negativo.
M. 15: Negativo.

Aislamientos.

Resiembras de los medios M. 8 y M. 13 en Agar-Glucosa-Proteasa-
Peptona-Ext.° de levadura (M. 10), incubandose este medio en estufa
a 55° C. durante cuarenta y ocho horas.

Identificacion.
Microorganismo X.

Los caracteres diferenciales de este germen coinciden en todo con
los ya descritos al trtar del microorganismo X en la experiencia “Con-
fitura de ciruela”. ‘ : ‘

.Resultado—Con arreglo a los caracteres a que hacemos referencia,

identificamos a este” microorganismo como Bacillus coagulans (Bacillus
thermoacidurans).
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GUISANTE AL NATURAL.

Envase.

Material : Hoja de lata.

Incubacién: Cincuenta dias, a 37° C.

Examen exterior: Normal.

Clasificacion: Plano.

Examen interior : Normal.

Contenido.

Examen macroscépico: Normal. Producto solido.

Examen microscopico: Se observan cocos aislados y en parejas; ba-
cilos medianos, aislados y en cadenas cortas, muchos de ellos degenera-
dos, asi como numerosas esporas. Todos estos microorganismos son
Grampositivos. (Véase foto 16.)

pH determinado con electrodo de vidrio: 5.70.

M. 8:

Crecimiento en los medios de cultivo.

Positivo a las cuarenta y ocho horas. Cocos sin masas mucilagi-
nosas, aislados, por parejas y en cadenas cortas; bacilos me-
dianos, rectos y ligeramente curvados, aislados y en cadenas
mas o menos cortas, asi como algunas esporas.

Positivo a las wveinticuatro horas. Gran cantidad de cocos ro-
deados por masas mucilaginosas, aislados y en pequefios gru-
pos; algunos bacilos grandes y otros muy numerosos medianos,
con los extremos redondeados, aislados y en cadenas cortas y
largas, presentando esporas esféricas o elipsoidales en las zonas
subterminales, las cuales se ponen de manifiesto por los méto-
dos de Wirtz y Dorner.

M. 11: Positivo a las veinticuatro horas. Gran cantidad de cocos y ba-
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cilos cuyas caracteristicas coinciden con las que presentan al
examen microscépico los gérmenes del medio anterior. (Véase
foto 17.)
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M. 13: Positivo a las cuarenta y ocho horas. Abundantes cocos en-
vueltos por masas mucilaginosas.

De interés sanmitario.

M. 7: Negativo.
M. 15: Negativo.

/

Aislamientos.

‘

Resiembra del M. 11 en Agar-Caldo glucosado-Jugo de tomate
(M. 12), incubdndose las placas en estufa a 37°C. durante cuarenta y
ocho horas.

Identificacion.
a) Microorganismo X.

Todos los caracteres diferenciales seguidos para su identificacion
coinciden con los descritos al tratar del microorganismo X de la expe-
riencia “‘Salsa de tomate”. .

Resultado—Con arreglo a los caracteres a que hacemos referencia,
identificamos a este microorganismo como Buacillus cereus. ‘

b) Microorganismo Y.

Los caracteres diferenciales que presenta este germen coinciden en
todo con los mencionados al tratar del microorganismo X de la expe-
riencia “Tomate al natural”.

Resultado.—Con arreglo a los caracteres a que hacemos referencia,
identificamos a este microorganismo como Leuconostoc mesenteroides
(Leuconostoc pleofructi de Savage y Hunwicke).

.

TOMATE AL NATURAL ALTERADO.

Envase.

Material : Hoja de lata. , ,

Incubacién: No se somete a esta operacion por estar abombado.

Examen exterior: Las tapas se encuentran oxidadas, apreciandose
un ligero escape del contenido por uno de los cierres. - Co
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Clasificacién; De abombamiento suave.

Examen interior: Se aprecian corrosiones, descoloraciones y oOxidos,

asi como una fina perforacién en una de las tapas, muy préxima a uno
de los cierres.

Contenido.

Examen macroscopico: Normal, respecto a olor y color, pero se ob-
serva un abundante desprendimiento de burbujas en el interior del con-
tenido. Producto sélido.

Examen microscopico: Cocos aislados, en parejas y en cadenas cor-
tas, rodeados por masas mucilaginosas, asi como bacilos pequefios, me-
dianos y algunos grandes, con los extremos redondeados, aislados y en
cortas cadenas, presentando estos tltimos inclusiones intracelulares mas
6 menos numerosas. Todos ellos en abundancia y Grampositivo.

pH determinado con electrodo de vidrio: 4.30.

Crecimiento en los medios de cultivo.

M. 1: Positivo a las cuarenta y ocho horas. Cocos sin masas mucila-
ginosas, junto a escasos bacilos pequefios y medianos.

M. 8: Positivo a las veinticuatro horas. Gran cantidad de cocos ro-
deados por masas mucilaginosas asi como de bacilos pequefios
y‘ medianos, acompafiados de algunos grandes, los cuales pre-
sentan corpusculos -metacromaticos que se ponen de manifiesto
por los métodos de Albert, Neisser y Loeffler.

M. 11: Positivo a las veinticuatro horas. Gran cantidad de cocos y ba-
cilos, cuyas caracteristicas morfolégicas coinciden con las que
presentan los gérmenes del medio anterior.

M. 13: Positivo a las cuarenta y ocho horas. Cocos y bacilos aislados
y en cadenas cortas. Los cocos se encuentran rodeados por

masas mucilaginosas y los bacilos presentan inclusiones intra-
celulares mas o menos numerosas.

De interés sanitario.

M.'7;“Negativo. ’ _ : -
M. 15: Negativo.
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Aislamientos.

Resiembras de los medios M. 8 y M. 11 en Agar-Caldo glucosado-
Jugo de tomate (M. 12), incubdndose las placas a 37° C. durante cua-
renta y ocho horas.

Identificacion.

a) Microorganismo X.

Todos los caracteres diferenciales de este germen coinciden con los
descritos al tratar del microorganismo Y en la experiencia “Guisantes
al natural”.

Resultado.—Con arreglo a los caracteres a que hacemos referencia,
identificamos a este microorganismo como Leuconostoc mesenteroides
i Leuconostoc pleofructi de Savage y Hunwicke).

h) Microorganismo Y.

Para identificar a este germen partimos del medio Caldo glucosado-
Jugo de tomate (M. 11), ya que no es facil aislarlo del medio Agar-Caldo
glucosado-Jugo de tomate (M. 12).

Morfologia: Bacilos medianos y pequefios, pleomorfos, con los ex-
tremos redondeados, aislados y en cortas cadenas, presentando cot-
plisculos metacromaticos mas o menos numerosos que se ponen de ma-
nifiesto por los métodos de Albert, Neisser y Loeffler.

Tincién al Gram: Positivos.

Gota pendiente: Inmoviles.

Agar inclinado: No se observa crecimiento.

Caldo glucosado: Apreciable turbidez en las primeras veinticuatro
horas, seguida de aclaramiento con formacién de un precipitado viscoso
en el fondo del tubo.

Patata: No se observa crecimiento. .

Comportamiento frente al oxigeno del aire: Anaerobios y aerobios
facultativos. ‘

Pruebas bioquimicas.—Gelatina: No la fluidifica.

Almidén: No lo hidrolizan. S

Leche tornasolada: Acidez, pero no coagulacion. '

Caldo nitratado de Sagen: Nitritos negativa. '
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Acido y gas: A partir de glucosa y maltosa. -

Acido, pero no gas: De arabinosa, galactosa y xilosa.

No 4cido de sacarosa.

Resultado—Con arreglo a los caracteres anteriormente expuestos,
identificamos a este microorganismo como Lactobacillus brevis (Lacto-
bacillus lycopersici de Mickle).

CONFITURA DE CIRUELA ALTERADA.

Envase.

Material: Hoja de lata.

Incubacién: No se somete a esta operacion por estar abombado.

Examen exterior: Las tapas se encuentran oxidadas.

Clasificacion: De abombamiento suave.

Examen interior: Se aprecian corrosiones y Oxidos, asi como una
pequefia fisura en la tapa por donde se abrié el envase.

Contenido.

Examen macroscépico: Normal, respecto a olor y color, pero se ob-
serva un abundante desprendimiento de burbujas en el interior del con-
tenido. Producto viscoso.

Examen microscépico: Aparecen cocos aislados, en parejas y en ca-
denas cortas, algunos de los cuales se encuentran envueltos por una
escasa masa mucilaginosa; bacilos medianos y grandes, rectos y otros
ligeramente curvados, aislados y en cortas cadenas, presentando sus ex-
tremos redondeados, asi como también algunas esporas esféricas y elip-
soidales. Estos microorganismos son todos ellos Grampositivos.

pH determinado con electrodo de vidrio: 4.20.

Crecimiento en los medios de cultivo.

M. 1: Positivo a las cuarenta y ocho horas. Cocos sin masas mucila-
ginosas y bacilos medianos, largos y esporulados.

M. 8:" Positivo a las veinticuatro horas. Abundancia de pequefios co-
cos, aislados y en cadenas cortas, rodeados muchos de ellos por
masas mucilaginosas, asi como algunos bacilos medianos y gran-
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des, aislados y en cortas cadenas, que presentan esporas esfé-
ricas o elipsoidales en las zonas subterminales, las cuales se
ponen de manifiesto por los métodos de Wirtz y Dorner. (Véan-
se las fotos 18 y 19.) "

M. 11: Positivo a las veinticuatro horas. Gran abundancia de cocos y
bacilos, cuyas caracteristicas morfoldgicas coinciden con las que
presentan los gérmenes del medio anterior. (Véase foto 20.)

M. 13: Positivo a las cuarenta y ocho horas. Numerosos cocos envuel-
tos en masas mucilaginosas, con algtin bacilo esporulado de ta-
mafio mediano. (Véase foto 21.)

De interés sanitario.
M. 7: Negativo.
M. 15: Negativo.

Aislamientos.

Resiembra del M. 11 en Agar-Caldo glucosado-Jugo de tomate
(M. 12), incubandose las placas en estufa a 37°C. durante cuarenta y
ocho horas..

Identificacion.

a) Microorganismo X.

Todos los caracteres diferenciales de este germen coinciden con los
ya expuestos al tratar del microorganismo X en la experiencia “Tomate
al natural alterado”.

Resultado—Con arreglo a los caracteres a que hacemos referencia,
identificamos a este microorganismo como Leuconostoc mesenteroides
(Leuconostoc pleofructi de Savage y Hunwicke).

b) Microorganismo Y.

Los caracteres diferenciales que presenta este germen coinciden en
todo con los mencionados al tratar del microorganismo X en la experien-
cia “Guisantes al natural”. A

Resultado—Con arreglo a los caracteres a que hacemos referencia,
identificamos a este microorganismo como Bacillus cereus.
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CONFITURA DR ALBARICOQUE ALTERADA.

Envase.

Material: Hoja de lata.

Incubacién: No se somete a esta operacién por estar abombado.
Examen exterior: Las tapas se encuentran oxidadas.
Clasificacion: De abombamiento duro. -
Examen interior: Se aprecian corrosiones, descoloraciones y oéxidos.

Contenido.

Examen macroscopico: Normal respecto a olor y color, pero se ob-
serva un abundante desprendimiento de burbujas en el interior del con-
tenido. Producto semisélido.

Examen microscépico: Numerosos cocos aislados, en parejas y en
tetradas, asi como escasos bacilos pequefios y medianos, aislados y en ca-
denas cortas, con los extremos redondeados, y algunas esporas esféricas
o elipsoidales; junto a estos seres unicelulares aparecen abundantes ba-
cilos medianos muy degenerados. Todos los microorganismos observados
son Grampositivos.

pH determinado con electrodo de vidrio: 5.00.

Crecimiento en los medios de cultivo.

M. 1: Positivo a las cuarenta y ocho horas. Cocos aislados, en pare-
jas y tetradas, casi en cultivo puro, con algin pequefio bacilo

, en vias de degeneracion.

M. 4: Positivo a las cuarenta y ocho horas. Sélo se presenta turbidez
en la parte inferior del tubo. Temperatura de incubacién, 37° C.
Bacilos medianos, aislados y en cortas cadenas, con los extre-
mos redondeados, presentando esporas elipsoidales o esféricas,

~ terminales o subterminales y escasos cocos por campo.

M. 8: Positivo a las veinticuatro horas. Abundantes cocos, en parejas
y tetradas, casi en cultivo puro, asi como algunos bacilos pe-
quefios, aislados y con tendencia a la autoesterilizacion. (Véase
las fotos 22 y 23.)

54



Control microbiolégico de conservas wvegetales 287

M. 11: Positivo a las veinticuatro horas. Cocos y escasos bacilos, cuyas
caracteristicas morfoldgicas coinciden con las que presentan los
gérmenes del medio -anterior.

M. 13: Positivo a las cuarenta y ocho horas. Sélo se aprecian cocos
aislados, en parejas y tetradas.

De interés sanitario.
M. 7: Negativo.
M. 15: Negativo.

Aislamientos.

Resiembras del M. 4 en Agar-Glucosa-Proteasa-Peptona-Ext.°. de le-
vadura (M. 10) y del M. 8 en Agar-Caldo glucosado (M. g), incuban-
dose estos medios a 55 y 37° C., respectivamente, durante cuarenta y
ocho horas.

Identificacion.
a) Microorganismo X.

Todos los caracteres diferenciales de este germen coinciden con los
descritos al tratar del microorganismo Y, en la experiencia “Confitura
de Ciruela”.

Resultado.—Con arreglo a los caracteres a que hacemos referencia,
identificamos a este microorganismo como Micrococcus pyogenes, var.
Aureus.

b) Microorganismo Y.

Los caracteres diferenciales que presenta este germen coinciden en
todo con los ya descritos al tratar del microorganismo X en la expe-
viencia “Confitura de albaricoque”.

Resultado.—Con arreglo a los caracteres a que hacemos referencia,
identificamos a este microorganismo como Bacillus coagulans (Bacillus
thermoacidurans).
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(GUISANTES AL NATURAL ALTERADOS.

Envase.

Material : Hoja de lata.

Incubacién: No se somete a esta operacion por estar abombado.
Examen exterior: Las tapas se encuentran ligeramente oxidadas.
Clasificacién: De abombamiento suave.

Examen interior: Normal.

Contenido.

Examen macroscépico. Se observa un color oscuro, tendiendo a negro,
y un abundantisimo desprendimiento de burbujas en el interior del con-
tenido. El olor es ptitrido y repugnante. Producto sélido.

Examen microscépico: Numerosos cocos aislados, en parejas y en
tetradas, asi como abundantes esporas ovales; bacilos pequefios y media-
nos, aislados y en cadenas cortas, con los extremos redondeados o hin-
chados los que presentan esporas en la zona subterminal, algunos de los
cuales se encuentran degenerados. Todos estos microorganismos obser-
vados son Grampositivos.

pH determinado con electrodo de vidrio: 7.15.

Crecimiento en los medios de cultivo.

M. 1: Positivo a las cuarenta y ocho horas. Cocos aislados, en pare-
jas y en tetradas, casi en cultivo puro, con algunas esporas
ovales.

M. 4: Positivo a las veinticuatro horas. Se observa un abundante des-
prendimiento de gas y fluidificacién total del Agar a las seten-
ta y dos horas. Temperatura de incubacién, 37° C. Numerosos
bacilos medianos y pequefios, aislados y en cortas cadenas con
los extremos redondeados, esporulados excéntricamente, hincha-
dos, asi como abundantes esporas y escasos cocos por campo.

M. 6: Positivo a las veinticuatro horas. El comportamiento y las ca-
racteristicas morfolégicas de los gérmenes que aparecen en
este medio coinciden en todo con los del medio anterior.
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M. 8: Positivo a las veinticuatro horas. Se observa un ligero entur-
biamiento mis acentuado en la parte superior del medio, asi
como un abundante desprendimiento de gas. Numerosos cocos
aislados, en parejas y tetradas, casi en cultivo puro, junto a
bacilos pequefios y medianos, aislados y en cadenas cortas, con
los extremos redondeados, y cuyas esporas subterminales y ova-
les se ponen de manifiesto con los métodos de Wirtz y Dorner.

M. 11: Positivo a las veinticuatro horas. Cocos y bacilos, cuyas caracte-
risticas morfoldgicas coinciden con las que presentan los gér-
menes del medio anterior.

M. 13: Positivo a las cuarenta y ocho horas. Cocos aislados, en parejas
y tetradas, casi en cultivo puro, con algiin bacilo pequefio y es-
porulado por campo.

De interés samitario.

M. 7: Crecimiento a las veinticuatro horas. Prueba biolégica: Ne-
gativa.
M. 15: Crecimiento negativo.

Aislamientos.

Resiembras del M. 6 en el mismo medio y del M. 8 en Agar-Caldo
giucosado (M. g), incubindose estos medios a 37° C. durante cuarenta
v ocho horas.

Identificacion.

a) Microorganismo X.

Colonias (en anaerobiosis) : Blanco-amarillentas, pequefias, algo trans-
parentes e irregulares.

Morfologia: Bacilos medianos, rectos, aislados, en parejas y cortas
cadenas, presentando todos los extremos redondeados. Sus exporas ova-
les, excéntricas o subterminales, deforman el cuerpo bacilar y se ponen
de manifiesto con los métodos clasicos de Wirtz y Dorner.

Tincién al Gram: Positivos.

Gota pendiente: Mobviles.

Agar inclinado (en anaerobiosis): Crecimiento grisiceo, opaco y es-
parcido.
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Caldo glucosado: Apreciable turbidez y formacién de gas. Olor pu-
trido. :

Patata: No hay crecimiento.

Comportamiento frente al oxigeno del aire: Anaerobios obligados.

Pruebas bioquimicas. — Gelatina: Fluidificacién y ennegrecimiento.

Agar-sangre: Hemolisis.

Leche tornasolada: Lenta coagulacién y reduccién del tornasol; tar-
dia peptonizacién con residuos oscuros y liquido ambarino.

Indol: Negativa.

Caldo nitratado de Sagen: Nitritos negativa.

Medios con carne: Enrojecimiento, ennegrecimiento, digestién y olor
repugnante, con desprendimiento de gas.

Acido y gas: A partir del galactosa, glucosa y maltosa.

No fermenta a la lactosa, manitol y sacarosa.

Resultado—Con arreglo a los caracteres expuestos, identificamos a
este microorganismo como Clostridium Sporogenes.

b) Microorganismo Y.

Todos los caracteres diferenciales seguidos en su identificacién coin-
ciden con los descritos al tratar del microorganismo X en la experiencia
~ anterior.
Resultado.—Con arreglo a los caracteres a que hacemos referencia,
identificamos a este microorganismo como Micrococcus pyogenes, var.
Aureus.

DISCUSION

De los resultados de nuestras experiencias se deducen interesantes
consideraciones sobre el estado microbiologico de las conservas vegeta-
les espafiolas.

En nuestra primera experiencia sobre ‘“Jugo de tomate” hemos ais-
.lado dos microorganismos, uno espurulado y otro no esporégeno, los
cuales se encuentran en abundancia en el producto examinado. El hecho
de haber obtenido cultivos positivos solo se puede explicar admitiendo
un estado de latencia, condicionado por un bajo o insuficiente proceso
de esterilizacién, pues si bien es cierto que el pH acido favorece el desa-
rrollo del Leuconostoc mesenteroides, bacteria acidtrica que contribuye
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a la alteracién de los zumos 4cidos, especialmente en los productos del
tomate, la presencia del Bacillus subtilis nos indica claramente el defi-
ciente tratamiento térmico a que fue sometida la conserva, ya que no
solo las esporas sino incluso los mismos bacilos sobreviven al proceso de
calentamiento.

Es indudable, a la vista de los resultadds, que el Leuconostoc mesen-
teroides facilita la acidificacién del producto ensayado, lo que explica
el valor del pH que hemos determinado con el electrodo de vidrio.

El origen de estos gérmenes radica sin duda alguna en los vegetales
con los que se elaboran los productos, pero ademas la presencia del Leu-
conostoc mesenteroides puede estar intimamente ligada al empleo del
azlicar en su preparacién, que es precisamente lo que suponemos que
ocurre en este caso.

El hecho de que las conservas presenten un aspecto normal se debe
a que la baja tension de oxigeno existente en el envase no permite el
desarrollo del Bacillus subtilis, no pudiendo decirse lo mismo del Leuco-
nostoc mesenteroides, el cual si bien acidifica no produce gas, que casi
siempre es el responsable de los abombamientos.

En la experiencia “Puré de tomate” aislamos el Micrococcus pyogenes
var. Aureus y el Bacillus coagulans. Estos microorganismos anaerobios
facultativos han sobrevivido al tratamiento térmico, lo que nos indica el
insuficiente y bajo proceso de esterilizacion a que fue sometida la con-
serva, puesto que no hay que olvidar que estos organismos son facilmente
destruidos por la accion del calor, incluyendo al Bacillus coagulans, que
no deja de ser el menos resistente de las bacterias termofilicas formadoras
de esporas. Ambos gérmenes contribuyen a la acidificacién del alimento
pero al no producir gas la lata no se abomba.

Nosotros no hemos registrado ningtin caso de intoxicacién alimenticia
causada por el Micrococcus pyogenes var. Aureus, a pesar de haber reali-
zado varios ensayos biologicos en este sentido en los que administramos
via per os cultivos puros e incluso el alimento mismo. Por tanto, de
acuerdo con Segalove, Davison y Dak (40), estimamos que en las conservas
dcidas como, por ejemplo, todas las derivadas del tomate, la enterotoxina
estafilocécica o bien se inactiva durante el tratamiento térmico o no se
produce en los alimentos de esta naturaleza, razén a la que atribuimos
el que no se nos hayan presentado casos tipicos de intoxicacidn por este
wicroorganismo. ‘
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La presencia del Bacillus coagulans, al que Bergey considera sindénimo
del Bacillus thermoacidurans de Berry y que se comporta como un orga-
ganismo acidéfilo y espurulado, con las caracteristicas generales del grupo
de ‘“acidez plana”, representa un peligro potencial de alteracién ya que
a determinadas temperaturas puede desarrollarse y originar deterioros
considerables en las conservas, habiendo obtenido los mejores resultados
de cultivo con aquellos medios en que el crecimiento se realizaba bajo
condiciones de anaerobiosis, lo que corrobora su comportamiento como
anerobio facultativo.

En la experiencia “Tomate al natural”, ademas de haber aislado el
Leuconostoc mesenteroides al que nos referimos anteriormente, nos en-
contramos con el Clostridium pasteurianwm, anaerobio sacarolitico como
puede comprobarse por los resultados de nuestras investigaciones y cuya
presencia se explica como un deficiente proceso de esterilizaciéon y lavado
de los tomates en la fabrica, ya que tanto las esporas como algunos ba-
cilos sobreviven al tratamiento calérico y proceden sin duda alguna del
suelo. ’

Hemos observado que cuando el Clostridium pasteurianum, como en
este caso, se desarrolla en medios que contienen agar, presenta capsulas
bien visibles, lo cual no ocurre si el crecimiento tiene lugar en otros me-
dios, comprobandose asimismo la existencia de inclusiones intracelulares
de glucégeno mediante la simple tincidén con iodo.

Al examinar las conservas de “Salsa de tomate” (Catsup), cuyo pro-
ducto nos ha dado, por cierto, el pH mas acido de los determinados en
este trabajo, nos hemos encontrado con el Bacillus cereus, aislado y ca-
racterizado como tal, segtin exponemos en la experiencia correspondiente.
La presencia de esta forma bacilar no solo nos indica un deficiente tra-
tamiento térmico sino también un insuficiente vacio en el interior de la
lata, ya que se trata de un organismo aerobio obligado, aunque hemos
podido comprobar que se comporta, a veces, como anaerobio facultativo.

Con los resultados podemos asegurar que el producto no fue este-
rilizado, sino que aprovechando la gran acidez del mismo se envasd di-
rectamente, o tal vez el recipiente seria sometido a la ebullicion antes
de proceder a su llenado.

Todas las consideraciones expuestas las podemos aplicar a las demas
conservas normales que hemos analizado, ya que los microorganismos
aislados de ellas coinciden con los anteriormente citados y, por tanto,
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las causas a que se debe su presencia pueden explicarse por las mismas
razones.

De los productos normales examinados los “‘Guisantes al natural” son
los que presentan el pH menos é4cido, lo que influye en su mas rapida
alteracion ante cualquier germen no muy exigente.

Las investigaciones microbiolégicas en las conservas alteradas apenas
si tienen valor, salvo desde el punto de vista del control industrial, ya
que por su aspecto, tanto externo como interno, suelen-ser rechazadas
por los consumidores, pero no deja de ser interesante comprobar cuales
son los microorganismos responsables del deterioro en estos productos
alterados; por ello hemos elegido cuatro conservas vegetales alteradas
del mismo tipo que las ya estudiadas, a las que sometimos a nuestra guia
de trabajo.

Como era de suponer, los microorganismos que identificamos en nues-
tras experiencias anteriores aparecen de nuevo, aunque siempre en mayor
ntimero, en los mismos productos alterados.

Si comparamos los diversos pH determinados con electrodo de vi-
drio, observaremos grandes variaciones, las cuales reflejan precisamente
el estado de alteracion de las conservas al desplazarse dicho pH hacia
la zona alcalina como consecuencia de su descomposicion. Asi, mientras
el “Tomate al natural” presenta un pH de 3.95, en el alterado es de
4.30; la “Confitura de ciruela” tiene un pH, de 3.40, mientras que en la
alterada es de 4.20; en la “Confitura de albaricoque” el pH es de 3.60,
pero en la alterada su valor llega a 5.00 y en los “Guisantes al natural”
el pH de 5.70 llega a alcanzar el valor de 7.15 en los alterados.

De las conservas alteradas hemos aislado dos nuevos microorganis-
mos: uno de ellos formado de gas, que identificamos como Lactobacillus
brevis, al que Bergey considera como probable sindénimo del Lactobaci-
Llus lycopersici de Mickle, aunque sdlo encontrado en esta clase de con-
servas de tomate al natural, y el otro eminentemente proteolitico, Clos-
iridium sporogenes, cuya sola presencia se pone de manifiesto por el
estado de putrefaccién y olor repugnante que presentan los guisantes al
natural estudiados.

La existencia de estos gérmenes en las conservas vegetales confirma
una vez mas la pésima elaboracion de estos productos, ya que, conside-
rando los resultados obtenidos, parece como si no se lavasen las materias
primas y encima no se esterilizasen los envases una vez llenos y cerrados.

N
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Es indudable que el origen de todos estos microorganismos radica
en el suelo, de donde pasan a los vegetales, pero al no estar las conser-
vas convenientemente elaboradas, estos organismos deteriorantes se en-
cuentran en condiciones, mds o menos favorables, para su desarrollo en
el interior de los productos alimenticios.

Por tanto, a la vista de los resultados obtenidos, queda patente que
son, aproximadamente, los mismos gérmenes los que originan alteracio-
nes cuando varian las condiciones del envase y contenido, todas ellas in-
timamente ligadas a perforaciones, fisuras, temperaturas, retenciéon de
aire, etc., etc. - ,

En muchas conservas normales hemos apreciado sobre los frotis di-
rectos del contenido numerosos cristales de conservadores, lo que puede
explicarnos también el porqué de su estado normal.

Nuestro trabajo, dada su limitacién, no pretende aplicar sus conclu-
siones a toda la industria nacional de este tipo de conservas, pero resulta
curioso el hecho de que ninguno de los productos estudiados presenta
pruebas de cultivo negativas, lo que indica, en el mejor de los casos, un
bajo e insuficiente proceso de esterilizacién.

Con arreglo a nuestros resultados, queda bien patente que hemos
encontrado bacterias termofilicas esporégenas de “acidez plana”; bac-
terias mesofilicas esporégenas anaerobias y aerobias o facultativas v
bacterias acidtiricas, las cuales, si bien se desarrollan bajo una reducida
tension de oxigeno, es bastante frecuente el encontrarlas en estos pro-
ductos alimenticios. ,

Es indudable que el pH de la mayor parte de las conservas exami-
nadas restringe el niimero y variedad de los microorganismos presentes
en ellas, pero en contra de lo que se podria suponer, la contaminacion
en estos productos de apariencia normal es considerablemente elevada,
lo que se traduce en un peligro potencial de alteracion para estas conser-
vas de origen vegetal.

Conviene aclarar que no hemos encontrado en nuestras experiencias
ninguna bacteria anaerobia termofilica de tipo sacarolitico o productor
de sulfhidrico, asi como tampoco levaduras y mohos a pesar del pH de
los productos estudiados, ni siquiera en aquellos envases que presentaban
perforaciones, fisuras o escapes, lo que se explica perfectamente si con-
sideramos la baja resistencia térmica de estos tltimos microorganismos.

Afortunadamente, tampoco nos hemos encontrado con ningtin orga-
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nismo causal de intoxicaciones alimenticias, ni en los ensayos bacterio-
logicos ni en las pruebas bioldgicas, pero el hecho de que se encuentren
otros gérmenes sapréfitos, en estado de latencia o desarrollo incipiente,
indica claramente la posibilidad de que los microorganismos patdgenos
puedan encontrarse igualmente en esta clase de conservas.

La falta de un control microbiolégico en las industrias de estos pro-
ductos conservados lleva consigo este estado de cosas, que conviene co-
rregir, lo antes posible, mediante una rigurosa vigilancia de materias
primas, aguas, instalaciones, utensilios, personal, etc., etc., sobre todo
si se pretende mantener una economia razonable en consonancia con un
mercado de prestigio.

CONCLUSIONES

1.2 Consideramos de gran utilidad para el control microbiolégico de las
conservas vegetales la guia de trabajo que proponemos en esta
Memoria.

22 En la conserva de jugo de tomate hemos aislado el Leuconostoc
mesenteroides (o Leuconostoc pléofructi de Savage y Hunwicke)
y el Bacillus subtilis.

32 De la conserva de puré de tomate aislamos el Micrococcus pyoge-

nes, var. Aureus, y el Bacillus coagulans (o Bacillus thermoaci-
durans de Berry).

4.2 En tomate al natural nos encontramos con el Leuconostoc mesen-
teroides y con el Clostridium pasteurianum.

52 En la salsa de tomate o “catsup” hemos identificado al Bacillus
cereus.

6.2 De la confitura de ciruela aislamos el Bacillus coagulans y el Mi-
crococcus pyogenes, var. Qureaus.

Ny

Hemos identificado al Bacillus subtilis en la conserva de ciruela al
natural. :

8. En la confitura de albaricoque nos encontramos con el Bacillus
coagulans.

92 En la conserva de guisantes al natural hemos aislado el Bacillus
cereus y el Leuconostoc mesenteroides.
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I0.

II.

12.

13.

14.

15.

16.

18.

19.

21.

En tomate natural alterado, ademas del Leuconostoc mesenteroides
hemos hallado el Lactobacillus brevis (o Lactobacillus lycopersici
de Mickle.

En la confitura de ciruela alterada identificamos al Leuconoste
mesenteroides y al Bacillus cereus.

Hemos identificado en la confitura de albaricoque alterada al Mi-.
crococcus pyogenmes, var. aureus, asi como al Bacillus coagulans.
En los guisantes al natural alterados nos encontramos con el Mi-
crococcus pyogenes, var. aureus, y con el Clostridium sporogenes.
En los medios azucarados, el Leuconostoc wmesenteroides se des-
arrolla mas activamente que en aquellos otros que no contienen
gliicidos, rodedndose ademds de una masa mucilaginosa muy ca-
racteristica.

Los medios Caldo glucosado-Jugo de tomate (M. 11) y Agar-Caldo
glucosado-Jugo de tomate (M. 12), son los mas favorables para el
aislamiento primario de los microorganismos aerobios existentes en
las conservas vegetales derivadas del tomate.

Entre los medios -de cultivo empleados para el aislamiento del
Bacillus coagulans, bacteria termofilica esporulada del grupo de
“acidez plana”, ha resultado ser el mas selectivo el constituido por
Agar-Glucosa-Proteasa-Peptona-Extracto de levadura (M. 10).
En las conservas 4cidas, de pH inferior a 4.5, la enterotoxina esta-
filococica o bien se inactiva durante el tratamiento térmico o no
se produce en los alimentos de esta naturaleza.

Los numerosos ensayos biolégicos realizados para poner de ma-
nifiesto la presencia de la toxina botulinica, han resultado negati-
vos en este tipo de conservas. '
Todas las investigaciones encaminadas a descubrir la existencia del
grupo Coli-Salmonella han sido negativas, lo que descarta la po-
sibilidad de que las contaminaciones tengan un origen hidrico en
estos productos analizados.

El Clostridium pasteurianum, cuando se desarrolla en medios con
agar, presenta capsulas perfectamente visibles, lo cual no ocurre si el
crecimiento tiene lugar en otros medios desprovistos de este com-
ponente.

Si bien el Bacillus cereus es un germen aerobio obligado, en las
conservas vegetales, a veces se comporta como anaerobio facultativo.
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22, La alteracién de las conservas vegetales se refleja perfectamente
en el desplazamiento del pH hacia la zona alcalina, sobre todo si
se le compara con el producto normal.

23. En las conservas examinadas no hemos encontrado bacterias anae-
robias termofilicas de tipo sacarolitico o productor de sulfhidrico,
asi como tampoco levaduras o mohos.

24. El estado en que se encuentran las conservas examinadas es con-
secuencia de la deficiente elaboracién y del bajo e insuficiente pro-
ceso de esterilizacién a que se someten los productos envasados.

25. El origen de los microorganismos aislados radica principalmente en
el suelo, lo que indica un insuficiente lavado y tratamiento térmico
de las materias primas. '

26. Se hace imprescindible un eficiente control microbioldgico de las
materias primas, aguas, instalaciones, utensilios, aparatos, tempera-
turas, tiempos de esterilizacién, vacio practicado en el interior de
los envases, personal, etc., etc., en aquellas industrias dedicadas a la
fabricacion de conservas vegetales.

RESUMEN

Después de hacer un estudio sobre los principales microorganismos
responsables de las alteraciones en las conservas vegetales, y de aquellos
otros que pueden originar intoxicaciones alimenticias, se propone una
Guia de trabajo para el Laboratorio con el fin de controlar microbiold-
gicamente el estado de estos alimentos conservados, proposicién que se
estima muy conveniente ante los resultados obtenidos en este trabajo.

Con la aplicacién de los principios establecidos se llega a interesantes
conclusiones para el control microbiolégico de las conservas vegetales.

Se acompafia un anexo, relativo a la composiciéon y preparacion de
los medios de cultivo recomendados en la marcha analitica y fotogra-
fias confirmativas de los resultados a que se hace referencia.
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SUMMARY .

After carrying out the study of the principal microorganisms res-
ponsible for the alterations in vegetable conserves and of those which
can produce alimentary intoxications, we propose a Guide of laboratory
work so as to control biologically the state of conserved food, a propo-
sition we consider very convenient in view of te results obtained in
this work. ,

With the application of the principles establisbed we arrive to inte-
resting results in the microbiological control of vegetable conserves.

We add one anexe related to the composition and preparation of
culture mediums recommended for the analytical process, and photo-
graphs confirming the results referred to.
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ANEXO
MEepI0OS DE CULTIVO.
I) Para conservas de pH superior a 4.5

Bacterias de acidez plana.

M. 1: Glucosa - Triptona.

Glucosa... ... cov ver it s cen e 10 gr.
Triptona. ... ... civ v cn v e 10 gr.
Agua destilada... ... ... ... ... ... ... ... 1.000 ml

Ajustar el pH a 6.8-7.4 y esterilizar a 121° C. durante veinte minutos.

M. 2: Caldo glucosado-Pirpura de bromocresol.

Extracto de carne... ... ... ... ... ... ... 3 gr.
Peptona... ... ... ... oo oo e il L 5 gr.
Glucosa... ... cov cev ot et e el 10 gr.
‘Parpura de bromocresol (02 %) ...... 10 ml.
Agua destilada. ... ... ... ... ... ... ... I1.000 ml

Ajustar el pH a 6.8-7.4 y esterilizar a 121° C. durante veinte minutos.

Preparacion del indicador Parpura de bromocresol al 0,2 %:

En un matraz aforado de 100 ml. colocar 0,2 gr. de PBC y afiadir
20 ml. de alcohol etilico de 95°. Agitar para disolver y adicionar hidré-
xido sédico diluido, gota a gota, hasta color persistente de purpura.
Finalmente enrasar con agua destilada hasta los 100 ml.

M. 3: Agar-Glucosa-Triptona-PBC.

Agar. ... ... oo veh vet ver eed e e oI5 gT
Glucosa... ... cov civ cin e e e 10 gr.
Triptona. ... ... oo ov ver ven e e e 10 gr.
Parpura de bromocresol (0,2 %) 20 ml.
Agua destilada... ... ... ... ... ... ... ... I1.000 ml

Ajustar el pH a 6.8-7.4 y esterilizar a 121° C. durante veinte minutos.
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Bacterias anaerobias sacaroliticas.

M. 4: Maiz-Higado.

Higado de vaca molido ... ... ... ... ... 20 gr.
Corn steep... ...’ oo v vee vee e e 50 gr.
Agua destilada... ... ... ... ... ... ... ... 1.000 ml.

Calentar los ingredientes durante una hora. Ajustar el pH a 7.0-7,2 y
calentar de nuevo diez minutos mas el medio. Completar los 1.000 ml. con
agua destilada y enfriar. Esterilizar durante dos horas a 121° C.

El higado de vaca se prepara a partir de higado fresco, el cual se
deseca a 55-60° C. y pulveriza finalmente en un molinillo.

Bacterias anaerobias productoras de SHo.

M. 5: Agar-Sulfito-Triptona.

Agar... ... .o 20 gr.
Triptona. ... ... ... oo e e e een ol 10 gr.
Sulfito sédico... ... ... .. oo 1 gf.
Cloruro férrico. ... ... .. oo v e o 1 gf.
Agua destilada... ... ... ... ... ... ... ... 1.000 ml.

En este medio no es necesario ajustar el pH, debiéndose esterilizar
a4 121° C. durante veinte minutos.
El cloruro férrico se adiciona al medio para incrementar el color

negro que producen en ¢él los microorganismos anaerobios productores
de SHz.

Bacterias anaerobias esporigenas.

M. 6: Caldo-Higado.

Calentar a ebullicién 500 gr. de higado de vaca picado, en 1.000 ml. de
agua destilada, durante una hora. Ajustar el pH a 7.0-7.2 y hervir de
nuevo durante diez minutos. Exprimir por un pafio poco tupido y com-
pletar a 1.000 ml. con agua destilada. A continuaciéon afiadir 10 gr. de
peptona y 1 gr. de fosfato dipotdsico. Ajustar de nuevo el pH a 7.0-7,2.

Este medio se puede envasar directamente o bien colocar en cada
tubo unos 3 6 5 gr. de particulas de higado, las cuales se cubren con el

«
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caldo hasta una profundidad de 3 centimetros. Esterilizar a 121° C. du-
rante veinte minutos.
M. 7: Caldo-Higado en tubos Holl (para investigacién de la to-
xina del CL botulinum,).

Quinientos gramos de higado picado se hierven en 1.000 ml. de agua
destilada durante una hora. Ajustar la mezcla a pH 7.0 y hervir nueva-
mente unos diez minutos. Filtrar y reponer el volumen primitivo. Afia-
dir 10 gramos de fosfato dipotasico y ajustar de nuevo el pH a 7.0, en
el caso de que no lo estuviere. Cuando el medio va a ser repartido, se
coloca en el fondo del tubo 0.5 6 1 gr. de polvo de higado estéril y se
afiaden encima unos 10 6 12 ml. de caldo, previamente esterilizado
a 115°C. durante veinte minutos. Si se desea medio sélido, agregar un

3 % de agar.

Bacterias aerobias esporbgenas o facultativas.
M. 8: Caldo glucosado.

Extracto de carne... ... ... ... ... . .l 3 gr.
Peptona... ... ... ... .o o 5 gr.
Glucosa... ... oo vev cer ien e e e 10 gr.
Agua destilada... ... ... ... ... ... ... ... I1.000 ml

Ajustar el pH a 7.2-7.4. Envasar en tubos con campanas Durham
y esterilizar a 121° C. durante veinte minutos.

M. ¢: Agar-Caldo glucosado.

Medio idéntico al anterior, pero al que se le adicionan 15 gr. de agar.

IT) Para conservas de pH inferior a 4.5.

Bacterias espordgenas de acidez plana.

M. r1o0: Agar-Glucosa-Proteasa-Peptona-Ext.° levadura.

Glucosa... ... .. ver cin i ven e 5 gr.
Proteasa-Peptona ... ... ... ... ... .o . 5 gr.
Extracto de levadura... ... ... ... ... ... 5 gr.
Fosfato dipotasico. ... ... ... ... ... ... 4 gr.
Agua destilada... ... ... ... ... ... ... ... 500 ml
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Se disuelven los ingredientes en el agua destilada y se ajusta el
pH a 5.0 con acido clorhidrico diluido.

En otro matraz se disuelven 20 gr. de agar en 500 ml. de agua
destilada, esterilizindose entonces ambas soluciones a 121° C. durante
treinta minutos.

Ambos medios se envasan aparte, a razén de 5 ml. de medio por tubo.
Cuando el medio estd preparado y dispuesto para ser usado, se mez-
cla el agar fundido con los nutrientes esterilizados a 45° 6 55°C.

Bacterias acidiricas no esporégenas.

M. 11: Caldo glucosado-Jugo de tomate.

Caldo glucosado nutritivo. ... ... ... ... 1.000 ml
Jugo de tomate Difco... ... ... ... ... ... I1.000 ml

Este medio, debido a su acidez, puede esterilizarse a vapor durante
treinta minutos.

M. 12: Agar-Caldo glucosado-Jugo de tomate.

El medio se prepara como el anterior, pero se le adiciona un 3 % de
agar, esterilizando a vapor durante una hora.

Levaduras vy mohos.

M. 13: Extracto de malta.

Extracto de malta ... ... ... ... ... ... 100 gr.
Agua destilada... ... ... ... ... ... ... ... I.000 ml

Disolver a vapor el extracto de malta en polvo. Ajustar el pH a 4.7
con 4cido clorhidrico diluido y enfriar a 50° C. Afiadir lentamente
100 ml. de una ssupension al 5 % de Bentonita y mezclar vigorosamen-
te. Mantener la mezcla a 50-75° C. durante treinta minutos y filtrar por
papel hasta claridad.

Calentar a 121° C. durante diez minutos y filtrar de nuevo para eli-
minar cualquier precipitado. Esterilizar a 121°C. durante quince mi-
nutos y enfriar después el medio, rapidamente, al chorro del grifo.

M. 14: Agar-Extracto de malta.
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Este medio se prepara como el anterior, pero se le afiade un 2 % de

agar.
Investigacion del grupo Coli-Salmonella.

M. 15: Caldo lacto-biliado con rojo neutro.

Extracto de carme... ... ... ... oo .. ... 3 gr.
Peptona. ... ... ... oo e Ll 10 gr.
Lactosa. ... ... ... oo oo e o L 5 gr.
Bilis seca... ... ... .. I gr.
Sol. de rojo neutro a] 5 % 2 ml
Agua destilada... ... ... ... ver ve. 1,000 ml.

Ajustar el pH a 76 y ester1hzar a vapor durante veinte minutos.

M. 16: Agar-lactosado y tornasolado.

Extracto de carne... ... ... ... ... ... 3 gr.
Peptona ... ... ... ool 10 gr.
LactOSa... vov ver ver et eee eee e e e 10 gr.
Agar ... ... ... 20 gr.
Tintura de tornasol c. s,

Agua destilada... ... ... ... . vev v.. 1.000 ml.

Ajustar el pH a 7.2 y esterlhzar a vapor durante veinte minutos.

Agar simple para estratificar tubos de higado.

Agar. ... oo e 15 gr.
Peptona... ... ... ... oo 5 gr.
Extracto de carne... ... ... ... ... ... 3 gr.
Agua destilada ... ... ... ... ... ... ... I1.000 ml

Ajustar el pH a 7.2-7.4 y esterilizar a 121° C. durante veinte minutos.
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ESTACION DE VITICULTURA Y ENOLOGIA DE JEREZ DE LA FRONTERA

COMUNICACION PREVIA SOBRE LA CLASIFICA-
CION Y ESTUDIO ENOLOGICO DE LAS LEVADU-
RAS ENCONTRADAS EN LOS VINOS DE JEREZ

POR
Jusn ZAJARA JIMENEZ

Para el estudio de las levaduras de la zona de Jerez hemos recurri-
do a la recogida de muestras procedentes de uvas frescas o después de
cuarenta y ocho horas de soleo, mostos, vinos jovenes y afiejos; velos,
lias e incluso maderas de botas que habian contenido vinos durante mu-
cho tiempo, y de cuyos poros obtuvimos las muestras necesarias para el
aislamiento correspondiente, recurriendo a estos diversos origenes como
unica forma verdadera de dar con la genuina representacién de la va-
riada flora responsable, en sus diversas etapas, de la consecucion del vino
de Jerez.

La clasificacién fué efectuada en el Instituto “Jaime Ferran”, de Mi-
crobiologia, del Consejo Superior de Investigaciones Cientificas, bajo la di-
reccién del llorado Prof. Dr. D. Arnaldo Socias Amords y la colaboracién
del Dr. D. Carlos Ramirez, efectuando la parte enoldgica en Jerez de
la Frontera, en la Estacién de Viticultura y Enologia, a las 6rdenes del
Ingeniero Agrénomo D. Gonzalo Fernindez de Bobadilla, sin el con-
curso de los cuales, unido a la colaboracién espontinea de las Bodegas
jerezanas, que me suministraron la materia prima necesaria, no hubiera
sido posible el presente trabajo.

Para la clasificacién hemos aislado y clasificado 100 levaduras, si-
guiendo la escuela de Delft,, de las cuales 81 pertenecen a la familia
Endomycetdcea v 19 a las Cryptococcaceae.

De las 81 primeras, 71 pertenecen al género Saccharomyces, y las
10 restantes, al género Hansénula.
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De las 19 Cryptococcaceae, 18 pertenecen al género Cdndide y una
al género Kloeckera.

Entre los Saccharomyces hemos encontrado 11 especies distintas, en
dos de las cuales hallamos sendas variedades jerezanas, y en una solo
la variedad local, resefiadas por primera vez, de acuerdo con sus nuevas
caracteristicas. ‘ ' o /

Entre las Hansénula hay dos especies diferentes, en una de las cua-
les hemos dado con una variedad jerezana.

De las Cdndida, se resefian en el trabajo original, pues éste es sélo
un resumen previo, cuatro especies, y del género Kloeckera, sélo un
cjemplar.

La lista de las especies encontradas, en cuanto a su ntimero y colo-
cadas en orden decreciente, respecto a la proporcién en que se encuen-
tran, es la siguiente:

Tor 100

Saccharomyces cervevisige ... ... ... ... ... .o oo .. 23

Saccharomyces rosei... ... ... ... ... oo oo i o oo .. 16

Saccharomyces chevalieri.

Cdndida krusei ... e

Cdndida pulchérrima... ... ... ... ...

Ul Ny 0 \O

Saccharomyces rouxii, var. jerezana
Hansénula andémala. ..

o

Saccharomyces pastorianus...
Saccharomyces exiguus ...
Hansénula subpelliculosa
Saccharomyces fructuum
Saccharomyces rouxii ...
Saccharomyces fermentati ...
Cindida catenulate ... ... ... ... .

S T N T N R S e e

se ses eee

Saccharomyces pastorianus, var. jerezana.
Saccharomyces italicus, var. jerezana ... ... ...
Saccharomyces lactis.

Saccharomyces mellis... ... ... ... .. oo eer er e
Hansénula subpelliculosa, var. jerezama...

Cdndida zeylanoides ...
Kloeckera apiculata ...

[ I T R R I

I00
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Entre las propiedades enoldgicas, resefiamos aqui las mds.importantes,
tales como el grado alcohdlico hallado, el rendimiento, las materias reduc-
toras no aprovechadas y la cantidad de aziicar necesaria para la produc-
cién de un grado de alcohol, por cada cepa.

Para la determinacién del grado alcohélico, utilizamos matraces de
unos 300 ¢. ¢. de capacidad, donde se hace fermentar la levadura que
se ensaya, sobre 200 ¢. c. de mosto estéril de 12° Be (212 grs. de aztcar
por litro) y lo dejamos a temperatura ambiente, en locales similares a
los empleados para bodegas, donde la temperatura oscila entre 15 y 22°,
esperando para analizar el producto obtenido un mes exacto, fecha en -
que estan terminadas, en las condiciones experimentales con las que tra-
bajamos, las fermentaciones basicas, desechando las secundarias o lentas,
que se completan con la accion del tiempo.

Empleamos un mes exacto para el estudio de las 100 levaduras, a
fin de someterlas, por igual, al mismo tiempo de fermentacion, pues lo
que deseamos es, mas que el valor absoluto que pueda representar la
cifra de alcohol obtenida, el estudio comparativo entre las distintas cepas,
con objeto de hacer la seleccion mas adecuada, después de terminado el
estudio.

El método empleado es el de destilacién, oficial para efectos de ex-
portacién. Nosotros no podemos pasar de 12,47° pues la concentracién
en aztcar del mosto empleado, no nos permite pasar de ese rendimiento,
obteniéndose en las bodegas cifras superiores, en primer lugar, como
consecuencia de las fermentaciones lentas y secundarias de que habla-
mos mas arriba, y segundo, por la evaporacion que la accion del tiempo
orovoca en las vasijas, que hacen, como consecuencia de ello, enrique-
cerse en alcohol; asi como los fendmenos provocados en las paredes de
las botas, cuyos poros retienen el agua y no el alcohol (madera de roble),
particularidad que, al igual que la de la evaporacién, ayuda a enriquecer
el vino joven, en grados alcohdlicos.

La evaporacién de las botas jerezanas se calcula en un 5 % anual,
favoreciéndola el bodeguero al montar su industria en los sitios mas
aireados posibles de su localidad.
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La distribucién del grado alcohélico obtenida es la siguiente:

Producen entre 11° y 12° el 20 % de las cepas estudiadas.
— 10° y 11°% el 33 % — —
— ®y10%el 8% — —
- 7y 9% el 7 % - -
Producen menos de 7°, el 32 % — —

I00

Consideramos a las levaduras que han producido alcohol, entre los
once y doce grados, a los treinta dias de fermentacién, como excelen-
tes, desde este punto de vista de la produccién.

Buenas, a las comprendidas entre diez y once grados; aceptables, a
las comprendidas entre nueve y diez grados, si es que conservan aziicar
y, por tanto, posibilidades para proseguir la transformacién y mejorar.
El resto son de produccién baja y, por tanto, no seleccionables.

Las rechazables como no alcoholigenas, pueden ser tan necesarias
como las demdas en el concierto de las levaduras que intervienen en Jla
fermentacion alcohdlica, dindose el caso de encontrarnos con levaduras
de baja produccién alcoholica en botas de excelentes vinos, dedicadas
incluso a soleras, de donde deducimos que cumplen una misién especial,
que hoy achacamos al aroma u otras cualidades, ain no sometidas a
control.

Con el rendimiento queremos expresar el trabajo efectuado por la
levadura, durante la fermentacion, referente a la cantidad de azficar
consumida y los grados de alcohol producidos a cambio, siendo las leva-
duras tanto mas selectivas cuanto con un minimo de aziicar metabolizada,
produzca un maximo de alcohol.

Para obtener este dato partimos de la base de que por cada 17 gra-
mos de azficar se obtiene un grado de alcohol, cuando la fermentacién
se ha llevado a cabo con toda normalidad y plenamente, obteniéndose
en ese caso un rendimiento del 100 %.

Como nuestras fermentaciones quedan limitadas a un mes, nunca lle-
gamos, por muy buenas que sean, al cien por cien de rendimiento, ya que
renunciamos a las fermentaciones secundarias y a la accién del tiempo.

4
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La distribuciéon del rendimiento fué la siguiente:

Por 100

Rendimiento superior al go % ... ... ... c e 12
— comprendido entre el 8o y el g0 %... ... 41

—_— — 70y el 80 %... ... 9

— — so0y el 70 %... ... 9

— — 30y el 50%... ... 7

— menor del 30 % ... ... . eei e e . 22

100

Anotamos como muy buenas, las que rinden méis del go % ; buenas,
las comprendidas entre 8 y go; con posibilidades de mejorar, aunque
remotamente, a las que se encuentran entre el 70 y el 8o, y de bajo ren-
dimiento, el resto. Para enfocar bien este punto, hemos de tener en
cuenta la cantidad de azticar que quedé sin transformar y que constituye
reserva alin aprovechable; esto siempre que el azticar no utilizada esté
por debajo de los 10 gramos por litro, pues en los casos en que la cifra
sea superior, la experiencia nos dice que dificilmente transformari esos
restos. '

La distribuciéon de las materias reductoras no aprovchadas fueron:

Por 100

Dejaron entre o0y 2 gramos de azicar sin fermentar, el 45

— 2y 5 — — — el 24
— 5y 10 — — — el o
— 10y 30 — — — el 2
- oy 50 — - — el 5
— 50y Lo — — — el 8
— 8 y 100 — — — el 3
J— 100 y 150 — — ) — el 10
— I50y 200 — — — el 3

100

Es el grado alcohdlico, alto o bajo, segtin las cepas, una de las barre-
ras con que las levaduras se encuentran en su metabolismo, dada su
mayor o menor resistencia al medio alcohélico que la rodea.

Como ejemplo, diremos que el Saccharomyces cerevisiae, conserva

5
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toda su vitalidad en altas dosis de etanol, mientras que la. Kloeckera
apiculata es dificil de encontrar después de unos dias de fermentacion,
rendida ante el grado alcohélico formado en esos dias y que general-
mente estad por debajo de 4° V

Esta altima especie, por mucha azticar que tenga disponible para pro-
seguir su camino, no la utilizara, perdida como tiene su capacidad, como
consecuencia de un medio ambiente que para ella es hostil.

Dato muy interesante es el saber la cantidad de aziicar que necesita
una levadura para producir un grado de alcohol.

A este respecto, la relacion encontrada por nosotros es la siguiente:

Por 100

Necesitan de 15 a 17 grados de aztcar para producir
un grado de alcohol el ... ... ... ... ... oLl 3
De 17 a 18 gramos... ... ... .o vov tl een e e il 3
De 18a 20 — ... . 38
De 20a 25 — i e e e 27
De 25 a 50 — i it i e e e e e 14
De 50a 70 — 7
De 70 a 100 — o}
De 100 2 150 — 5
De 150 a 200 — 1
Mas de 200 — 2
100

Consideramos como muy econdmicas, a las que consumen entre 17
v 18 gramos de azticar; buenas, las comprendidas entre 18 y 20 gra-
mos; regulares, las que gastan menos de 25 gramos, si tienen posibili-
dades de mejorar, y poco rentables, las que necesitan de 25 gramos en
adelante.

Las que necesitan menos de 17 gramos para obtener un grado de
alcohol serian extraordinarias, si no fuera por que se trata de una mo-
dalidad de levaduras de poca vida productiva y, por tanto, de bajo nivel
de produccion.

Por todo lo anteriormente expuesto, somos partidarios del trabajo
en equipo, en donde mis que las caracteristicas particulares de cada
cepa, se estudien los resultados de un grupo determinado, de acuerdo

6
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con los datos encontrados, y en donde sus cualidades sean comple-
mentarias.

A continuacién, damos una relacion sintetizada de las levaduras cla-
sificadas, incluido, con la especie a que pertenecen, el grado alcohdlico
formado a los treinta dias de fermentacién; la materia reductora que
dejaron sin fermentar; el rendimiento, y la cantidad de azicar que ne-
cesitaron para formar un grado de alcohol en ese tiempo.

Nimero Bspecie Grados Gramos Por 100 Gramos
1. S. cerevisiae... ... ... 11,60 1,32 93,01 18716
2. 8. chevalieri.. ... ... 10,20 1,5 81,79 20,63
3. S.rosei... ... ... ... 1060 1,45 8500 19,86
4. S. chevalieri... ... ... 10,61 1,45 8508 19,82
5. S. cereviswae.. ... ... 11,40 1,49 9141 18,46
6. S. pastorianus ... ... 9,80 1,45 70,56 21,48
7. H. subpelliculosa ... 3,40 108,57 27,27 3042
8. S. cerevisige.. ... ... 10,22 1,47 81,05 20,59
9. S. cerevisiae.. ... ... 10,00 1,62 80,19 21,03
10. C. krusei.. ... ... ... 0,10 132,41 0,80 795,90
11. S. chevalieri.. ... ... 11,60 1,42 93,02 1815
12. S. cerevisie... ... ... 11,20 1,38 89,81 1880
13. S. cerevisiae... ... ... 10,60 1,60 8300 19,84
14. S. rosei... ... ... ... 560 83,47 44,89 22,95
15. S. chevalieri.. ... ... 10,60 1,46 8500 19,86
16. S. cerevisiae.. ... ... 11,40 1,48 01,41 1846
17. H. subpelliculosa. ... 3,00 100,66 24,05 35,II
18, S. exiguus ... ... ... 11,20 2,46 89,81 18770
19. S. pastorianus ... ... 11,80 1,67 94,46 17,82
20. C. pulchérrima... ... 3,40 109,71 27,26 30,08
21. S. cerevisiae... ... ... 10,80 1,43 86,60 1947
22. C. krusei.. ... ... ... 0,90 61,03 7,21 166,84
23. S. exiguus. ... ... ... 12,00 2,29 96,23 17,47
24. S. cerevisige... ... ... 11,40 I,51 9I,4I 18,46
25. C. krusei.. ... ... ... 0,37 3,87 2,80 594,65
26. S. exiguus. ... ... ... 11,20 1,03 8900 1875
27. C. krusei.. ... ... ... 0,90 105,20 7,21 118,55
28. S. chevaliers... ... ... 10,80 1,82 86,60 1945

B
#



320 Juan Zdjara Jiménez
Nimero Especie Grados Gramos Por 100 Gramos
29. S. cerevisiae... ... ... 10,80 2,27 86,60 1941
30. C. pulchérrima... ... 4,60 7760 - 36,88 29,21
31. S. fructuwm.. ... ... 1080 2,23 86,60 1941
32. S. cerevisige.. ... ... 10,80 1,43 86,60 19,47
33. S. chevalieri... ... ... 1081 2,29 87,24 19,40
34. S. rouxi, var. ... ... 9,00 1,47 72,17 22,28
35. H. subpellic... ... ... 3,40 34,90 27,26 52,08
36. S. cerevisige. ... ... 11,20 2,42 89,81 1871
37. S. fructuwm.. ... ... 10,80 1,89 86,60 18,05
38. S. cerevisige... ... ... 1060 1,90 8500 1981
39. H. anomala... ... ... 1,60 101,00 1283 69,37
40. S. chevalieri.. ... ... 10,40 2,31 83,40 20,16
41. H. anomala... ... ... 1,40 44,13 11,22 119,00
42. S. cerevisige.. ... ... 11,60 2,14 03,02 18,08
43. S. rouxii, var. ... . 10,20 1,68 81,79 20,65
44. S. rosei... ... ... 10,20 1,87 81,79 20,60
45. H. subpelliculosa. ... 0,80 170,66 66,41 51,67
46. S. rosei... ... ... ... 10,00 2,00 80,19 21,00
47. S. exiguus ... ... ... 6,60 1,72 52,92 31,86
48. C. pulchérrima ... ... 3,40 76,80 27,26 39,70
49. S. cerevisiae... ... ... 10,40 2,00 83,39 20,19
so. S. rosei... ... ... ... 1060 3,20 8,00 1816
51, S. rouxu, var.... ... IL60 2,08 03,58 18,09
52. S. italicus, var.... ... 8,80 1,05 70,56 23,49
53. S. roset.. ... ... ... 9,80 1,00 7858 21,52
54. S. fermentati. ... ... 6,84 2,21 54,85 30,67
55. C. krusei.. ... ... ... 3,20 192,00 25,65 6,25
56. S. rouxi... ... ... ... 9,56 1,68 76,06 22,08
57. S, lactis... ... ... ... 11,20 1,72 89,81 1876
58. S. rosei... ... ... ... 6,12 2,12 49,07 34,29
59. S. cerevisige.. ... ... 10,20 1,72 81,79 20,01
60. H. anomala... ... ... 6,40 60,47 51,31 23,67
61. S. rosei... ... .. .. 10,20 2,15 81,79 20,57
62. S. mellis... ... ... ... 0,40 170,66 3,20 105,85
63. S. rosei ... ... ... ... 8,00 45,44 64,15 20,82
64. S. cerevisiae.. ... ... 10,20 1,72 81,79 20,81
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Nimero Especie Grados Gramos Por 100 Gramos
65. S. rouvii, var. ... ... 1I,20 1,60 8981 1878
66. S. cerevisiae.. ... ... 11,60 1,54 93,02 18,14
67. S. rosei ... ... ... ... 9,00 1,86 72,17 22,23
68. C. pulchérrima... .. 6,00 2,05 48,11 33,49
69. S. rosei ... ... ...... 10,40 2,10 83,40 20,18
7o. H. anomala ... ... .. 2,60 30,72 2085 69,72
71. S, roset ... ... ... ... 860 45,17 6896 19,39
72. C. pulchérrima... .. 7,20 2,10 57,73 29,16
73. S. rosei... ... ... ... 820 57,31 6575 1886
74. S, rosei ... ... ... .. 7,80 80,00 62,55 16,092
75.  C. pulchérrima... .. 4,60 79,19 36,08 28,87
76. S. cerevisige. ... ... 10,80 1,69 86,60 19,46
77. S. pastorianus ... .. 9,60 2,12 76,97 21,85
78. C. pulchérrima... .. 4,20 82,58 33,68 3081
79. C. catenulata.. ... ... 1,40 12880 11,22 59,42
8o. H. anowmala... ... .. 3,40 75,29 27,26 40,20
81. S. chevalieri... ... ... 11,60 1,06 93,02 1818
82. C. zeylanoides ... .. 0,I0 200,00 0,80 120,00
83. S. chevalieri.. ... ... 11,60 1,04 93,02 18,18
84. S. cerevisige... ... ... 10,80 1,48 86,60 19,57
8s. C. krusei.. ... ... ... 3,40 23,10 27,26 55,55
86. S. pastorianus ... .. 11,00 1,60 8821 19,12
8. H. subpelliculosa. ... 1,00 76,80 801 135,20
88. S. cerevisige.. ... ... 10,20 1,52 81,79 20,62
89. C. krusei.. ... 4,20 25,34 33,68 44,44
go. S. cerevisiae.. ... ... 9,60 1,61 76,08 21,91
or. S. rouri........... 10,80 1,86 86,60 19,44
92. C. krusei... ... ... ... 10,80 2,03 86,60 1943
03. S. fermentati. .. 10,20 1,56 81,79 20,63
94. C. catenulata.. ... ... 2,20 101,05 17,64 5043
05. S. pastorianus ... .. 11,20 2,12 89,81 1873
g6. K. apiculata... ... .. 0,40 187,31 3,20 7,30
97. S. rouxii, var. ... ... 11,00 2,23 88,21 18,88
08. S. cerevisiae.. ... ... 10,20 1,87 81,79 20,00
099. S. rosei ... . 860 . 1,70 6896 24,45
100. S. rosei ... . 9,80 2,18 78,58 2141
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SUMMARY

A previous work on the taxonomy and enological study of the yeasts
founded in Jerez wines is presented.



«REVISTA LATINOAMERICANA
DE MICROBIOLOGIA»

Con este titulo acaba de llegar a nuestras manos una nueva revista
dedicada a las investigaciones microbioldgicas. Sélo por tal motivo su
aparicién constituye un grato acontecimiento para los microbitlogos de
todo el mundo, pero més atin debemos celebrarlo los espafioles, por cuan-
to la nueva revista ha nacido en Méjico, demostrando una vez mas la
pujanza del nicleo de investigadores de aquel pais hermano, dedicados
a esta clase de trabajos. ’

Se dejaba sentir, ciertamente, la falta de una revista que recogiese la
ya abundante produccién que, tanto en el campo de la Microbiologia
general como en el de sus ramas especializadas (Veterinaria, Agricola, In-
dustrial, etc.), y muy singularmente en el de la Microbiologia médica
(Virologia, Micologia, Bacteriologia y Protozoologia), se hallaba dis-
persa en miltiples y un tanto heterogéneas publicaciones de los paises
hispanoamericanos y aun de otros varios. Llenar este vacio es uno de
los propésitos de los editores —quizd el mas inmediato—, pero también
el de continuar la brillante tradicién heredada de los trabajadores que,
como Finlay, en Cuba; Cruz, en Brasil; Mazza, en Argentina; Izquieta
Pérez, en Ecuador; Ochoterena, en Méjico, y tantos mas, abrieron las
rutas de la investigaciéon en este campo de la Microbiologia, marcando
los hitos indispensables al desarrollo de las organizaciones sanitarias y,
por tanto, al mejoramiento de la salud ptiblica en aquel hemisferio.

Estamos seguros de que tan importantes objetivos seran alcanzados
bajo la direccién del Dr. Bojalil y el nutrido grupo de sus colaborado-
res inmediatos, entre los que figuran algunos de los mas destacados mi-
crobidlogos de Hispanoamérica. El sumario de su primer ntimero (al-
gunos de cuyos trabajos serin objeto de referencias en ésta y otras re-
vistas espafiolas afines, por su especial interés) es ya garantia suficiente



del éxito que espera a la nueva revista. En prueba de ello, transcribimos
a continuacién dicho sumario:

Estudios sobre flora vaginal.—II. Relaciones bioquimicas e inmunolg-
gicas entre el bacilo de Déderlein y otros Lactobacilli—Edmundo
Azcdrate S. y Adolfo Pérez-Miravete.

Accién de algunos antibidticos sobre Haemobartonella muris.—Luis
Isita.

Bacilos acido-resistentes de crecimiento rapido.— I. Caracteres morfo-
légicos y de cultivo—L. F. Bojalil y Fernando Bastarrechea.

Galato de etilo, un antagonista del 4cido shikimico en la mutante de
Escherichia coli 83-1.—G. Carvajal.

Algunas caracteristicas de la biosintesis inducida de histidasa en Se-
rratia marcescens—Emilieno Cabrera-Judrez.

Demostragio de capsula em leveduras do genero Rhodotorula, pelo mé-
todo de Moeller.—Cecilia Mattos Ulson.

Valor de una intradermo-reaccién y una reaccién de precipitacién en
el diagndstico de la fasciolosis humana.—Francisco Biagi F., Jorge
Tay y Jaime Portilla.

Estudios helmintologicos de la Region. oncocercosa de México y de la
Reptiblica de Guatemala. Nematoda, 11.2 parte. Filarioidea—V. Ha-
llazgo de un nédulo oncocercoso en un mono arafia, Ateles geoffrovi-
vellerosus Gray, del Estado de Chiapas.—Eduardo Caballero y C. y
Alfredo Barrera.

La influencia de la resiembra en la prueba de la licuacién de la gelatina,
por Staphylococcus aureus—E. R. Pzﬁjol y A. Pérez-Miravete.

Preparacion de autovacunas libres de proteinas.—Salomdn Calderén M.

En cuanto a la presentacion tipografica y demas aspectos de orden
editorial, bastara decir que hace honor a las prensas mejicanas, que, como
es bien sabido, se hallan a la altura de las mejores del mundo.

MicroBiorogia Espafora se felicita de la aparicién de esta revista
-hermana y hace votos por su prosperidad futura.—L. N.



RENOVACION DE DIRECTIVA

En la sesion celebrada por la Sociedad de Microbidlogos Espafioles
el dia 27 del pasado mes de junio, se efectud el escrutinio de los votos
recibidos para la renovacién parcial reglamentaria de la Junta Directiva.

En consecuencia, la Junta ha quedado constituida de la manera
.o v
siguiente:

Presidente: . Gerardo Clavero del Campo.

D
Secretario:  D. Lorenzo Vilas Lopez.
Tesorero: D. Miguel Benlloch Martinez.
Bibliotecario: D. Ricardo Salaya Leén.
Vocales: D. Genaro Alas Cores.
D. Gabriel Colomo de la Villa.
D. Eduérdo Gallardo Martinez.
. José Garcia Bengoa.
. Emilio Luengo Arroyo.

D
D
D. Juan Manuel Martinez-Arroyo Niflez.
D. Florencio Moreno de Vega y Soler.
D

. Miguel Rubio Huertos.
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