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C.S.IC
INSTITUTO «JAIME FERRAN», DE MICROBIOLOGIA
SECCION DE SANTIAGO DE COMPOSTELA

ESTUDIOS SOBRE PRODUCCION DE ACIDO
CITRICO POR FERMENTACION

V. Influencia de algunos factores en medio de fermentacidn
de melazas y tratamiento de éstas en fermentacidn superficial

POR
A. PUENTE y B. REGUEIRO

INTRODUCCION

En trabajos anteriores sobre la produccion de acido citrico por fer-
mentacion, Malo y Regueiro (12-15) trabajaban sobre un medio de fermen-
tacion sintético, compuesto de: azficar, sales inorganicas e iones metalicos.
Afirmaban entonces que en los procesos de tipo industrial se empleatan
medios mas complejos, del tipo de subproductos agricolas o industriales,
por su mayor economia. Por esta razén, en la produccion de 4cido citrico
se sustituye el uso de sacarosa por melazas de azticar (remolacha o cafia),
que al conterier una gran cantidad de impurezas a las que el Aspergillus
niger es muy susceptible, crea una nueva serie de problemas, que es pre-
ciso resolver para lograr un buen rendimiento.

Las melazas de azicar son el residuo siruposo que permanece después
de separar el azdcar, durante la fabricacion de sacarosa. Aunque existen
muchas variedades de melazas, puede decirse que, en general, todas con-
tienen un 45-50 por ciento de azticar. Por las diferencias que existen entre
las melazas, su fermentacion debe permitir cierta flexibilidad.

Datos analiticos de melazas de remolacha y cafia son dados por Steel,
v cols. (27) y Gerhardt (6). En nuestro pais, Diaz (5), da como
promedio en varias fabricas y durante los afios 1932-1945 (melazas de
remolacha), un 46,8-49,4 por ciento de azficar y 1,39-1;95 por ciento de
nitroégeno total. Alonso y cols. (1), para el bienio 1953-1954, dan las cifras
que se recogen en el cuadro I.

Microbiol. Espaii., 14 (1961), 209. 1
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Cuadro 1

| Remolacha Cafia

| Porcentaje Porcentaje
Sacarosa 44,20-50,00 43,40
Aziicar invertido 0,14- 0,65 3,36
Nitrdogeno total . 1,32- 2,00 0,90
Nitrégeno aminico 0,05- 0,17 0,12
pH 5,50~ 8,40 5,80

Puede observarse en los analisis del cuadro anterior, que las melazas
de remolacha contienen suficiente nitrégeno para compensar las necesi-
dades del hongo; en cambio, a las melazas de cafia hay que afiadir nitrato
amonico por la misma razoén.

En relacion con el suministro de fosforo, se recomienda el afiadir hasta
un nivel de 0,3 g de fosfato/1 | de medio, aunque también conviene re-
cordar que los resultados de algunos autores (9, 17, 20, 23, 27) no estan
muy de acuerdo en cuanto a la influencia de la adicién de fésforo al me-
dio de fermentacion.

Tratamiento de las melazas

Como hemos dicho anteriormente, las melazas contienen muchas impu-
rezas en cantidades variables, que interfieren, en general, con la produc-
- cién de acido citrico; por ejemplo, la adicién de cenizas de melazas a un
medio de fermentacién sintético disminuye la cantidad de 4cido citrico
producido. Por esta razon, conviene reducir el contenido en metales de
las melazas, aunque el ideal seria el utilizar razas de hongos no sensibles
a los metales. ;

De todos los tratamientos utilizados en fermentacion industrial de
acido citrico, el mas empleado es el de la adicién de ferrocianuro potasico
al medio de fermentacion. Para esta adicién, se dan diversas técnicas (2,
7, 12, 10, 22, 27); la de Steel y cols. (27) es la que observamos da mejores
resultados y es la que fundamentalmente empleamos en el presente trabajo.

Numerosos autores han estudiado el efecto del ferrocianuro en las me-
Jazas de azticar. Lewis y Johar (11) afirman que el rendimiento en 4cido
citrico es inversamente proporcional al contenido en hierro de las melazas.
El trabajo mis completo sobre esta cuestion es el de Martin (16), que

[ae
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afirma que el ferrocianuro separa metales toxicos aunque é] puede ser di-
rectamente toxico para el hongo por producir cianuro o por reaccionar con
los componentes celulares del hongo. Ramakrishnan y cols. (24) afirman
que el efecto del ferrocianuro puede ser el de inhibir la isocitricodeshidro-
genasa del hongo.

Se han probado otros métodos de separar impurezas de melazas, como
las resinas de intercambio idnico, con las cuales, Perlman y cols. (22) re-
ducen las cenizas de 1,68 a 0,24 por ciento; a su vez, Perlman y cols. (21)
aumentan el rendimiento en acido citrico del 20 al 65 por ciento, y Wood-
ward y cols. (28) llegan a rendimientos del 75 por ciento. Kavats y Le-
wicka (10), utilizan carbon activo, y Shiga (26) emplea un método de co-
precipitacion con acido fosférico e hidrdxido calcico.

Las melazas de cafia contienen mayor ntmero de impurezas y, por
lo tanto, necesitan tratamiento mas intensivo, como hacen Bromstein (4)
y Karow y Waksman (8), probando diversas técnicas, como: dialisis,
filtracion por tierra de infusorios, carbon animal, bauxita, resinas, etc.

Nosotros, en el presente trabajo, hemos probado la accién de las
complexonas en varias experiencias, con resultados bastante prometedores.

METODOS

Las técnicas o métodos. generales son los descritos por Malo y Reguei-
ro (12), utilizando la raza de Aspergillus niger 72-4 Wiss., mutante, obte-
nida por nosotros. En el presente trabajo se utilizan nuevos medios de
esporulacion con melazas en vez de aztcar, y férmulas:

Porcentaje Porcentaje
Melazas de cafia 4,000  Melazas de remolacha IT 2,947
Fosfato monopotasico 0,100  Fosfato monopotasico 0,050
Sulfato magnésico 0,025  Agar 2,000
Nitrato amoénico 0,250 4
Agar 2,000

En los dos medios, pH 5,0 (con acido clorhidrico). Los medios de fer-
mentacion se dan en las diversas experiencias. Se estudia la esterilizacion y
se demuestra la conveniencia de hacerla a vapor fluente durante cuarenta
y cinco minutos.
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La determinacién de metales pesados en las melazas se hace por mé-
todos complexométricos dados por Rey y cols. (25), a quienes agradecemos
su colaboracién. En todas las experiencias se emplean melazas, cuyo ané-
lisis da los resultados expuestos en el cuadro 2, entendiéndose que per-
tenecen a melazas facilitadas por las azucareras: “Santa Elvira”, de la
Sociedad Industriai Castellana; **Veguellina”, de la Sociedad General
Azucarera, y “Larios”, de Malaga, a las que expresamos nuestro agra-

decimiento.

Cuadro 2

| I Remolacha | II Remolacha | TII Cafia

| Porcentaje Porcentaje | Porcentaje
Glucosa 0,58 0,33 2,87
Sacarosa 50,02 46,67 43,38
Azficar total 50,60 47,50 50,25
Nitrégeno total 1,26 1,80 0,71
Metales pesado (ADCT) 1,81 1,80 4,04
Metales pesados (AEGT) 1,30 1,59 2,06

Estos altimos resultados se expresan en plomo.

Las determinaciones de pH, aziicar y acido citrico se hacen por mé-
todos dados en el primer trabajo. En las fermentaciones en superficie, el
04-96 por ciento de acidez en melazas de remolacha se debe al citrico y
en melazas de cafia, el 89-g2 por ciento; el resto de acidez se debe al 4cido
oxalicc, que se determina por el método de Bergerman y Elliot (2).

RESULTADOS

A) Factores relacionados con el medio de fermentacion

En todas las experiencias realizadas se comparan resultados de medios
preparados con melazas de remolacha y con melazas de cafia. Los factores
estudiados y los resultados obtenidos fueron los siguientes.

r) Concentracion dptima de melazas.

El primer punto a estudiar en la produccién de acido citrico por fer-
mentacién de melazas serd el de ver la concentracién 6ptima de éstas a
afiadir al medio. Se prepara medio, diluyendo melazas a diferentes con-
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centraciones hasta 2o por ciento de aztcar, a pH 5,0, y se inoculan des-
pués de esterilizar, con 1 ml de suspension de esporas de un cultivo de
siete dias en medio de esporulacion, e incuban a 28 °C durante diez dias.

Al aumentar la concentracion de melazas, hay un aumento ligero de
pH, pero el consumo de azficar sigue siendo similar. En general, se pro-
duce mas micelio en melazas de remolacha que de cafia. El crecimiento v
la esporulacién bajan a medida que aumenta la cantidad de melazas.

En cuanto a la conversién de aziicar en acido citrico, es 6ptima a una
concentracién de aztcar del 10 por ciento en las dos melazas, aun cuando
la produccion de acido citrico es mayor en las melazas de remolacha (30,4
por ciento) que en las de cafia (10,3 por ciento).

Las diferencias morfoldgicas, segtin e] tipo de melazas y la cantidad de
las mismas, es como se ve en el cuadro 3.

Cuadro 3
Dias|Porcentaje Melazas de remolacha Porcentaje} Melazas de cafia
3 6 Micelio consistente, esporula-
ci6n pardo oscura
10 Micelio muy rugoso, consisten- 10 Micelio tenue, pardo os-
te, empieza a esporular curo, abundantes ca-
bezas esporigenas
15 Micelio parcial tenue 15 Micelio con zonas blan-
' cas y pardas, con ca-
bezas esporigenas
18 No hay crecimiento 25 Colonias aisladas, con
cabezas  esporigenas
. blancas
6 18 Micelio blanco, tenue, desarro- 10 Aumenta la consistencia
llo en zonas
15 Micelio completo, blanco
pardo
20 No hay crecimiento 25 No completo, cabezas
esporigenas pardas
10 18 Micelio consistente, esporulado, Lo mismo que los anteriores

pardo oscuro

20 No hay crecimiento
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2) Influencia del pH en wmelazas.

Los medios contienen melazas a una concentracién de azticar del 12
por ciento (remolacha) y del 10 por ciento (cafia). Se estudia la influencia
del pH, entre 3-7, alcanzandose el éptimo de produccion de acido citrico a
pH 5,0 en medio de melazas de remolacha (35,6 por ciento), y a pH 7,0 en
medio de melazas de cafia (24,5 por ciento).

3) Influencia de la concentracién de nitrégeno

Como puede observarse en las anteriores experiencias, los rendimientos
en acido citrico en medios de melazas de cafia, son mas bajos que en
melazas de remolacha. Esto puede ser debido a un menor contenido en

05 4

T ™7 T T Y T

02 04 06 08 1,00 12 14: 16 1,8 20 9
Nitrdgeno

A = Azicar, porcentaje. A, = Acido citrico, porcentaje.
M = Micelio, gramos -
Figura 1
A, X (3. Ay X 10

(*) En cada caso, la cifra exacta se obtiene multiplicando la de la escala por
el ntimero que va detrds de este signo.

6



Produccién de dcido citrico por fermentacion. IV 215

nitrégeno y por esta razon interesa saber la influencia de este elemento en
la producciéon de acido citrico.

Se prepara medio de fermentacién con melazas de cafia (10 por ciento
de aziicar) y se afiaden diferentes concentraciones de nitrato aménico.
Observamos que a medida que aumenta la cantidad de nitrégenc, se retrasa
la esporulacién y el crecimiento.

Los resultados de la figura 1 demuestran que a medida que aumenta
la cantidad de nitrégeno, aumenta el consumo de azticar y la produccidon
de acido citrico, ésta hasta un 6ptimo de 29,5 por ciento, con un 0,9 por
ciento de nitrégeno.

En pruebas adicionales, no se observan diferencias en medios prepara-
dos con agua destilada o agua corriente.

4) Influencia de la concentracion de fésforo

Se estudia la influencia de la adicion de fésforo en un medio de me-
lazas de remolacha. Los resultados se expresan en la figura 2. Cuanto

X/X\IK M

Ag

A
L] A\l T * T Ll T N
0,005 0,010 0,015 0,020 0,025 0,030 %
Fosfato

Figura 2

Ao X 10
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mas fosfato, mayor consumo de aziicar y aumento de micelio, pero al
mismo tiempo baja la produccién de acido citrico.

También la adicion de fésforo produce diferencias morfolégicas. El
medio sin fosfato, da un micelio blanco, ligeramente rugoso, no esporulado :
con 0,005-0,015 por ciento de fosfato, el micelio es blanco amarillento,
slgo mas consistente y no esporulado; con 0,020-0,030 por ciento, el mi-
celio es amarillo, rugoso y no esporulado. A los cuatro dias, esporulan to-
dos los matraces, pero con color tanto mas claro, cuanto méas fosfato.

'5) Influencia de la adicién de sacarosa

Se preparan medios con diferentes concentraciones de melazas de
remolacha y se completa el 10 por ciento de aziicar con sacarosa. Los re-
sultados se expresan en la figura 3. Se observa la disminucién del mice-

Al T Al A T

2 4 6 - 8 10 %
Sacaresa
Figura 3

A, X 4. Ay X 20

lio y del acido citrico, asi como la baja del consumo de aziicar. Asimismo,

kay disminucion de crecimiento y esporulacion. <
En una experiencia complementaria, se mezclan diferentes concentra-

ciones de melazas de remolacha y de cafia, todas a un total de 10 por



Cuadro 4

Melazas de remolacha Melazas de cafia
Nimero Cenizas Micelio | 36 oves | oetrer Conver- | Micell(; Qe oz | Ged ci “on”
Porcentaje P ramos | S0 | trico/100 Porcen- P | Gramos | CHI00 | icort0 Porcen-
! medio | medio taje medio | medio taje
1 Testigo, sin cenizasw 3,0 1,001 2,00 4,676 46,7 2,4 0,788 3,05 3,001 30,0
2 Solubles 0,157 2,9 0,955 2,85 4,676 46,7 2,5 0,842 3,70 3,001 30,0
:g 3 Solubles 0,134 2,8 1,066 2,85 4,518 45,2 2,5 0,041 3,50 3,249 32,5
3 .
é 4 Totales 0,160 2,9 1,022 3,15 4,280 42,8 2,6 0856 ° 3,70 3,001 30,0
5 Totales 0,320 ' 3,0 1,233 2,05 3,063 39,6 2,7 1,012 3,20 2,774 '27,7
6 Solubles 0,149 2,9 1,097 ’ 2,30 4,518 45,2 2,5 0,050 3,50 3,001 30,9
o 7 Solubles 0,298 2,0 1,197 2,50 4,360 43,6 2,5 1,107 3,30 3,249 ° 32,5
i=1 '
8 8 Totales 0,160 3,0 1,379 2,85 3,804 38,0 2,6 0,008 3,20 2,852 28,5
9 Totales 0,320 3,2 1,221 3,60 3,408 34,1 2,0 1,032 2,70 1,425 14,2

A uorvpuomaf 40d 0314919 0PIID 2P UO1IINPOLT
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ciento de aziicar. Hay poca variacidon en caracteres morfoldgicos; en cam-
bio, cuanta mayor concentracién de melazas de remolacha, mis aumenta
la cantidad de acido citrico, llegando a una cantidad del §5,7 por ciento,
con g partes de melazas de remolacha y una de melazas de cafia.

6) Influencias de las cewizas de melazas

Las cenizas de melazas se obtienen por incineracién a 1.000 °C, pro-
bandose las cenizas solubles y las totales en medios con melazas de remo-
lacha y cafia. Los resultados se expresan en el cuadro 4.

Observamos que las acciones de las cenizas de melazas de remolacha o
de cafla, son parecidas. Las cenizas solubles ejercen poca influencia cuan-
titativa en el consumo de azicar, produccién de micelio y de acido
citrico. Por otra parte, las cenizas totales hacen bajar el é4cido citrico
proporcionalmente; esta disminucion es mayor en el caso de las melazas
de cafia. ' ‘

En cuanto a las diferencias morfoldgicas, a los seis dias-de fermenta-
cién, se notan los caracteres siguientes : o

a). Melazas de remolacha con cenizas solubles o totales de remolacha
dan unvmic‘:elio"pa.rcialrnente esporulado, pardo grisaceo.

b) Melazas de remolacha con cenizas solubles de cafia producen un
micelio totalmente esporulado, pardo grisiceo. Con cenizas totales de cafia
dan micelio consistente, ligeramente rugoso y parcialmente esporulado.

¢) Melazas de cafia con cenizas solubles y totales de cafia y remola-
cha (0,160 por ciento), dan micelio totalmente esporulado, pardo oscuro.

d) Melazas de cafia con cenizas solubles y totales de cafia y remola-
cha (0,320 por ciento), dan micelio consistente, ligeramente rugoso y to-
talmente esporulado, pardo grisaceo.

B) Tratamiento de melazas por ferrocianuro

Se estudian varios factores en relacién con la adicion de ferrocianuro
a los medios con melazas de remolacha y cafia. Los resultados obtenidos
en cada caso se dan en los apartados siguientes.

1) Adicidn antes de la esterilizacién del medio

Se preparan los medios con melazas de remolacha y cafia (a un 10 por
ciento de aztcar). Al dltimo se adiciona un 0,9 por ciento de nitrégeno (en
forma de nitrato amonico). Se afiaden diferentes cantidades de ferrocianu-

10
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1o potésico y se esterilizan los matraces a vapor fluente durante cuarenta
v cinco minutos.

En los medios con melazas de remolacha, el consumo de azficar, el
micelio y la produccién de 4cido citrico disminuyen a medida que auren-
ta la cantidad de ferrocianuro adicionado ; la esporulacién apenas se afecta.

En los medios con melazas de cafia, el consumo de azicar varia poco;
la cantidad de -micelio baja proporcibnalmente a la cantidad de ferrocianu-
ro afladido y la produccién de acido citrico sube a 28,3 por ciento
cuando se afiade un 0,02 por ciento de ferrocianuro. El crecimiento dis-
minuye a medida que aumenta la proporcién de ferrocianuro.

Los caracteres morfologicos también varian segfin la proporcién de
ferrocianuro, pues al aumentar ésta, el micelio se hace menos consistente,
y poco esporulado y blanco en melazas de remolacha, y esporulado pardo a
blanco no esporulado en las melazas de cafia.

2) Adicion después de la esterilizacion del medio

Se hace como las experiencias anteriores, pero e] ferrocianuro se afia-
de después de esterilizar los medios a vapor fluente durante cuarenta

By

31
A
g A
2- ‘ ¢
. 23
14 ,‘/ \
K
5 X\x‘k ™M
Y T T T T T L o,
0,01 0,02 0,03 0,04 0,05 0,06 007 %

Ferrocianuro
Figura 4
A, X 2. A, %20
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y cinco minutos. Si esta adicidn se hace una vez completamente frio el
medio, no se observan variaciones apreciables en la produccién de fcido
citrico, aunque si un aumento en el consumo de azdcar; el crecimiento
es mas lento a medida que aumenta el ferrocianuro.

Cuando el ferrocianuro se afiade estando el medio atin caliente, los
resultados son los que se expresan en las figuras 4-5, para melazas de
remolacha y cafia, respectivamente.

002 004 006 008 010 o012 014 0% 018 020 %
ferrocianuro
Figura 5
A, X 13 . M, X 1/30

En el primer caso, existe un 6ptimo de produccion de acido citrico
(55,6 por ciento); cuando se afiade un 0,03 por ciento de ferrocianuro, a
su vez, también hay uma mayor produccién de micelio y de consumo de
aztcar. En el caso de medio con melazas de cafia, disminuye la produccion
de acido citrico, micelio y consumo de azticar, proporcionalmente a la can-
tidad de ferrocianuro afiadida.

En cuanto a la influencia sobre los caracteres morfoldgicos, a los
diez dias de fermentacion, en los medios de melazas de remolacha, con

12
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0,02 por ciento de ferrocianuro, el micelio es blanco sucio, rugoso, no es-
porulado; a medida que aumenta la cantidad de ferrocianuro, el micelio se
hace algo mds consistente y se pigmenta en gris. En los medios con mela-
zas de cafia, se produce esporulacion pardo oscura que se hace mis tenue
y con menos esporulaciéon a medida que aumenta la cantidad de ferrocia-

.

nuro.

3) Influencia de tiempo/temperatura de esterilizacion

N

Se hace como en experiencias anteriores, con 0,03 por ciento de ferro-
cianuro. Se prueban diferentes temperaturas y tiempos de esterilizacion,
observandose que las variaciones son ligeras en todos los casos de tempera-
turas de 100°-200 °C y durante cuarenta y cinco-noventa minutos. De todos
modos, se encuentra que la mejor esterilizacién en relacién con la produc-
cién de acido citrico es la de vapor fluente (100 °C) durante cuarenta y
cinco minutos. Los caracteres morfolégicos son también parecidos en todos

los casos.

20 30 40 50 60 1.0 80 pH
Figura 6
Ay, X 10. M, X 14
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4) Influencia del pH en medios tratados

Se preparan las experiencias como en el caso anterior, en medios de me-
lazas de remolacha. La adicién de un 0,03 por ciento de ferrocianuro se
realiza antes y después de la esterilizacion y los resultados en ambos casos
se expresan en las figuras 6-7.

2,0 30 40 50 5,0 7,0 8,0 pH
Figura 7
AX2.A,X20

En general, se observa que el 6ptimo de produccién se logra a un
pH 7,0, habiendo diferencias entre realizar la esterilizacion antes (76,4 por
ciento) o después (63,1 por ciento) de la adicion del ferrocianuro. A pH 3,0
no se forma ya micelio.

5) Influencia del fosfato en wmedios tratados

Se preparan las experiencias como en el caso anterior, en medio de
remolacha, al que se afiaden diferentes cantidades de fosfato. Los resul-

14
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¥

tados se expresan en la figura 8. En general, el fosfato tiende a aumentar
la cantidad de micelio y a aumentar el consumo de azticar. El éptimo ‘e
4cido citrico se produce con un 0,01 por ciento de fosfato. Los caracteres
morfolégicos también sufren alguna variacién: el micelio se hace mas

o,fn o.'uz 0.53 %
Fosfato

Figura 8
A X 10. M, X 12

rugoso, totalmente esporulado, y aparece un pigmento verdoso al aumentar
la cantidad de fosfato.

Al repetir estas pruebas en medios con melazas de cafia, los resultados
son muy similares, tendiendo a favorecerse la produccién de acido citrico
v dando menos micelio.

6) Influencia del hierro en wmedios tratados

Se estudia la influencia del hierro en medios con melazas de remolacha
~y cafia, tratados con 0,03 por ciento de ferrocianuro. Afiadimos cantida-
des de 0-10.000 y/100 ml de medio, sin notar apenas influencia en la
{ermentacion.
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7) Influencia del tratamiento después de la inoculacién

Sé preparan medios como en casos anteriores, se esterilizan e inocu-
lan con 2 ml de suspensién de esporas. A continuacién y a tiempos diie-
rentes, se afiade un 0,03 por ciento de ferrocianuro y se estudian los re-
sultados que se expresan en la figura 9.

._—___x_____,__)(
R L U
” 24 36 48 60 72 h
Figura ¢
Ag, X 10

De ella se deduce la conveniencia de la adicion entre las treinta y seis-
sesenta horas después de la inoculacidon. En cuanto a los caracteres mor-
folégicos, a los dos dias se forma un micelio blanco, tenue, no esporulado,
en todos los matraces, y a los diez dias, el micelio €s blanco, sucio, no espo-
rulado (adicién entre eero-veinticuatro- heras) a esperulade en pardo ce-
' niza (adicion entre treinta y seis-setenta y dos horas).

C) Tratamiento de melazas por complexonas

Sabiendo que las complexonas complejan metales y evitan su accion,
era natural que probaramos su actividad en la produccion de 4cido citrico

16
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por fermentacién de melazas de remolacha y de cafia. Estudiamos las com-
plexonas IV (ADCT) v V (AEGT).

1) Tratamiento con complexona IV

Se emplean los métodos generales de las experiencias anteriores. Antes
de ajustar el medio a pH 5,0, se trata el mismo con solucion alcalina de
complexona IV. En general, para la complejacion total, se necesita el
doble para melazas de cafia que de remolacha. Los resultados de diferen-

e — S | |

0,3 0,4 0,5 05 %
ADCT (glcms)
Figura 10

T T
01 0,2

A, X 20 . Ag, X 100

tes cantidades de complexona, se expresan en las figuras 10-11, para me-
lazas de remolacha y cafia, respectivamente.

En el caso del medio preparado con melazas de remolacha, se observa
una disminucién progresiva de la cantidad de micelio y consumo de azii-
car; la produccién de 4cido citrico tiene un éptimo (68,3 por ciento), a un
nivel de 0,16-0,15 por ciento de complexona IV. Con relacién a los carac-
teres morfoldgicos, el crecimiento disminuye al aumentar la complexona y

17
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el micelio se hace cada vez mas escaso, blanco, sumergido en parte y con
escasa o ninguna esporulacion.

En el caso del medio preparado con melazas de cafia, se observan re-
sultados similares, pero el rendimiento 6ptimo sélo alcanza un 43,4 por
clento de acido citrico. Con relacion a los caracteres morfolégicos, ccn
1,2-0,8 por ciento de complexona, el micelio es esaso y sumergido; con

Ac

———— M

Vi T T UL T T T T A T T ¥ )
o1 02 03 04 05 06-07 08 09 1,0 11 1,2 %
) . ADCT (a/cm?)
Figura 11

A, X 20. Ag X 100

2,6 por ciento es blanco, rugoso, poco consistente y sin esporular; con
0,4 por ciento es blanco, con manchas de color ocre, esporulacion parcial,

pardo clara; y con 0,2 por ciento es rugoso, con bordes, totalmente espo-
rulado en pardo.

'

2) Tratamiento con complexona V.

Los métodos son como en el caso anterior. Para la complejacion total
de melazas de remolacha se necesita un 0,69435 por ciento de complexo-
na V, y 1,2360 por ciento para el caso de melazas de cafia.

18
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Los resultados obtenidos aqui demuestran poca influencia, pues las
variaciones son muy ligeras en relacién con las diversas cantidades de
complexona afiadida. Sin embargo, con 0,17-0,34 por ciento de complexona,
en medio de melazas de remolacha, se produce un 56,6 por ciento de 4cido
citrico y 37,5 por ciento en el caso de las melazas de cafia. No se encuen-
_ tran variaciones en otros caracteres.

DISCUSION

La produccién de 4cido citrico por fermentacion tiene una gran impor-
tancia comercial, por cuya razon son numerosos los estudios realizados
para mejorarla o para comprenderla mejor, pues el gran niimero de facto-
res que intervienen hace dificil su regulacion y reproducibilidad, aparte
de que las patentes guardan muchos estudios en el secreto.

Trabajos anteriores realizados por Malo y Regueiro (12-15), se concre-
taban a medios sintéticos, pero estos medios, en escala industrial, son por
el momento, antiecondmicos. Por esto hay que recurrir a otras materias
primas, que en este caso son las melazas de azticar (remolacha y cafia).
Esto introduce nuevos factores que hay que estudiar en cada caso. Aqui
nos concretamos a alguno de estos factores y, sobre todo, al tratamiento de .
las melazas para mejorar su fermentacion.

En primer lugar, estudiamos algunos’ factores relacionados con el me-
dio de fermentacion superficial. Estudiando la concentracién éptima de
melaza a afiadir al medio, se encuentra que a un 10 por ciento de aztcar se
obtienen fos mejores resultados. Dichos resultados, en todos los casos son
mas elevados que en el caso de medios sintéticos, lo cual significa que la
raza que nosotros utilizamos estd méas adaptada a los medios de melazas.
Si se aumenta mucho la cantidad de melazas, se paraliza el crecimiento y
la esporulacién del hongo.

Un factor que puede tener influencia es el del pH inicial del medio de
fermentacion. En melazas de remolacha, se encuentra la produccion 6pti-
ma de 4cido citrico a pH 5,0, mientras que en las melazas de cafia, el
optimo esta a pH 7,0. '

En los trabajos anteriores se observan diferencias de resultados entre
ias melazas, seglin sean de remolacha o de cafia. Observando los anilisis
se notan diferencias enel contenido en nitrégeno total, del que hay menos
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en las melazas de cafla. Se estudia esta cuestion, observandose que se
produce méaxima cantidad de 4cido citrico, cuando se afiade al medio de
inelazas de cafia un 0,9 por ciento de nitrégeno.

- Algunos autores afirman que la adicién de fosfato favorece la produc-
cién de acido citrico, aunque por otro lado, otros opindn lo contrario.
Suponemos que esto depende, sobre todo, de la raza de hongo empleada. .
Nosotros encontramos que la adicién de melazas de remolacha al medio es
perjudicial.

Para ver la accion especifica del azticar de las melazas, se sustituye
parte de éstas por sacarosa, viéndose una disminucién en los rendimientos 2
medida que aumenta la sustitucion. Quizd se deba esto a ir bajando e!
nitrégeno u otros elementos contenidos en las melazas. Lo mismo ocurre
si la sustitucion es por melazas de cafia, en lo que estd de acuerdo con
los resultados de Perlman y cols. (22). -

Una parte de intetés en el presente trabajo es la que estudia la in-
fluencia de las cenizas de melazas (cualitativa o cuantitativa). En general,
en la fermentacion superficial no se observa influenocia notable por adicién
de cenizas solubles; pero con cenizas totales se disminuye la produccién
de 4cido citrico, siendo esta disminucion mayor en el caso de que las
cenizas sean de melazas de cafia.

Tratamiento de melazas con ferrocianuro

Ya se dijo al comienzo del trabajo que este tratamiento era el mas
empleado en escala industrial. La adiciéon de ferrocianuro parece que dis-
minuye la cantidad de hierro.

Estudiamos diversas formas de adicién de ferrocianuro al medio, con
objeto de elegir la mas efectiva. Cuando se afiade antes de esterilizar el
medio, se observa que mejora el rendimiento en el caso de las melazas
de cafia (con 0,02 por ciento); en cambio, en las de remolacha hay dismi-
nucién en la produccién de 4cido citrico y micelio.

Cuando la adicién se hace después de esterilizar y todavia en caliente,
existe un 6ptimo de produccién (52,8 por ciento), cuando se afiade un’
0,03 por ciento de ferrocianuro en melazas de remolacha; en cambio, en
las de cafia disminuye la produccion. ‘

Algunos autores encuentran que la accién del ferrocianuro se favore-
ce si el medio es deficiente en fosfato; al estudiar este punto, vemos que
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al contrario, una adicion de 0,01 por ciento de fosfato, es 6ptima en un
medio de melazas de remolacha y, en cambio, causa efecto contrario en un
medio de melazas de cafia.

También algunos autores afirman que la accién principal del ferrocia-
nuro es la de disminuir el hierro, pero nosotros observamos que afiadido
éste hasta cantidades de 10 mg/100 ml de medio, no produce efecto en
la fermentacion.

Otra cuestién interesante es la de ver qué acciéon posee el ferrocianuro
afiadido a diferentes edades, como hace Martin (16). Observamos que
lo mas conveniente es la adicién entre las treinta y seis-sesenta horas des-
pués de la inoculacion.

Tratamiento de melazas con complexonas

Decidimos probar este tratamiento, en vista de la accidn que tienen
estas sustancias y de no existir bibliografia sobre este tema. Encontramos
que en el caso de la fermentacion superficial y con un medio de melazas
de remolacha, la adicion de complexona IV (ADCT), en cantidad de o,10-
0,15 por ciento, sube la produccién de acido citrico a un 65,5 por ciento; en
el caso de medios con melazas de cafia, el optimo de 39,8 por ciento se ob-
tiene con 0,19-0,29 por ciento; en ambos casos hay tendencia a disminuir
el crecimiento.

De la misma manera, la adicién de 0,17-0,34 por ciento de complexb—
ua V (AEGT), produce una maxima cantidad de é4cido citrico (54,3 por
ciento) en un medio de melazas de remolacha, y en cantidad de 0,20-0,30
por ciento en el caso de un medio de melazas de cafia (34,5 por ciento).
En este caso no hay variaciones en el crecimiento.

. RESUMEN

En la serie de trabajos sobre la produccién de acido citrico por fer-
mentacion, se inicia en éste el estudio de la fermentacién de melazas de
azticar por un mutante del Aspergillus niger 72-4 Wiss, obtenido por los
autores.

En este trabajo se estudia la influencia de algunos factores sobre
la fermentacion de melazas de remolacha y de cafia, en superficie.
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Observamos que la cantidad 6ptima de melazas es la de un 10 por ciento
de aziicar, y que en el caso de las melazas de cafia conviene afiadir un
0,9 por ciento de nitrogeno. El aumento de las cenizas de melazas parece,
ser la causa de la disminucién del rendimiento en acido citrico.

Para mejorar dicho rendimiento se afiade ferrocianuro potasico al
medio de melazas; conviene hacerlo después de esterilizar a vapor fluente
Jurante cuarenta y cinco minutos y en cantidad de 0,03 por ciento. Parece
conveniente afiadir al medio un 0,01 por ciento de fosfato.

Probamos mejorar el rendimiento por adicién de complexonas, en-
contrandose favorable la adicién de 0,10 -0,15 por ciento de complexo-
na IV (ADCT), que da un 68,3 por ciento de acido citrico en el medio de
melazas de remolacha v de 43,4 por ciento en el de melazas de cafia.

SUMMARY

The authors study the production of citric acid by fermentation of
molasses by a mutant of Aspergillus niger 72-4 Wiss specially several
factors to increase the production of citric acid and also factors in relation
with the treatment of molasses with ferrocyanide and complexones.
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LA PRODUCCION DE LA PUTREFACCION DE LA
ALETA CAUDAL EN LOS PECES POR LA ACCION
DE AEROMONAS PUNCTATA
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D. A. CONROY

INTRODUCCION

La condicién conocida como putrefaccion de la aleta caudal (“tail rot”)
es una enfermedad grave para los peces.- En esos animales produce
una putrefacciéon progresiva de la aleta caudal u otras aletas.

Aunque han sido realizados muchos estudios sobre el tratamiento de
dicha putrefaccion, el organismo que produce la enfermedad no es co-
1ocido con mucha certeza. Se sabe que la enfermedad se produce como
resultado de accién bacteriana y, ademds, que puede ser complicada por
ana infeccién micética secundaria.

Snieszko (3), citando el trabajo de Davis, dice que la importancia de
bacterias en la putrefaccion de la aleta caudal no ha sido completamente
establecida, aunque se han visto unas bacterias no determinadas en
los tejidos afectados, v que dichas bacterias han sido aisladas en al-

. gunos casos.

De truchas con putrefaccién de las aletas (*‘fin rot”), Snieszko ais-
16 Haemophilus piscium, Aeromonas liqguefaciens y otras especies no
bien determinadas.

Tgualmente, van Duijn (5) considera que la enfermedad es provo-
cada por bacterias, pero dice que todavia no se sabe cudles son las
especies causales. Haciendo referencia al trabajo de Rankin, el mismo

Microbiol. Espaii ;14 (1961), 233. 1
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autor dice que- organismos Gram-tiegativos y moviles han sido aislados
por la toma de cultivos de aletas enfermas.

Wolf (6) opina que la falta de alimentacién puede provocar los sin-
tomas de putrefaccién de las aletas en truchas.

En ‘el presente articulo, el autor describe los resultados de unos
experimentos en los cuales fueron inoculadas unas carpas con Aeromonas
punctata. Este trabajo se inicié con el objeto de determinar el efecto
patégeno ‘de la bacteria sobre peces, con referencia especial a su accién
como causa del edema de ciprinos. Como los resultados son interesan-
tes, se detallan en este trabajo, pensando que puedan aumentar nues-
tro conocimiento de las enfermedades bacterianas de los peces.

MATERIALES Y .METODOS DE EXPERIMENTACION

La cepa de prueba de A. punctata fue recibida de la Coleccion Ame-
ricana de Cultivos Tipo, y habia sido previamente aislada de peces en-
fermos. ‘Fue sembrada en caldo nutritivo, y se: practicaron transferen-
cias regulares en este mismo medio de cultivo. .

Se instalé en el laboratorio un acuario de 25:} de capacidad. Des-
pués de haber recibido un lavado cuidadoso,fue puesta en el acua-
rio arena muy fina hasta una profundidad de 2 cm. Plantas acuaticas
(Elodea sp., Myriophyllum sp.) y caracoles -(Planorbis sp., Limnea sp.)
fueron lavados rigurosamente y puestos en el acuario, que se dejé a
la temperatura ambiente durante un periodo de diez dias. Provisto de
airedcién continua, se practic6 diariamente una lectura del pH y de
temperatura. Por haber dejado asi el acuario, se calculé que en au-
sencia  de’ peces, cualquier parasito preserite hubiera muerto.
 Una cantidad de nueve carpas doradas (Carassius auratus) fue com-
prada en la Veterinaria “Paiil”, de esta ciudad, de las cuales tres eran
plateadas.’ '

En el laboratorig, las carpas fueron lavadas cuidadosamente con-una
corriente suave de agua, y puestas directamente en el acuario. De una
vez, se afiadi6 una pequefia cantidad de permanganato potasico, suficien-
te para dar al agua un.color rosado. Este mismo tratamiento se rea-
liz6 también cuarenta y ocho horas antes del experimento, para destuir

2 R T et Tnede
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cualquier organismo patdgeno que hubiera podido introducirse, no obs-
tante las previas precauciones tomadas.

Fueron aliiher‘ltadas diariamente las carpas con un producto comer-
cial conteniendo Daphmnia,~Cyclops y plantas en polvo. Por medio de
un sifén de-vidrio, se efectud una limpieza diaria del acuario, sacando
asi todo el residuo organico formado Ademas, se practicé’ una ‘obser-
vacién bien cuidadosa de las carpas durante unos siete dias, para notar
cualquier sintoma de enfermedad o malestar. -

Para la prueba, las seis carpas doradas fueron usadas como animales
experlmentmes recibiendo: cada una un moculo de o,1 ml/g de peso
de un cultivo de 4. punctata “de treinta y seis horas. El peso de cada
carpa habia sido calculado previamente al ser introducida en uria cantidad
de agua de peso conggido, y tomando lectura de-la d1ferenc1a Fue -apli-
cada una inyecci trape:rxtonal segun la técnica descrita por C,onroy
v Hughes (1) ’ =

Las car'pas plateadas fueron usadas como testigos negativos.

RESULTADOS Y 'CONCLUSIONES‘ :

Los resultados de la temperatura y los valores del pH son expresa-
dos en el cuadro I '

Cuadro 1
Dia 1 2 3 ‘4 5 6 7 8 9 10 H
Tempe- | 140 195 200 195 190 180 .185 190 205 200 190
ratura : 72 !
- pH 70 70 70 10 70 70 70 10 10 10 10

Se noté que desde el segundo hasta el cuarto dia después de la
inoculacién, pequefias hemorragias fueron v151bles sobre las aletas cau-
dales de cuatro de las seis carpas, myectadas Esa condicién se, demuestra
enla figura I. ... ... .. .o L ey HT
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Hemorragias

Figura 1

Hacia el quinto dia empezé una putrefaccion progresiva de la aleta
caudal, la cual fue acompafiada por una decoloracion del 6rgano. Dicho
sintoma aparece en la figura 2.

La condicion se empeord gradualmente y resulté la pérdida com-
pleta de la aleta caudal en las carpas afectadas, degenerando los radios al
final.

Junto con los otros sintomas provocados, los cuales no se conside-
raran en este trabajo, la muerte de las carpas fue causada por el orga-
nismo. No se not6 desarrollo de hongos sobre las aletas caudales en-
fermas, y los testigos negativos permanecieron libres de infeccién du-
rante el curso del experimento.

De los resultados arriba expuestos, parece que los sintomas tipicos
de la putrefaccion de la aleta caudal fueron provocados por A. punctata.
Antes de ser inoculadas con la bacteria, las carpas estaban en condicién
perfecta, y sus aletas completamente libres de dafio.

Es de interés notar que para Snieszko (4), A. punctata es nada mas
que una cepa de 4. liqguefaciens. La misma conclusién es sostenida por
Eddy (2). Por eso, se ve la posibilidad de una semejanza entre la pu-
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Puirefaccién

Figura 2

trefaccién de las aletas descrita por Snieszko (3) y el aislamiento de.
A. liquefaciens de la enfermedad, y la condicién provocada experimen-
talmente en carpas doradas por A. punctata. Es de esperar que en el
estudio de brotes naturales de la putrefaccion de la aleta caudal en
peces, se podra demostrar también la presencia de A. punctata, para
comprobar su papel como agente causal,
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~“RESUMEN

Se describe la produccion de. sii'ntomasAtipi‘cos.‘Hé“‘:{)ﬁt‘i‘_efaccién de la
aleta caudal en carpas doradas después de la inyeccidn de Aeromonas
punctata. Se produjo la pérdida de la aleta caudal en cuatro de un total

de seis peces inyectados. Se ccmSIdera que A {)uncmta puede ser el orga-
nismo causal de esta enfermedad - :

The development of typlcal symptoms of tail rot in goldfish follo
wmg injection with Aeromonas punctata is described. This condition
resulted 1‘:{ the loss of the tall in four out of six fish injected, and it

of the dlsease
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LAS CAUSAS DE UN BROTE DE PUTREFACCION DE
LA ALETA CAUDAL EN LOS PECES Y SU TRATA-
MIENTO CON KANAMICINA *

POR
D. A. CONROY

INTRODUCCION

Una de las enfermedades mas comunes en los peces es la putrefaccién
de Ia aleta caudal (“tail rot”). Hoy se tiene la firme sospecha de que
la enfermedad se produce como consecuencia de la accién bacteriana, ya
que en muchos casos se aislaron bacterias de los tejidos afectados. Con
todo, su origen y el agente causal no han sido ain concretamente esta-
blecidos.

Snieszko (5) aislo de truchas que presentaban putrefaccion de las ale-
tas, Haemophilus piscium, Aeromonas liqguefaciens y otras bacterias no
bien determinadas. Sin embargo, el trabajo de Snieszko y cols. (7) sobre
la patogenicidad de H. piscium no mencioné los sintomas de putrefac-
cién de la aleta caudal, por cuyo motivo es posible suponer que A. lique-
faciens fue el organismo que causé el brote descrito.

Van Duijn (8), refiriéndose al trabajo de Rankin (4), establecié que
se pueden aislar del tejido afectado por la enfermedad unas bacterias mé-
viles Gram-negativas, pero desgraciadamente no da detalles sobre su
identidad o accidén patégena.

Fue demostrado por el autor (1) que la bacteria conocida como
A. punctata puede provocar experimentalmente los sintomas de la putre-

(*) Trabajo presentado en la reunién celebrada por la Asociacion Argentina de
Microbiologia, en Buenos Aires. Noviembre de 1961.

Microbiol Espoii., 14 (1961), 239. 1
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faccion de la aleta caudal. Después de terminado este trabajo, una coin-
cidencia afortunada permitié al autor investigar un- brote natural de
dicha putrefaccién en carpas doradas y al considerarlo de gran interés
con relacién al trabajo citado, se intentd determinar el agente micro-
biano causal y tratarle con kanamicina. En.la presente comunicacién se
recogen los resultados obtenidos. '

MATERIALES Y METODOS

Por la amabilidad de un colega, el autor pudo obtener tres carpas do-
radas con putrefaccién de la aleta cauda;; Las carpas habian sido mante-
nidas en un-acuario junto con otras, y el brote llamé la atencion del
duefio dos o tres dias antes de su envio a la Catedra. Al recibirlas, {ue-
ron examinadas con toda minuciosidad. Se noté que las aletas caudales
tenian numerosas manchas rojas de aspecto hemorrgico y que los hor-
des tenian en todos los casos una coloracion blanca. Esta caracteristica
se puede ver en las figuras 1-2. Se observa la marcada semejanza con la
condicién provocada experimentalmente por 4. punctata (1).

Coloracién blanca

Manchas rojas

Figura 1
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Coloracién blanca

Manchas rojas

Figura 2

En una carpa se limpid la aleta caudal con un pedazo de algodén mo-
jado en lugol yodado y se corté una pequefia porcion del tejido afectado,
empleando tijeras y pinzas esterilizadas con la llama del alcohol. El tejido
afectado se introdujo asépticamente en un tubo de caldo glucosado con-
teniendo perlas de vidrio; se agitd el tubo para producir la desintegra-
¢i6n del tejido y con un asa se estrié una gota en dos placas con agar-
caldo. Estas placas fueron incubadas: una, a la temperatura del ambiente,
y otra, a 37 °C. '

Después de su incubacién, fueron examinadas las placas, verificando
la presencia de colonias, que fueron aisladas en cultivos puros. No se
observé desarrollo a 37 °C. En la placa incubada a temperatura ambiente,
se observaron tres tipos distintos de colonias, que se denominaron “orga-
nismo A”, “organismo B” y “organismo C”, respectivamente. Un estu-
dio de los microorganismos dio los resultados siguientes:

Organismo A. Colonia elevada, bordes enteros, color rosado. Se com-
prueba por examen microscopico la presencia de células levadurifor-
mes. Este organismo fue identificado luego como Rhodotorula glutinis
por los Dres. R. C. Artagaveytia Allende y Olga Maguregui.
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Organismo B. Se encontraron dos colonias solamente, observindose una
evidente coloracion a'marilla;.a la observaci6n microscopica, los orga-
nismos presentaban formas en paquetes de cocos Gram-positivos, por
cuyo motivo se clasificd el organismo como una especie de Sarcina,
posiblemente S. lutea.

Organismo C. Estas colonias, sin color, se hallaron en gran ntimero, cons-
tituidas por bacterias moviles y Gram-negativas. Se prepard un sub-
cultivo en agua peptonada, inoculando una serie de azticares, medio
de Koser y gelatina. Ademas, fueron preparados dos antibiogramas
con discos conteniendo 30 y de kanamicina cada uno.

El organismo produjo acido y un poco de gas en glucosa, maltosa,
sacarosa, galactosa levulosa y manitol. No hubo cambio en lactosa, xilosa,
rhamnosa, rafinosa y dulcitol; licué rapidamente la gelatina, y el medio
de Koser dio un resultado negativo después de cinco dias de incubacion
a la temperatura ambiente. La reaccién de indol fue positiva en agua
peptonada. ’

Los antibiogramas, después de veinticuatro horas de incubacion, -die-
ron una zona de inhibicién de 20-21 mm de didmetro.

Se inyecté inmediatamente a las tres carpas doradas una sola inyec-
ciéri de kanamicina por via intraperitoneal, en una concentracion de
20 y/g de peso. Se realizaron cuidadosas observaciones para determi-
nar si la inyeccidén evit6 el desarrollo de la enfermedad.

Nos pareci6 sumamente interesante determinar precisamente la accion
patégena del “organismo C” y verificar si se pueden producir experi-
mentalmente los sintomas de la putrefacciéon de la aleta caudal en carpas
sanas. Con este motivo fueron inoculadas cuatro carpas doradas por via
intraperitoneal, utilizando la técnica descrita por Conroy y Hughes (2),
inyectando 0,2 ml de un cultivo de veinticuatro horas del organismo en
agua peptonada a cada carpa. Se practicaron observaciones diarias para
determinar la presencia de sintomas de la enfermedad.

RESULTADOS

Durante los ensayos de patogenicidad, y después de inoculadas, se
observé la muerte de las cuatro carpas, una al tercer dia, una al cuarto
dia, una al quinto dia y la dltima al sexto dia. Todas las carpas mostraron
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ia presencia de manchas rojas en la aleta caudal y empezé rapidamente
la putrefaccién de este 6rgano (figura 3). En algunos casos se produjeron
pequefias petequias en el tejido cerca de la aleta caudal (figura 4). Es de
gran interés el hecho de que en dos carpas se vieran sintomas de

Putrefaccién avanzada

A7 ) N
Manochas rojas

Figura 3

Petequias

Manchas rojas

Figura 4



244 D. A. Conroy

" nutrefaccién de la boca (““‘mouth rot’”) como se observa en la figura 5. Esta
" condicién se manifiesta por la produccion de hemorragias en el tejido car-
tilaginoso, que queda-al final destruido.

Asimismo, existe poca duda de que el “organismo C” es el mismo
organismo que caus6 el brote descrito y posee una marcada accién patd-
gena para las carpas doradas. '

Hemorragias

Figura 5

Al cabo de veinticuatro horas después de la inyeccidon de kanamicina,
las carpas enfermas mejoraron en forma notable, habiendo desaparecido
completamente todas las manchas rojas de la aleta caudal; no se desarro-
il6 mas la infeccion. No se observaron otros sintomas durante el curso
de diez dias, y al fin de este periodo se cortd el tejido afectado de las
aletas caudales.

DISCUSION

La accién sobre varios azticares, la produccion de indol, la licuacién
de gelatina, la movilidad y coloracion Gram-negativa, son todos caracte-
res tipicos de las especies de Aeromonas patdgenas para los peces y no
hay mucha dificultad en clasificar el “organismo C” dentro de este gé-

;

6
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nero. Una revision completa del mismo género ha sido propuesta por
Eddy (3), por la cual la mayoria de las especies patégenas para los peces
son incluidas en el conjunto de A. liqguefaciens. Aunque los sintomas pro-
vocados en este caso tiene una gran semejanza con los producidos por
A. punctata, el organismo se clasifica provisionalmente como A. liguefa-
ciens. Es de recordar que esta misma especie incluye el organismo cono-
cido anteriormente como Aeromonas o Pseudomonas punctata. Actual-
mente no hay una descripcic'm del agente que produce la putrefaccion de
la aleta caudal y se sugiere por los resultados expuestos aqui y en el tra-
bajo anterior, que la enfermedad puede ser provocada por A. liquefaciens
(4. punctata). ) '
Los resultados de este trabajo son de interés, ya que demuestran la
posibilidad de brotes de putrefaccion de la aleta caudal en peces de la
Argentina, motivados por especies de Aeromonas. Por otro lado, se ha
demostrado por los resultados obtenidos que una sola inyeccion de kana-
micina en una concentracion de 20 y/g de peso y por via intraperito-
neal, es un método terapéutico muy efectivo contra esta enfermedad.
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RESUMEN

Se describe un brote natural de putrefaccién de la aleta caudal en car- .
pas doradas. De los tejidos afectados, se aisldé en grandes cantidades un
organismo semejante al Aeromonas liquefaciens (A. punctata), y se com-
probd su patogenicidad por inoculacién en peces sanos, en los cuales se
desarrollaron sintomas tipicos. Una sola inyeccién de kanamicina bast6
para dominar la enfermedad.
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SUMMARY

The investigation of a natural outbreak of tail rot among goldfish is
described. An organism having characteristics resembling those of Aero-
monas liquefaciens (A. punctata) was isolated from the diseased tissues
in large numbers, and shwn to be pathogenic on inoculation into healthy
fish, in which typical symptoms of the condition were reproduced. Ra-
pid control of the disease was obtained by means of a single injection of
kanamycin, by the action of which further spread of the condition was
prevented.
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ESTACION EXPERIMENTAL DEL ZAIDIN. GRANADA
SECCION DE MICROBIOLOGIA

DIFERENCIACION DE ESPECIES DEL GENERO
AZOTOBACTER POR LA CONCENTRACION DE
COLORANTES EN SUS COLONIAS

POR
V. CALLAO y E. HERNANDEZ

En publicaciones anteriores de Callao y Montoya (2-3) y de Callao,
Montoya y Herndndez (4) se ha puesto de manifiesto la actuacién de
clertos colorantes que son capaces de inhibir selectivamente el des-
arrollo, en medios solidos, de las bacterias pertenecientes a las diferentes
especies del género Azotobacter, los efectos producidos por el telurito
potasico sobre el crecimiento de los mismos microbios y la preparacion
de discos de papel, impregnados con aquellas sustancias, cuya aplica-
cién proporciona un método rapido para identificar a estos gérmenes.

Al mismo tiempo, estudiando la producciéon de 4cidos por las dife-
rentes especies del género y la utilizacion de distintos glacidos por las
mismas bacterias, como factores de desarrollo en medios sélidos a los
que se afiadia, con la fuente hidrocarbonada, un indicador de acidez (5),
se observé que ciertos indicadores aparecian concentrados en el interior
de las colonias, y esa. concentracion adquiria una forma determinada,
segtin los diferentes tipos de Azotobacter que se utilizaban. Observando
entonces el desarrollo de los Azotobacter en medios cuya concentracion
en colorantes no indicadores de acidez, no inhibiera su crecimiento, se
vio cémo también en el interior de las colonias existia mayor inten-
sidad de color que en el medio de cultivo, y que esa concentracion ad-
quiria una morfologia diferente segiin la especie microbiana ensayvada.
La observacion de este fendémeno nos ha llevado a comprobar como el

Microbiol Espafi., 14 (1961), 247. ) 1
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modo de concentracion de alguna de estas sustancias colorantes puede
constituir un método de gran valor taxonémico para la identificacion de
ias especies de este importante género.

A . MATERIALES Y METODOS ... . |

Organisinos

Se han utilizado 6 razas de Azotobacter chroococcum (razas o-1,
procedente del Imstituto Pasteur de Paris, y 17, 55, 103, 331 y 567, de
nuestra coleccién, aisladas en nuestros laboratorios, de los suelos de la
Vega granadina), 4 razas de 4. vinelandii (0-2 y 621, 688, 704 y 705),
4 razas de 4. agilis (0-3 y 44, 573 y 701), y 6 razas de A. beijerinckii
(04 y 11, 546, 586, 592 y 597). Todos estos gérmenes fueron previa-
mente clasificados, de acuerdo con las técnicas de Jensen y Petersen (6)
v el esquema de Callao y Montoya (2).

Medios

En todas las experiencias se utilizé6 el agar, medio béasico 77 de
Allen (1), pero con objeto de facilitar el crecimiento de las razas de
A. agilis fue sustituida la manita por una mezcla de maltosa y glucosa,
ambas a concentraciones respectivas de 0,5 por ciento (p/v,.

Colorantes

Se ensayaron los siguientes colorantes: azul de metileno (Geigy), azul
alcalino B (Grubler), azul nilo (Geigy), verde brillante (Sandoz), verde
de metilo (Merck), verde malaquita (Merck), rojo neutro (Geigy), ro’o
fenol (Grubler), rojo congo (Merck), pironina (Geigy), safranina T
(Merck), tionina (Geigy), cristal violeta (Merck), fucsina diamante
{Merck), fucsina 4cida (B. D. H.), sudan III (Geigy) y pardo de Bismark
(Geigy).

Los colorantes fucsina diamante, sudan III y cristal violeta se pre-
pararon en solucion alcohdlica y a concentracion de o,2 por ciento (p/v)

2



Diferenciacién de especies de Azotobacter 249

y los restantes en solucién acuosa y a la misma concentracion. Cada
disolucion del colorante se distribuyé en ampollas de 5 ml y se esterilizo
a 100 °C durante una hora.

Técnica

A matraces con 50 ml del medio basico de Allen, con glu(:osa?i y
maltosa, previamente fundido y mantenido a la temperatura de 45 °C
se afiadieron cantidades medidas de la disolucién del colorante respec-
tivo, para conseguir la concentracién deseada del mismo. La operacion
se realiza estérilmente. La concentracién en el medio, para que el
fenéomeno se observe en las condiciones 6ptimas, varia segtin los colo-
rantes, estando comprendida entre el 1/25.000 y 1/200.000 (p/v).

Después de la adicién de la.cantidad precisa de la disoluciéon del co-
iorante, se agita para repartirlo uniformemente y se reparte en pla-
cas petri, que se dejan solidificar. La siembra se efectué por dise-
minacion en la superficie de las placas con suspensiones de Azotobacter
procedentes de cultivos de cuarenta y ocho horas. Las placas asi sem-
bradas se incubaron en la estufa a 28 °C y el desarrollo de los gér-
menes se observa a las cuarenta y ocho, setenta y dos y noventa y seis
horas después de la inoculacién.

RESULTADOS Y DISCUSION

No todos los colorantes que fueron ensayados aparecen concentrados
en el interior de las colonias de Azotobacter desarrolladas en medio sélido.
Solamente ocurrié de modo positivo el fenomeno en los que resefiamos
a continuacion y a las concentraciones que indicamos: azul de metileno,
entre el 1/25.000 y 1/50.000 (p/v); verde de metilo, 1,/50.000-1/100.000;
:o;o neutro, 1/25.000-1/50.000; rojo congo, 1/50000-1/100000 y sa-
franina, 1/100. 000—1/200000 El 4. agths solamente concentra al rojo
neutro. Los otros colorantes probados no aparecieron concentrados a
las diluciones que permitian el crecimiento de los gérmenes. A las cua- -
renta y ocho horas de incubacién, puede observarse ya la iniciacién del
fenémeno, aunque debido al pequefio tamafio que presentan entonces
las colonias no' puede apreciarse perfectamente la forma de hacerlo. A

3
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las. setenta y dos y noventa 'y seis horas de incubacion, las diferencias
se observan ya muy marcadamente.

Entre los colorantes positivos, se consiguen los mejores resultados
con azul de de metileno, rojo neutro y verde de metilo, a la concentra-
cion de 1/50.000 (p/v) para cada uno de ellos.

Las colonias de A. chroococcum aparecen a la cuarenta y ocho horas
de cultivo, en medio con rojo neutro al 1/50.000; pequefias, circulares
y presentan su borde incoloro, una zona ancha intensamente coloreada
y un pequefio punto central también incoloro. Esto puede observarse
perfectamente en la microfotografia correspondiente a. la figura -1, en
la que se ha aumentado el tamafio de la imagen con el fin de permitir
apreciar el pequefio punto central incoloro. A las noventa y seis horas,
ias colonias presentan un tamafio mucho mayor y estan casi uniforme-
mente coloreadas, presentando solamente en su parte central, una co-
loracién mas débil y habiendo desaparec1do aquel punto central incoloro
(figura 2).

Las colonias de A. beijerinckii, a las cuarenta y ocho horas de su
desarrollo, en medio con rojo neutro al 1/50.000, muestran un botéz‘i
central intensamente coloreado, presentando ¢l resto una coloracién mu-
cho mas débil, como puede apreciarse en Ta figura 3. A las noventa y
ceis horas, las colonias son de gran tamaifio, siendo su coloracion igual
que a las cuarenta y ocho horas (figura 4).

En las colonias de A. vinelandii, a las noventa y seis horas de des-
arrollo, en presencia de rojo neutro, se diferencian cuatro zonas des-
Jgualmente coloreadas y perfectamente delimitadas. La mas exterior es
incolora, despues aparece una franja estrecha que esta mtensamente'
coloreada, sigue otra muy ancha y débilmente coloreada, siendo el cen-
tro puntiforme e intensamente coloreado (figura 5). Esta' delimitacion
de zonas empieza ya a notarse a las cuarenta y ocho horas de“desarrollo,
aunque la diferenciacion clara no se presenta hasta los -cuatro dias, en
que la colonia ha aumentado de tamafio. La figura 6 corresponde a
colonias de A. vinelandii, de seis dias de desarrollo, en medlo' con_rojo
neutro. En ella se aprecia coémo se ha perdido ya la clara diferenciacion
entre las zonas que existe en los cultivos mas recientes.

El 4. agilis solamente concentra al rojo neutro y lo hace en forma
de un hoton central intensamente coloreado, que se difumina lentamente
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desde el centro hasta la p&iferia, que aparece incolora. Las figuras 7-§
corresponden a colonias de cuarenta y ocho y noventa y seis horas de
crecimiento, respectivamente.

Como podemos, pues, observar, cada especie tipo de Azotobacter pre-
senta colonias cuya morfologia es totalmente diferente, siendo igual para
cada una de las razas pertenecientes a la misma ecspecie. Ello nos hace
suponer que aplieando la técnica que aqui exponemos, seria posibie di-
ferénciar en poco tiempo y de manera muy clara las cepas desconoci-
¢as de bacterias aisladas del género Azotobacter.

RESUMEN

Las especies del género Azotobacter: A. chroococcum, A. beijerinc-
kit v A. vinelandii, concentran en sus colonias a los colorantes azul de
metileno, rojo neutro y verde de metilo a la concentracién, cn el medio
de cultivo, de 1/50.000. E1 A. agilis solamente concentra al rojo neutro.
Este método puede servir para la rapida y clara diferenciacién entre
las especies del género Azotobacter.

SUMMARY

It is possible to difference hetween species of the genus Azotobacter,
when they are developed in presence of some dyes at concentratién of
1/50.000 (w/v). A. chroococcum, A. beijerinckii and A. wvinelandii are
able to concentrate in their colonies the dyes neutral red, methylene
blue and methyl green, in a different way for every species. 4. agilis
only fixes the neutral red, in these experimental conditions.
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Figura 1. Concentracién del rojo neutro por el Figuwra 2. Concentracion del rojo meutro por el
A. chroococcum, @ las cuarenta y ocho horas A. chroococcum, a las noventa y seis horas

Figura 4. Concentracion del rojo neutro por el
A. beijerinckii, a las noventa y seis horas

Figura 3. Concentracién del rojo neutro por el
A. beijerinckii, a las cuarenta y ocho horas



Figura 5. Concentracidn del rojo neutro por el A. vinelandii,
a las noventa y seis horas Figura 6. Concentracién del rojo neutro por el A. vinelandii,
a los seis dias

Figura 7. Concentracién del rojo neutro por el A. agilis, Figura 8. Concentracidn del rojo meutro por el A. agilis,
a las cuarenta y ocho horas a las noventa y seis horas
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El estudio de las enzimas intracelulares en microorganismos lleva im-
plicita su liberacién mediante la ruptura o alteracién de la pared celular.
Las paredes rigidas celulares de los organismos son muy resistentes, por
lo cual se han ideado métodos especiales para desintegrarlas, de tal forma
que las enzimas intracelulares se liberen en un estado activo. Los diferen-
tes métodos que se pueden utilizar dependen en cierto grado de la resisten-
cia de la enzima a una posible desnaturalizacion y de la dificultad que
presente la pared celular a la desintegracion. En general, conviene ade-
lantar que la desintegracion de las celulas bacterianas, de levaduras o de
hongos para la liberaciéon de las enzimas u otros componentes celulares,
es un problema que presenta no pocas dificultades practicas. Las condicio-
nes para extraer ciertas enzimas pueden ser bastantes criticas y requieren
la investigacién de muchas variables.

Los métodos que han demostrado ser mas efectivos en la liberacién
de enzimas de las células microbianas son los de caracter mecanico de
ruptura de la pared celular, con fragmentacién al mismo tiempo de la
membrana citoplasmatica. En algunos casos mas especificos, se ha re-
currido a la ayuda de ciertas enzimas liticas 0 a un tratamiento con deter-
minados disolventes organicos, no siempre ttiles en la practica, debido al
poder desnaturalizante que implica su uso.

En general, la aplicacion de uno u otrp procedimiento depende de la
especie de organismo, de la mayor o menor resistencia que presente a su

Microbiol. Espaii., 14 (1961),255 1
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ruptura, de la proporcion de enzima requerida y del tipo de preparacion
de que se parte para obtener el extracto. En tltima instancia, la seleccidén
del método puede depender de la sensibilidad de la enzima y su localiza-
cién en la célula.

Para la obtencién de una preparacién enzimatica nueva, en estado li-
bre de células, se deberin realizar estudios previos con células intactas
separadas del medio de cultivo, lavadas por sucesivas centrifugaciones v
resuspendidas en agua destilada o en solucidn salina. Las investigaciones
de la actividad enzimatica se efectiian generalmente con suspensiones de
células lavadas. Estas actividades enzimaticas tienden a disminuir con
el tiempo, por lo que en muchos casos los organismos no se pueden con-
servar, aun a bajas temperaturas, en estado activo.

Para estudiar actividades enzimdticas de estas suspensiones de micro-
organismos, se van variando factores, tales como la composicién y el pH
del medio de cultivo, la temperatura de incubacién, la fase de crecimien-
to o el momento de la toma de muestra, el grado de aerobiosis y en algu-
nos casos la naturaleza y estirpe del organismo que se estudia.

Como consecuencia de estos ensayos preliminares, se seleccionan or-
ganismos que presenten actividades metabolicas elevadas y que puedan
servir de material de origen de extractos enzimaticos para investigacio-
nes posteriores.

METODOS PARA EL CRECIMIENTO DE CELULAS PARA
ESTUDIOS ENZIMATICOS

Con frecuencia se requiere gran cantidad de células para la prepara-
cién de enzimas de microorganismos. En algunos casos se pueden obte-
ner en el comercio grandes masas de células, como ocurre con las leva-
duras de panificacién o de cerveza, pero, en general, el investigador ne-
cesita hacer crecer esas células en el laboratorio, utilizando dispositivos
especiales.

Se han descrito una gran variedad de métodos para la produccion de
células para la preparacién de enzimas (1, 9). Cuando el organismo se
desarrolla en medio liquido, se utilizan técnicas especiales, segiin la
cantidad del medio utilizado. Para microorganismos marcadamente aero-

2 B
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bios, Peel (18) ha descrito un aparato con movimiento rotatorio, en el
que se coloca un matraz esférico de 5-10 1. En otros casos, matraces con-
teniendo una elevada cantidad del medio de cultivo inoculado, se someten
a un movimiento de vaivén, con sacudidas bruscas, en el interior de una
estufa graduada a la temperatura Optima de crecimiento del organismo

¢ de produccién de la enzima en estudio. Este es el método utilizado mas

frecuentemente para el cultivo de muchas bacterias y, en especial, para

los hongos. A veces puede ser necesaria la aplicaciéon de una corriente de

aire estéril, que fluye a presion a través del medio, si bien este método

puede conducir a frecuentes interferencias, debido a contaminaciones.

Para evitar riesgos como los expuestos, se puede hacer uso de una mo-

dificacion descrita por Mitchel (16), mediante una técnica de vacio.

El cultivo de microorganismos anaerobios debe hacerse en atmoésfera
de un gas inerte apropiado. Ademas, es conveniente la adicién de alguna
cubstancia de caracter reductor, que no ejerza efecto sefialado sobre la
constitucién enzimatica de los organismos. La obtenciéon de gran canti-
dad de células en estos casos es mas dificil. La recogida de las células,
una vez crecidas y comprobada su actividad, se puede hacer por centrifu-
gacion. En éque*llos casos en que se utilizan varios litros de medio, es .
aconsejable una centrifuga de tipo continuo, como la “Sharples”

Actualmente y debido al desarrollo tan extraordinario que han alcan-
zado las técnicas de cultivo continuo de microorganismos, este método
puede constituir un buen origen de células mantenidas en condiciones
fijas, con caracteristicas totalmente reproducibles y en concentraciones
muy elevadas, si se compara con los cultivos ordinarios de caracter dis-
Lontmuo ‘

A veces, los organismos pueden crecer sobre un medio s6lido en gran-
des bandejas o en botellas de tipo Roux, de donde las células se recogen
por arrastre y lavado, usando un liquido suspensor apropiado, agua des-
tilada o solucion salina, y luego se separan por centrlfugacmn como an-
teriormente hemos indicado.

Como ademas de las técnicas de cultivos de microorganismos, consi-
deramos que la constitucion de] medio es de gran importancia en cuanto
a factores que afectan a la formacién y constitucion enzimatica de los
microorganismos, sugerimos la consulta de los trabajos de Gale sobre
estos aspectos (4, 5). '
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METODOS DE PREPARACION DE EXTRACTOS
ENZIMATICOS DE MICROORGANISMOS

Se describen los métodos de preparacién de extractos enziméticos de
microorganismos mas frecuentemente utilizados, tratando de destacar
aquellos de un mayor interés practico.

Congelado vy descongelado

Especialmente con bacterias, ha tenido éxito la simple técnica de con-
.gelacién a 15 °C y posterior descongelado, repitiendo la operacion tres
o cuatro veces. Se utiliza una suspension concentrada de células lavadas.
Después del tratamiento se diluye con solucion tampdn y la suspension
se centrifuga. El sobrenadante contiene el posible extracto enzimatico.
El rendimiento a veces es bajo, debido a la desnaturalizacion que sufren
las enzimas si son labiles y, ademas, el método no es eficaz para cual-
quier microorganismo.

Desecacion por el aire

Este método ha tenido sélo aplicacién con levaduras, facilitando su
autolisis. Las células, una vez recogidas del medio de cultivo y lavadas,
se extienden sobre la superficie de un papel de filtro y se dejan secar al
aire. Las levaduras asi desecadas, se resuspenden en agua o en un tam-
pdn apropiado y se agitan suavemente durante algtin tiempo (10-30 min).
Se centrifuga luego para separar el sobrenadante que contiene las posibles
enzimas extraidas de las células. :

Desecacion lenta por wacio

El procedimiento es parecido al anterior, con la tnica diferencia de
que la desecacién se efecttia gradualmente haciendo el vacio, por ejem-
plo, en un deccador sobre una substancia deshidratante, hasta convertir-
se la masa de células en un polvo fino. Con determinados microorganis-
mos ya autolizados, se facilita asi la extraccion de las enzimas, una vez
suspendido el polvo en agua o en solucion salina.

4
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Liofilizacion

Este método ha sido particularmente {til para facilitar la extraccion
de enzimas labiles. El fundamento es el conocido de la congelacion y su-
blimacién simultanea de la masa himeda de células liofilizadas, las que
pueden permanecer constantes- durante varios afios si se conservan a
—=20 °C y protegidas de la humedad.

Preparacion de “polvos aceténicos”

Este método, uno de los mas generalizados, posee la ventaja de su
sencillez y de no requerir aparatos especiales para la obtenciéon de los
extractos enzimaticos.

Las células se separan del medio de cultivo por centrifugacion, se
lavan dos veces con agua destilada o solucidn salina y se suspenden de
.nuevo a concentracién de 1o mg de células (secas)/cm?. Esta suspen-
sion de células se va afladiendo gota a gota sobre un volumen veinte veces
mayor de acetona muy fria, y se agita vigorosamente hasta que tiene
lugar la coagulacién. Se dejan sedimentar las células coaguladas y se
separa el sobrenadante por decantacién. El sedimento se filtra a través
de papel sobre un embudo Biichner, con succién moderada. El precipi-
tado se lava con 100 ml de acetona fria y luego con otros 100 ml de éter
irio. Se mantiene la débil succion durante unos minutos para favorecer
el secado de la preparacion, la cual se coloca en un desecador, sobre clo-
ruro calcico y al vacio. Cuando sea preciso, estas manipulaciones deben
hacerse a temperatura baja (4 °C).

Los polvos preparados por este método pueden conservar su activi-
dad durante varios meses.

Desintegracion mecinica

Se han utilizado varios métodos para la liberacién de las enzimas in-
tracelulares de microorganismos. Todos ellos ocasionan la desintegracion
de las membranas y paredes celulares, facilitando la salida de las enzi-
mas libres del citoplasma, pero no aquellas particuladas o unidas a deter-
minados fragmentos celulares.
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Por particulas abrasivas

Estos métodos consisten substancialmente en la destruccion de las pa-
redes celulares de los microorganismos por rozamiento con particulas
finas de cuarzo (11) o de altmina (13).

Las células lavadas se congelan y esta masa se coloca en un mortero
de 4gata que contiene el polvo de vidrio o aliimina (*) y que se ha man-
ienido durante varias horas a temperatura inferior a o °C. Suele utili-
zarse una cantidad de material disgregante equivalente a dos o tres veces
el peso de las células hitmedas. Utilizando el pistilo del mortero, se pro-
cede a moler durante unos diez minutos, hasta lograr una pasta. Esta se
mezcla luego con una solucidn tampdn refrigerada. La suspensién obte-
nida se coloca en un tubo de centrifuga, y se centrifuga primeramente
2 unas 1.000 g. Asi, se sedimenta la alimina o el vidrio, junto con
algunas células que hayan quedado intactas. El sobrenadante se recoge
y se centrifuga de nuevo, pero a 5.000 g en una centrifuga tipo “‘Ser-
vall”. Se depositan los restos celulares y el sobrenadante obtenido -
contiene el extracto enzimatico. Si la estabilidad de la enzima lo requie-
re, todas estas centrifugaciones deben efectuarse a baja temperatura.

Por particulas de vidrio

El método mas utilizado es el de la técnica descrita por Mickle (15),
que se funda en la agitacién rapida de los microorganismos con diminu-
tas particulas de vidrio (Ballotini nim. 12) (**). Los extractos enzimati-
cos se preparan en el aparato de Mickle (figura 1), como sigue: las células
lavadas se resuspenden en una solucién tamponada o en agua destilada,
4 una concentracion de 10-20 mg (en seco)/cm3. Es conveniente precisar
que una concentracién de células mucho mayor puede ser un factor limi-
tante para la ruptura. 10 cm?® de esta suspensién se ponen en una de las
vasijas de vidrio del aparato y a continuacién se afiaden otros 10 cm? del
polvo de vidrio. Estas vasijas se tapan bien y se ponen, si se considera
necesario, en un baflo con hielo para refrigerar la suspension.

(*) Altimina lavada se puede obtener de Buchler, Ltd.; Metalurgical Apparatus
" Fwvanston, Illinois (Estados Unidos de América del Norte). ‘

(**) ' El polvo de vidrio Ballotini nim. 12 se puede obtener de English Glass
Co, Ltd., Leicester (Inglaterra).

6
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Seguidamente se coloca en el aparato, graduandolo de forma que la
agitacion sea la mas efectiva. Cada cinco minutos se va siguiendo la des-
integracion de las células, observando muestras al microscopio.

Después de la desintegracion, el contenido de cada vasija se decanta
en tubos que se somenten a centrifugacion, primero a 1.000 g para se-
parar las c¢lulas intactas y las particulas de vidrio, y después a 5.000 g
para obtener un sobrenadante con el extracto enzimatico.

Figura 1

Otros investigadores han tratado de obtener extractos enzimaticos
sometiendo los organismos a un proceso de agitacién mecanica en una
especie de “turmix” homogenizador (*), en presencia de particulas de
vidrio (10). Este método puede presentar los inconvenientes expuesfos
para el de Mickle en cuanto a destrucciéon de las enzimas. La eficiencia
del método depende mucho del organismo en estudio. Sin embargo, con-
viene decir que con este tratamiento muchas enzimas sufren una desna-
turalizacién rapida, debida al calentamiento producido por el rozamiento
de las particulas, lo que se traduce en una desapariciéon de la actividad
enzimatica que va paralela a su liberacion en el medio (22).

(¥*) Tipo “Waring blendor”.
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Por ondas sénicas o ultrasénicas

Los efectos mecanicos producidos por las ondas sonicas o ultrasonicas
al pasar a través de un liquido, se han utilizado para desintegrar micro-
organismos debido a las grandes presiones que se originan en el medio.
Los efectos biologicos de las vibraciones sonicas y ultrasénicas han sido
discutidas respectivamente, por Wood y Loonis (24), Loiseleur (12) v
por Shropshire (21). Una interesante aportacién en este campo es la
mas reciente de Davis (2), en donde se ofrece, ademas de un cuidadoso
estudio de los factores que afectan a la eficiencia del método, un buen
nimero de ejemplos a través de los que se puede apreciar la gran varia-
bilidad existente en tiempo y facilidad de desintegracion, con varios gru-
pos de microorganismos. Este investigador facilita las siguientes conclu-
siones: el grado de desintegracion de las células es una funcién inversa

Figura 2. A: entradas de agua fria para refri-

gerar el sistema. V: wvasija de acero inoxidable

en donde se coloca la suspension del organis-

mo, S: suspension celular microbiana. G: sis-

tema de wultrasonido. C: cable que enlaza con
el generador ultrasénico
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del volumen de la suspension que se expone al tratamiento ultrasonico,
una funcién exponencial negativa del tiempo de exposicion y relativamente
independiente de la concentracién de células.

La técnica consiste en colocar un pequefio volumen de la suspension
del microorganismo a una concentracion variable, generalmente de
10-50 mg (en seco)/cm3, en el tubo central situado en el interior de una
vasija cilindrica, en la que se provoca una refrigeracién por medio de
tna corriente de agua fria o afiadiendo pequefios trozos de hielo (figura 2).
Una vez refrigerado el contenido del tubo, se somete a vibracién ultra-
sénica durante breves periodos de tiempo, generalmente minutos o frac-
ciones de minuto, y se van tomando muestras para ser observadas al
microscopio, indicindonos el grado de desintegracién alcanzado. Cuando
se considere oportuno, se toma la suspensiéon del material celular con
una pipeta y se deposita en un tubo, se centrifuga y se separan los ex-
tractos celulares del resto de las células intactas o parcialmente  desin-
tegradas. ,

En la actualidad, este método es uno de los mas eficientes de todos
los utilizados para la obtencién de extractos enzimaticos, dada la senci-
llez de las manipulaciones y el corto tiempo necesario para la desintegra-
cién de los microorganismos. Un importante detalle a tener en cuenta es
el elevado costo de los aparatos.

Por presién mecdnica

Un método que combina bajas temperaturas con un corto tiempo de
tratamiento mecanico ha sido descrito por Hughes (8). El conjunto del
2parato disefiado por este investigador consta de dos partes (figura 3): una
prensa propiamente dicha y un molde rectangular de acero inoxidable
con canales, que se abre por la mitad, ademas de un pistéon del mismo
material, que presionard a la masa de células al colocarlo en la prensa.
La masa de microorganismos, junto con un abrasivo apropiado, si es
necesario, se colo¢a en un hueco cilindrico del bloque de acero que pre-
viamente se ha enfriado a —15 °C 6 —=20 °C, haciéndola pasar a través
de una ranura muy fina, de un canal a otro, con lo que se desintegran la
mayoria de las células.

El mismo Hughes (8) facilita una relacién de las enzimas extraidas
por. este. método, demostrando, también. que es muy efective para la, des-
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Figura 3

integracion de esporas bacterianas y del micelio de hongos. El aparato
es muy utilizado y de extraordinaria eficiencia, y en general, debido a
la-baja temperatura a la que se desintegran los organismos, no hay des-
truccién de las enzimas.

Recientemente, Edebo (3) ha descrito la prensa X, modificacién de la
de Hughes,.que parece ser mas efectiva.

Agentes enzimdticos

Estas técnicas se han utilizado solo en contados casos debido a la va-
riedad tan limitada de microorganismos que pueden ser desintegrados
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mediante el uso de enzimas capaces de digerir las paredes celulares, como
por ejemplo, la lisozima. Otras enzimas de las consideradas proteoliticas
han tenido menor difusion, debido a que pueden digerir las propias en-
zimas en estudio. h

Para ver si el organismo es sensible a,la accién de la lisozima, ésta
se ha utilizado a concentracién de 10-1.000 y/cm®. La enzima se afiade
a una suspension de bacterias, de alrededor de 0,5 de densidad optica,
preparada en tampén de fosfato 0,067 M a pH 6,8 y conteniendo CINa
0,01 M. Después de 15-30 min de incubacidn, las células se separan por
centrifugacion y el sobrenadante se utiliza como extracto enzimatico.

Para la obtencién de enzimas se ha utilizado también con resultads
satisfactorio (14), la autdlisis de los microorganismos en presencia de un
tampon y de un agente conservador, como tolueno, éter o cloroformo.

En algunos casos ha resultado de interés practico el tratamiento de
células bacterianas con bacteriéfagos, con el fin de producir la lisis para
la obtencién de extractos enzimdticos (20).

Agentes quimicos

Se han descrito varios casos en la literatura, en los que la adicién de
una substancia quimica a la suspensiéon de células provoca rapidamente la
liberacién de extractos enziméticos muy activos. El principal agente uti-
lizado es la glicocola, que puede dar lugar a la liberacién de mas del
8o por ciento de la proteina total de la célula (7).

Gale y Taylor (6) y Salton (19), entre otros investigadores, han des-
crito la liberacién de materiales celulares tratando ciertas especies de bac-
terias con los llamados ‘“‘agentes tensiactivos”. Sin embargo, muchos de
estos compuestos son conocidos por la propiedad de producir una inacti-
vacién elevada de varios sistemas enzimaticos. Los agentes mas usados
son la polimixina (17), el CTIAB, Aerosol-OT y el T'wen 80, entre otros.

Combinacién de dos o mds métodos -

Se ha utilizado la combinacion de algunos de los métodos anteriores
para la obtencién de extractos enzimaticos. Por ejemplo, se ha preparado
una enzima proteolitica a partir de una especie de Bacillus, repitiendo
ia técnica de congelacion y descongelacion, seguida de una molienda con
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polvo de cuarzo en presencia de tolueno, a pH 7 y sucesiva extraccion
con agua durante tres o cuatro horas.

En otros casos se ha combinado el uso de un agente -tensiactivo, la
polimixina, con la técnica de preparacion de polvos acetonicos (23) o biea
el uso de este dltimo método con un tratamiento ultrasénico (22).

LAS ENZIMAS EXTRACELULARES

Las enzimas extracelulares aparecen en el medio de cultivo donde
se desarrolla el microorganismo que las produce. Para su obtencién se
centrifuga el cultivo y se separan las células, quedando la actividad enzi-
matica en el sobrenadante. Tal es el caso de algunas enzimas hidroliticas,
amilasas y celulasas, que catalizan la descomposicién del almidéon y la

celulosa ; las proteoliticas, como la gelatinasa, o las del tipo de la lisozimna
producida por algunas especies de Bacillus.

RESUMEN

Se ha descrito un conjunto de métodos utiizados en la desintegra-
cién de microorganismos. Es importante destacar que los microorganis-
mos varian extraordinariamente en la resistencia que ofrecen a la desinte-
gracién. La proporcién de material extraido de los organismos tratados
dependera en gran parte del grado de desintegracion obtenido. En general,
se puede decir que a pesar del gran numero de métodos descritos, es
dificil encontrar uno totalmente satisfactorio. La desintegracion a bajas
temperaturas, especialmente cuando se trata de enzimas, es siempre con-
veniente. -

SUMMARY

'Dis’integra'tion of microorganisms is an important step in releasing
many. substances for biochemical study or practical use. These substan-
ces are often of great. biological interest, but since they are labile, the
techniques used for ‘breaking up the-cells are of great importance. This
is ilustrated by the-great number of methods that have been proposed, a
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variety of which in itself suggests that a completely satisfactory techni-
que is difficult to develop. For obvious reasons disintegration at low
temperature is of particular interest.

Methods to disrupt bacterial and yeast cells and mold mycelium to
give the so-called cell-free enzymes and other soluble cell constituents
have been described. It should be noted that organisms vary comsidera-
bly in their resistance to disruption. Once the cell wall has been disrup-
ted, the debris can be treated to yield active cell-free enzymes. The
amount of cell material obtained after disintegration and extraction will
be dependent on the degree of disintegration produced.
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SEMANA DE ESTUDIO EN LA ACADEMIA PONTIFICIA

La Academia Pontificia de Ciencias, ademds de sus sesiones normalcs
de trabajo, celebra “‘Semanas de estudio” sobre temas determinados. L1
cada caso, la Academia invita a cientificos del maximo relieve para que,
junto con los académicos especialistas, se retinan en Roma y procedan al
examen y discusién del tema correspondiente. En el marco de estas ““Se-
manas”, se ha celebrado una, del 23 al 31 de octubre dltimo, que se ha
ocupado de las macromoléculas de interés biologico y, especialmente, de
Jos nucleoproteidos.

Asistieron cientificos de diferentes paises, cada uno de los cuales pre-
sentdé una comunicacién. Entre ellos se encontraban los Premios “Nobel”
Dres. Debey, De Hevesy, Theorell y Tiselius (Presidente). Nuestro pais
estuvo representado por el Dr. Rubio Huertos, cuya comunicacién versd
sobre la estructura de las inclusiones cristalinas producidas por dos virus
de plantas, incluyendo una discusién acerca de la cristalizacién como
propiedad de la materia viva.

Los trabajos presentados y los coloquios que siguieron se publicaran en
un volumen especial de Scripta Varia de la Academia.

CONCURSO CIENTIFICO DE LA ACADEMIA DE FARMACIA

La Real Academia de Farmacia ha anunciado los premios correspon-
dientes a 1962, para Farmacéuticos y cultivadores de ciencias afines a la
Farmacia, de Espafia, Portugal, América y Filipinas. Los trabajos, ori-
ginales e inéditos y escritos en espafiol o en portugués, podrin enviarse
hasta el 30 de septiembre.

Todas las personas interesadas en este concurso pueden dirigirse, para
solicitar las bases del mismo, a la Secretaria de la Academia, Campoamor,
nimero 18, Madrid, 6.

Microbiol. Espafi., 14 (1961), 269.
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