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INSTITUTO «JAIME FERRAN», DE MICROBIOLOGIA
E INSTITUTO DE EDAFOLOGIA Y FISIOLOGIA VEGETAL
SECCION DE MICROORGANISMOS PARASITOS DE LAS PLANTAS

EFECTOS DE LA TEMPERATURA SOBRE LA
SINTOMATOLOGIA DEL VIRUS ”RINGSPOT”
DE LA PETUNIA

POR
M. RUBIO-HUERTOS (*)

INTRODUCCION

La alta temperatura, ademds de afectar a las plantas, afecta a los
virus que en ellas se reproducen, produciendo un cambio total en la
sintomatologia y, algunas veces, la inactivacion completa del virus,
aunque la temperatura no alcance el grado necesario para la inacti-
vacién in vitro del virus. De esta propiedad se han valido diversos au-
tores para la curacion de algunas virosis. Para esto, naturalmente, es
necesario que el virus sea mas susceptible al calor que la planta hués-
ped, lo que no ocurre siempre; asi, si calentamos algunas plantas por
encima de los 65 °C, posiblemente las libraremos del virus, pero, al
‘mismo tiempo, mataremos la planta; por esto se ha conseguido esta
curacién en contados casos. Uno de los primeros que hicieron expe-
rimentos en este sentido fue Wilbrink (7), que pudo eliminar un virus
de la cafia de aziicar sumergiendo estolones para la. reproduccién de
ésta, en agua a 52 °C, durante una hora:
~ Kunkel (4), primero, con varios virus del melocotonero, y mds tar-
de (5) con plantas de Vinca rosea infectadas con el virus «Aster yellow»
consiguié curaciones teniendo las plantas durante dos semanas a tem-

(*) Este trabajo es parte del realizado mediante una beca de la Fundacién
«Juan March», a la que expresamos nuestro agradecimiento.
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2 M. Rubio-Huertos

peraturas de 35°-38 °C, o mais rdpidamente, sumergiéndolas en agua
a 40°-50 °C, durante algunas horas.

Kassanis. (3) ha conseguido liberar del virus enrollado de la pa-
tata una serie de tubérculos infectados, poniéndolos en estufa a 37,5 °C,
en ambiente hiimedo. Sin embargo, no consiguié lo mismo con el
virus X de la patata, haciendo el mismo experimento.

De-todas formas, 1o mds corriente es que las altas temperaturas
(25°-35 °C), dependiendo del virus de que se trate, produzcan un en-
mascaramiento de los sintomas, adquiriendo las plantas un aspecto
completamente normal, pero volviendo a mostrar sintomas de virosis
si la temperatura desciende a menos de 20.°C.

Las temperaturas excepcionalmente altas registradas en el inver-
nadero del C. S. I. C. durante los meses de verano de los afios 1960
y 1961, nos permitieron, accidentalmente, observar un fendmeno de
este tipo en plantas de Vicia faba infectadas con el virus «ringspot»
de la petunia, y siendo caracteristico de este virus la formacién de
inclusiones intracelulares, pensamos tendria interés el estudio de las
alteraciones producidas por el calor en la sintomatologia en relacién
con la formacién de dichas inclusiones intracelulares, ya que sobre
este tema no se habia publicado nada.

MATERIALES Y METODOS

Se empleo el virus «ringspot» de la petunia (6) mantenido en
Petunia hybrida y en Vicia faba por medio de inoculaciones mecéni-
cas, con ayuda de polvo de carborundo, en series sucesivas.

La temperatura del invernadero donde se mantuvieron las plan-
tas alcanzé mdximas de 42 °C, y minimas de 25 °C, durante los meses
de verano. Durante el invierno, la media de maximas fue de 18,5 °C, v
la de minimas, 9,2 °C, con calefaccidn eléctrica.

"~ Las observaciones histoldgicas se realizaron siguiendo los métodos
descritos por nosotros en trabajos anteriores (5).

Las microfotografias fueron hechas con un microscopio Zeiss con

contraste de fases, y un microscopio Leitz de luz ultravioleta.
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RESULTADOS

Las plantas de Vicia faba, después de los doce dias de inoculadas
con el virus «ringspot» de la petunia, mantenido a temperaturas in-
feriores a 22 °C, presentan un tipico mosaico, algunas veces acompa-
fado de reduccion del limbo de las hojas jévenes (figura 1). Las
plantas de petunia presentan los sintomas de «ringspot», o sea, anillos
cloréticos concéntricos (figura 2).

Al cabo de unas dos semanas, durante las cuales la temperatura del
invernadero subié hasta una media de 35 °C, observamos que en las
plantas de Vicia faba inoculadas con el virus aparecia una necrosis
en la parte apical, que se iba extendiendo hacia abajo por toda la
planta y que acababa por destruirla en unos ocho dias (figuras 3-4).
Por otra parte, un reducido tanto por ciento de las plantas inoculadas
no presentaba sintoma alguno y crecia tan bien como las sanas. Esto
ultimo pensamos que seria debido al tanto por ciento normal de plan-
tas que, al ser inoculadas, no adquieren la infeccidn; sin embargo,
estas plantas aparentemente sanas, observadas al microscopio, pre-
sentaban las inclusiones intracelulares caracteristicas de la infeccion
por este virus de la petunia. .

De esta forma, debido al efecto de la temperatura, nos encontra-
mos con dos variantes del virus que pudieron ser mantenidas  por
inoculaciones sucesivas a plantas sanas, sin que variase su sintoma-
tologia durante todo el tiempo en que la temperatura no bajé de
25 °C. )

Cuando las inoculaciones se realizaron en plantas mantenidas a
temperatura inferior a 20 °C, en el caso de la variante necrosante, en
la primera inoculacién, de diez plantas inoculadas, seis seguian dando
necrosis con muerte rapida de la planta, una o dos presentaban ne-
crosis, pero no tan fuerte, y las restantes daban el mosaico tipico del
virus normal. Cuando se hicieron posteriormente inoculaciones con
las plantas necréticas de esta serie a plantas conservadas a 20 °C, el
porcentaje de plantas con necrosis disminuyd, resultando al tercer pase
todas las plantas con sintomas del virus tipo.

En el caso de la variante sin sintomas, la primera serie de inocula-
ciones, a menos de 20 °C, ya dio sintomas de mosaico, caracteristicos
de virus tipo, en todas las plantas inoculadas.
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Observaciones citoldgicas

En el estudio histopatclégico de la variante necrosante pudimos
observar que casi el 100 por ciento de las células de la epidernis,
tanto del limbo de las hojas como del tallo de la planta, contenfan
gran numero de inclusiones amorfas y cristalinas, en las que, al ‘ado
de las inclusiones tipicas desl virus «ringspot» de la petunia, es decir,
inclusiones amorfas y otras cristalinas del sistema ctibico (figura 5),
aparecian en bastantes células inclusiones de tipo acicular que nunca
aparecen en el virus tipo. Estas inclusiones estin formadas por agu-
jas cristalinas o paracristalinas, en manojos, y se encuentran en el ci-
toplasmas de las células junto al niicleo o a la pared celular (figuras 6-8),
tifiéndose de rojo vivo por la floxina, al igual que las inclusiones nor-
males.

Las inclusiones de tipo normal y las aciculares no se encuentran
nunca juntas en la misma célula.

La variante que no presenta sintomas externos, como hemos dicho
anteriormente, produce inclusiones intracelulares amorfas y crista-
linas iguales y tan numerosas como las del virus tipo. Su periodo de
aparicién en las células de las hojas jovenes (doce-catorce dias) tam-
bién coincéide con lo que sucede en plantas que presentan los sintomas
de mosaico tipo.

DISCUSION

El fenémeno de aparicion de variantes en plantas sometidas a altas
temperaturas se creyo debido a mutaciones producidas por el calor;
sin embargo, Bawden (1) dice que se trata, mds bien, de que toda
virosis estd producida, no por una estirpe de virus sola, sino por una
serie de estirpes del mismo virus en la que predomina aquella mas
adaptada al medio normal (especie de planta, temperatura media, hu-
medad, luz, ete.), lo que experimentalmente estd comprobado, ya que,
en la mayor parte de los casos, es posible obtener diférentes mutantes
de cualquier virus por pases a través de distintos huéspedes, aisla-
miento de lesiones necréticas, etc. Asi, segin Bawden, lo que sucede
es, no que se produzca una mutacion, sino que se realiza una seleccién
entre las mutantes que existen normalmente, desarrolldndose una de
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Figura 1. Virus tipo
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Figura 2. Virus tipo (en petunia)



Figura 3. Estirpe necrosante. Necrosis apical

Figura 4. Estirpe necrosante. Necrosis del tallo
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Figura 6. Estirpe necrosante. Aguijas paracristalinas
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Figuras 7-8. Estirpe necrcsante. Agujas paracristalinas
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ellas mas deprisa que la estirpe normal, dadas las condiciones excep-
cionales de la temperatura, y dando asi a las plantas infectadas los
caracteres propios de esta estirpe que, en condiciones normales, no
se ponen de manifiesto.

El caso de la variante necrosante, del «ringspot» de la petunia,
parece una demostracién clara de lo supuesto por Bawden, ya que si
hubiera existido una mutacidn, por el calor, del virus tipo, este virus
mutado tendria que seguir conservando sus caracteres tipicos a través
de las inoculaciones sucesivas, siendo ya independiente del factor
temperatura, y habria que explicar su reversion al tipo normal por otra
mutacién debida a temperaturas por bajo de 20 °C, lo que parece
bastante improbable.

La variante sin sintomas externos, por otro lado, podria ser tam-
bién un caso de seleccién de una mutante presente en el virus origi-
nal, pero dado que la atenuacién y desapariciéon de sintomas en plan-
tas sometidas durante algiin tiempo a altas temperaturas, parece ser
un fenomeno general, lo mds probable es que se deba a una accién
directa de la temperatura sobre algunos elementos celulares, tales
como los protoplastidios, que sabemos son afectados por los virus,
impidiendo su desarrollo normal y forméndose asi el tipico sintoma de
mosaico. En este caso, el calor, o bien destruyendo alguna sustancia
receptora o reforzando la resistencia de dichos elementos al virus,
impediria su accién destructora y, por lo tanto, ya no se producirian
los sintomas de mosaico y las hojas tendrian el aspecto normal. Al
bajar la temperatura se producirian las sustancias necesarias para el
ataque del virus a los protoplastidios, apareciendo los sintomas, como
asi sucede, en las hojas nuevas formadas a baja temperatura.

Varios autores, estudiando comparativamente la morfologia de las
inclusiones intracelulares producidas por distintas estirpes del virus
mosaico del tabaco, han encontrado algunas diferencias enire ellas.

En el caso de la estirpe necrosante, del virus «ringspot» de la pe-
tunia, las diferencias son muy claras, pero debemos hacer constar
otra vez el hecho, un poco extrafio, de que este tipo de inclusiones no
es el tnico en las plantas con necrosis, sino que en bastantes células
epidérmicas de estas plantas las inclusiones amorfas y cristalinas son
exactamente iguales a las del virus tipo, lo que de momento no po-
demos explicar, pero podria ser prueba de la coexistencia de diferen-
tes estirpes en una infeccion conjunta y localizadas en células sepa-
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radas, como se ha comprobado en las estirpes amarillas del virus mo- .
saico del tabaco y del pepino («Cucumber mosaicy), en las que en hojas
con sintomatologia del "virus tipo, apareceit pequefias manchas de un
intenso color amarillo claro, y recortando estas manchas e inoculando
con ellas se pueden obtener plantas con la sintomatologia de esta es-
tirpe amarilla (2).

RESUMEN

 Se describen dos variantes producidas por efecto de temperaturas
de 25°-35 °C durante cierto tiempo sobre el virus «ringspot» de la pe-
tunia, mantenido en plantas de Vicia faba.

Una variante produce necrosis generalizada y la muerte de la plan-
ta diez o doce dias después de la inoculacién y presenta inclusiones
intracelulares de tipo acicular, paracristalinas, diferentes de las del
virus tipo, aunque en algunas células epidérmicas se encuentren tam-
bién éstas. '

Una segunda variante no produce sintoma externo alguno sobre
las plantas inoculadas, pero es capaz de transmitir la virosis por ino-
culacién, y a pesar de no presentar sintomas externos, produce in-
clusiones intracelulares iguales y tan numerosas como el virus tipo.

Ambas variantes, cuando se inoculan a plantas mantenidas a tem-
peraturas inferiores a 20 °C, al segundo pase, vuelven a dar las ca-
racteristicas del virus tipo.

Se discute si son estirpes producidas por el calor o una seleccion
de las mutantes presentes en el inéculo original y que a alta tempera-
tura se desarrollan con mayor velocidad que el virus tipo, que queda

inhibido.
SUMMARY

Two strains of petunia ringspot virus were obtained when Vicia
faba plants inoculated with the virus where kept at 25°-35 C°. One
of them was a masked strain. The plants showed no mosaic nor stunt-
ing but they had in the epidermical cells of the leaves and stems the
typical amorphous and crystalline inclusions of the normal strain.
These plants when placed at temperatures below 22 °C did not show
any simptoms again; however, young V. faba plants inoculated

10
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with the masked strain and below 22 °C did revert to the normal
strain. ’

The second strain produced a severe necrosis in the top and stem
of the inoculated plants, causing their death 10-12 days after the
inoculation. This strain formed intracellular paracrystalline needles
different from the ones formed by the normal strain; however, in some
areas of the epiderm groups of cells' contained amorphous and
crystalline inclusions similar to those from the normal strain. Plants
with the necrotic strain did not recover when placed below 22 °C.
Only after three serial inoculations to young Vicia faba plants at
below 22 °C did the normal strain reappear. ‘
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ESTUDIO DE LA FRACCION HORMONAL DE LOS
TUMORES PRODUCIDOS EN EL OLIVO POR EL
PSEUDOMONAS SAVASTANOI

[. Biogénesis del dcido g-indolacético contenido en los tumores

POR
R. BELTRA (%)

Este trabajo forma parte de una serie de investigaciones que ‘com-
prenden el estudio fraccionado de los tumores producidos en el olivo
por la bacteria Pseudomonas savastanoi. Se ha llevado a cabo con
el fin de obtener la formacién de tumores asépticos en las plantas de
experimentacién, mediante la inoculacién conjunta y separadamente
de cada uno de los componentes identificados en las respectivas frac-
ciones tumorales. Esta primera parte comprendera un estudio de la
fraccién hormonal en sus dos capitulos: I) Biogénesis del A. 1. A. (**)
contenido en los tumores; y II) Valoracién quimica y biolégica del
A. 1 A : "

INTRODUCCION

Al estudiar las diferentes fracciones presentes en los tumores bac-
terianos del olivo, con el fin de obtener experimentalmente la forma-
cién de tumores asépticos, se fijé especial atencién sobre la fraccién

(*) Expreso mi agradecimiento a la Fundacion «Juan March», que ha sub-
vencionado, mediante una beca de estudios, la realizacion de estas experiencias.
(**) Acido B-indolacético.

Microbiol. Espafi., 15 (1962),13. .1
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auxinica tumoral, pues es sabido que las auxinas juegan un papel im-
portante en determinadas fases de la formacién de tumores vegetales.

La transformacién de la célula sana en tumoral no es un proceso
instantaneo, segiin Braun (12), sino consecuencia de un proceso gra-
dual y progresivo; Klein (26-27), de acuerdo con las investigaciones
de Braun (11) y Beremblum (5), considera que la transformacién se
realiza en tres fases, llamadas, respectivamente: Acondicionamiento,
Induccion y Promocién o Incremento. Las bacterias no son necesarias
en la primera fase, sino solo se necesita la presencia de ciertos agentes,
cuya ausencia limita la capacidad de la célula para su transformacién
en célula tumoral. Para Thomas y Klein (43), la fase de Acondiciona-
miento requiere algunos compuestos derivados del jugo de heridas de
la planta huésped, que incluye purinas y posiblemente auxinas (13).

La fase de Induccién, que es sobre la que actualmente existe mas
confusionismo, a pesar de los trabajos de Thomas y Klein (43), se
cree que es la consecuencia de la accién de un P. I. T (*), que bien
podria ser el acido desoxirribonucleico, sintetizado por la bacteria,
en presencia de un factor favorecedor ‘del proceso. En la fase de
Promocién es en la que, segin Braun y Laskaris (14) y Klein y
Link (27), se necesita la auxina como agente co-carcindgeno, sinteti-
zando estas auxinas la bacteria causal a partir de células tumorales
incipientes; Klein y Link estudian la relacion entre el P. I. T. y las
auxinas, cada una de las cuales parece ser necesaria, pero no sufi-
ciente para producir la génesis del tumor; deducen, como resultado
de sus investigaciones, que sin la auxina, una célula tumoral incipiente
no se transformarfa en una célula primaria tipicamente tumoral; el
haber prolongado experimentalmente la fase de Promocién mediante
la adicién de auxinas, indica que estas sustancias son imprescindibles
para completar la tumoracién. Cuando la célula es ya una célula tu-
moral primaria, entra en el periodo de duplicacién, se divide conti-
nuamente, pero no de una manera coordinada; en esta fase puede
haber procesos secundarios influidos por la elevacién de niveles de
auxina, en los que no se requiere ni la bacteria ni posiblemente
el P. I. T.

De la breve exposicion de las fases que tienen lugar en los pro-
cesos de transformacion tumoral, se desprende que las auxinas o sus-

(*) Principio de induccién tumoral.
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tancias estimuladoras del crecimiento juegan un papel importante en
los procesos de induccién tumoral, pues por diversos autores se las
considera imprescindibles para que las células sanas, después de las
alteraciones sufridas por la accién de los agentes de acondiciona-
miento e induccién, se transformen en células tumorales; estas sus-
tancias actdan como activadoras del crecimiento en las fases de Pro-
mocion, considerindoselas factores decisivos en los procesos de can-
cerizacién vegetal, ya que su presencia se requiere especificamente
para completar la tumoracion y desprendiéndose que sea del mayor
interés, cuando se estudia un tumor vegetal producido por bacterias,
conocer. la presencia o ausencia de las auxinas, asi como de otros fac-
tores proliferantes presentes en el tumor y que puedan influir més
o menos directamente en la transformacion de la célula sana en tu-
moral.

De todos los tumores vegetales conocidos, el «crown-gall» ha sido
el mas ampliamente estudiado desde este punto de vista (7, 9, 21-22,
28, 30-31, 33), comprobdndose la produccion de A. I. A. por razas
‘virulentas de su agente causal, Agrobacterium tumefaciens, en me-
dios de cultivo especiales, asi como la presencia de A. I. A., I. A. N. (*),
I. A. (**) y otras sustancias de crecimiento en este tipo de tumores.
La comprobacién de que los tejidos tumorales tienen mayor concen-
tracion de auxinas que los tejidos sanos, estd en intima relacién con
las experiencias llevadas a cabo por Gautheret (15-17), que demues-
tran que los tejidos normales necesitan para su crecimiento menos
cantidad de auxina que la que sintetizan los tejidos tumorales; Ber-
thelot y Amoreaux (6) ven el paralelismo entre la reaccién de los
tejidos tratados con A. I. A. y una sustancia producida por el orga-
nismo del «crown-gall» a partir del triptofano y la reaccién de plan-
tas tratadas con cultivos vivos de A. tumefaciens; sin embargo, otros
autores niegan la importancia del A. I. A. y sustancias similares en
la formacion de los tumores, y dicen que el A. tumefaciens es paté-
geno para el tejido, independientemente de la presencia de estas sus-
tancias estimuladoras del crecimiento. _

En relacién con la tuberculosis del olivo, la comprobacién de que
los tallos con tumores producidos por la bacteria Pseudomonas sa-

{*) Indolacetonitrilo.
(**) Indolaldehido.
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vastanoi, contienen mayor concentracién de triptofano que los sa-
nos (1), asi como la capacidad de dicha bacteria para producir A. L. A.
en medios de cultivo con triptofano (2), sugirié la posibilidad de que
este amino4cido pudiera influir en la localizacién y produccién de
tumores de origen bacteriano que contuvieran A. 1. A. y para los que
fuese necesaria la intervencién de las auxinas (principalmente A. I. A.)
en alguna de sus fases de formacién. El resultado de estas observa-
ciones nos llevé a investigar la presencia de sustancias auxinicas en.
la fraccion hormonal del tumor, asi como su biogénesis a partir del
triptofano, con el fin de esclarecer la posible influencia que pudieran
tener en la obtencién experimental de tumores asépticos que fuesen
morfoldgica e histolégicamente iguales a los producidos por la bac-
teria. »

Debido a las experiencias realizadas por diversos autores sobre
la biogénesis del A. 1. A., se considera al triptofano como fuente mis
probable de dicha sustancia. Thimann considera a otros miembros
de la familia del A. I. A. como precursores de esta sustancia: tripta-
mina e I. A. N,, de los que no se sabe actualmente con seguridad si
son producidos a partir del triptofano, pero si que pueden dar
A 1 A (4, 41).

Los procesos seguidos por el triptofano hasta su transformacién
en A. I. A. son probablemente una desaminacién oxidante para dar
A. I. Pe. (*); creyéndose que este dcido posteriormente, por descar-
boxilacién oxidante, da el A. I. A; Wildman y cols. (46) de-
muestran que preparaciones enziméticas de hojas convierten el trip-
tofano en auxina y que el A. I. Pc. puede también actuar como pre-
cursor; Skoog (37) vio que tanto el triptofano como la triptamina pro-
ducen curvatura en los coleoptilos de avena debido a su transfor-
macién en A. I. A.; por estas investigaciones se propuso una nueva
via de formacién del A. I. A., via I. Ac. (**), por oxidacién de la
triptamina. Yamaki y Nakamura (47), trabajando con maiz, proponen
como posibles precursores del A. I. A. los complejos proteinicos en
los que entra a formar parte el triptofano. En los trabajos de Gor-
don (18) y Larsen (29) se encuentran esquematizadas las posibles
vias de formacién del A. I. A. a partir del triptofano.

(*) Acido B-indolpirtvico.’

(**) Indolacetaldehido.
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La transformacién del triptofano en A. I. A. por la accién de las
bacterias, ha sido ampliamente demostrada por diferentes autores
trabajando con medios de cultivo que contenian triptofano: por Ber-
thelot y Amoreaux (6) y Kaper y Veldstra (22), con el Agrobacterium
tumefaciens, y Beltrd (2), con el Pseudomonas savastano.

Interesante por el paralelismo con los resultados obtemdos por .
" nosotros en estas experiencias, es el trabajo de Kaper y Veldstra (22),
citado ultimamente, en el que demuestran la formacién de A. 1. A.
por el Agrobacterium tumefaciens, a partir de medios de cultivo con
triptofano y en donde el A. 1. Pc. se presenta como un producto inter-
“mediario, muy labil cuando se investiga por cromatografia con disol-
““ventes alcalinos, pues se descompone en siete compuestos, dos de los
cuales los identifican como A. I, A. e I. A., siendo también probable la
presencia de A. I. G. (*). Los autores consideran las otras manchas sin
identificar como «artefactos» que se producen por rotura espontinea
del triptofano (en la extraccion del cultivo con disolventes) y del
A. L. Pe. (durante la cromatografia).

PARTE EXPERIMENTAL

1. Obtencién de la fraccién hormonal

Se han preparado extractos etéreos hormonales, partiendo de tu-
mores frescos y ]ovenes y de éter purificado por el método de Gar-
barini. siguiendo las técnicas de Bitancourt (7) y Overbeek (36), m

dificada por nosotros, y Yamaki y Nakamura (47).

II. Identificacién de las auxinas presentes en los extractos etéreos
hormonales

Como prueba preliminar antes de hacer la identificaciéon por cro-
matografia de las auxinas que pudiera haber en los extractos, se probé
la accidn de éstos sobre semillas de leguminosas, pues es sabido que
las auxinas influyen aumentando el poder germinativo de las semi-
llas; para ello se han preparado dos lotes de semillas de garbanzos,

(") Acido indolglicdlico.
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judias y guisantes, que se pusieron a germinar en condiciones esté-
riles en placas petri, sobre disco de papel de filtro humedecido con
10 cm?® de agua estéril y en estufa a 26 °C. A las veinticuatro horas se
tomé un lote de estas semillas, que ya tenian el tegumento mas blan-
do, y se trataron con 1 cm® de los extractos tumorales en bruto.

A los cuatro dias, las semillas tratadas con el extracto tumoral mos-
- traban un crecimiento radicular muy superior a las tratadas solamen-
te con agua destilada; se habia producido una aceleracién en el pro-.
ceso germinativo, observiandose la aparicién de raicillas secundarias.
Estos hechos pusieron de manifiesto que en los extractos tumorales

5

existia efectivamente un factor de crecimiento y que era el que en
este caso influia sobre la germinacidn(figuras 1-2). :

I11. Extractos hormonales

1. Técnicas cromatogrificas

Hemos realizado cromatografia sobre papel de los extractos eté-
reos preparados para este fin, segtin las técnicas de Bitancourt (7),
Overbeek (36) y Yamaki y Nakamura (47).

Los cromatogramas se realizaron en papel Whatman ntim. 1, de
43X13 cm, 35X13 cm, 20X12,5 cm y en tiras de 21X3,8 cm, reali-
zandose estos dltimos en tubos de 29,5X4.4 cm.

Por esta técnica hemos investigado la presencia de auxinas con
anillo inddlico, estableciendo los valores de Rf del A. I. A, A. 1. B. (¥),
A. 1. P. (**%), triptofano, I. A. N, 1. A, 1. Ac., etc., tanto del pro-
ducto sintético puro tomo de las que se encuentran en los extractos.

Los cromatogramas preparados con los extractos a investigar se
han tenido de ocho-diez horas sobre el disolvente (sin introducir y -
con el fin de saturar el papel), a la temperatura de la habitacién y
en cémara oscura. Para el desarrollo se han empleado tiempos que
oscilan entre cinco-quince horas.

la. Disolventes. Para auxinas 4cidas hemos empleado los cita-
dos por Bitancourt (7), Nitsch (35), Vlitos (44-45) y Yamaki y Naka-
mura (47).

(*) Acido B-indolbutirico.
(**) Acido B-indolpropiénico.
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Para las auxinas neutras, algunos de los anteriores mas los si-
guientes:

Tolueno (100 %)

Tolueno:agua (95 : 5)

Benceno (100 %)

Benceno:agua (95 : 5)

b. Reveladores. Como reveladores para las auxinas 4cidas he-
mos usado cloruro férrico y 4cidos sulfdrico, clorhidrico y perclori-
co (3, 47), soluciones de p-dimetilaminobenzaldehido (23, 44) y otros.

. Para auxinas neutras, alguno de los anteriores mas el reactivo de
Eck (bencidina en 4cido acético al 5 por ciento), y para el triptofano,
también algunos de los reactivos para auxinas acidas y especialmente
ninhidrina. '

2. Cromatografia de los extractos etéreos preparados
segiin la técnica de Overbeek modificada (36)

En estos extractos hemos investigado la presencia de 4cidos in-
‘dolearboxilicos, principalmente A. 1. A:;, A. I. B. y A. I. Pe.

Para el desarrollo de los cromatogramas con estos extractos hemos
ensayado un total de siete disolventes con seis reactivos reveladores.

2a. Resultados. En el cuadro 1 damos los Rf para diferentes di-
solventes del A. I. A. puro (Merck), asi como de la mancha obtenida
en el ensayo cromatografico del extracto.

Cuadro 1
\ | Rf
Extracto hormonal l A. 1. A. (Merck)

Disolventes

Alcohol propilico : amoniaco : agua

(80 :5:15) : 0,51-0,52 0,52
Alcohol propilico : amonfaco : agua )

(60 : 30 : 10) 0,82-0,85 0,85
Alcohol isopropilico : amoniaco (28 %) : agua :

(80 : 10 : 10y 0,49-0,52 0,49
Alcohol etilico (70 %) 0,85 0,85
Alcohol butilico saturado con amoniaco (5 %) 0,35 0,35
Alcohol butilico : 4cido acético : agua : '

(60 : 15 : 25) 0,91-0,98 0,97

Alcohol butflico secundario : alcohol
metilico : agua
(80 :5:15) 0,25-0,26 0,24
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En este extracto tumoral se ha comprobado la presencia del A. 1. A.
o una auxina con el mismo Rf; la variacién encontrada depende del
disolvente y revelador empleados.

Para comprobar que la sustancia encontrada en el extracto tumo-
ral y que tiene igual Rf que el A. I. A., es verdaderamente A. I. A.,
se ha agregado al extracto tumoral A. I. A. puro; después de revelar
el cromatograma de este extracto modificado, obtuvimos una sola
mancha, m4s coloreada que cuando trabajabamos con los extractos
tumorales puros.

3. Ciomatograﬁa de los extractos obtenidos
segun Yamaki y Nakamura (47)

Mediante esta técnica, es posible investigar la presencia en los
extractos de A. I. A,, I. A,, triptofano y A. I. A. liberado por hidrdli-
sis alcalina.

8a. Fraccién dcida. En el desarrollo de los cromatogramas ante-
riores con los disolventes citados para auxinas dcidas, hemos empleado
los que nos dieron mejores resultados: alcohol isopropilico : amoniaco
(28 %) : agua (8 : 10 : 10) (al que denominaremos primer disolvente),
"y alcohol isopropilico : amoniaco : agua (10:1:1) (segundo disol-
vente), en cromatografia- ascendente.

En el caso particular de los extractos dcidos preparados segin Ya-
maki y Nakamura, esperidbamos encontrar solamente A. I. A., pero,
al revelar con el reactivo de Ehrlich, hemos encontrado una serie de
seis o siete manchas, perfectamente separadas (figura 3), cuyos Rf y
colores desarrollados con Ehrlich damos en el cuadro 2.

De estas manchas, la situada en tercer lugar siguiendo la direc-
cion de desarrollo ascensional, no aparece constantemente en todos
los cromatogramas con los dos disolventes empleados.

En el cuadro 3 damos los Rf de los compuestos indélicos usados
como testigos. '

Con los dos disolventes se ha identificado el A. I. A. e 1. A.; cuan-
do empleamos el primero, el Rf de 097 obtenido en los cromatogra-
mas de los extractos lo identificamos sin lugar a duda como I. A., ya
que, a pesar‘de la pequefia diferencia de valores de Rf encontrados
para el I. A. e I. A. N. testigos (0,97-0,98 y 099), se distinguen ficil-
mente uno de otro, pues el I. A. da con el reactivo de Ehrlich color
rojizo violeta como el del extracto hormonal, tipico de los compues-

8
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Figura 1. Diferente grado de germinacién ob-

servado por tratamiento con agua destilada

(placas superiores) y extracto tumoral (placas

inferiores), en semillas de guisante (izquierda)
y judia (derecha)

Figura 2. Diferente grado de germinacion observado por trata-

miento con agua destilada (izquierda) y extracto tumoral (derecha).
en garbanzos
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Figura 3. Cromatogramas de extractos etéreos tumorales (I y IV) y A. I. Pc. puro

(I y III). Disolventes: alcohol isopropilico : amoniaco : agua (10 : 1 : 1) y alco-

hol isopropilico : amoniaco (28 %) : agua (80 : 10 : 10). Revelador: reactivo de
Ehrlich

Cromatogramas I y III. Las manchas 2, 4 y 7 corresponden, respectivamente, al
A 1.G,A. 1. A el A;las 1,8, 5y 6, sin identificar, corresponden a productos
de descomposicion del A. I. Pc., en disolventes alcalinos.

Cromatogramas II y IV. Se ha obtenido igual resultado que con el A. I. Pc., ais-
léndose una mancha menos, correspondiente a. los productos de descomposicion

10
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Cuadro 2. Fraccion dcida hormonal obtenida segin Yamaki y Nakamura

Rf
Coloraciones
Alcohol isopropilico: Alcohol isopropilico:
amoniaco (28 %): agua amonjaco: agua
(80: 10: 10 (10: 1: 1)
0,97 0,96-0,97 Rojo violeta
0,90 0,92-0,93 Azul verdoso
0,84 0,76 Amarillo castafio
0,49-0,54 0,42-0,44 Azul fuerte
? 0,38 ? Rosa
0,47 0,30-0,32 Rojo
0,22-0,25 0,12-0,14 Amarillo, que pasa a verde; se refuer-

za por el calor

tos indolicos, mientras que el 1. A. N. da color azul verdoso, de los
indolnitrilos. Lo mismo sucede, con mayor diferencia de valores de
Rf, cuando usamos el segundo disolvente.

La mancha correspondiente' a los valores de Rf 0,22-0,25 (primer
disolvente) y 0,12-0,14 (segundo disolvente) de los cromatogramas de
extractos hormonales, presenta una caracteristica fija. Consiste en
que la mancha pierde rapidamente su color amarillento verdoso des-
pués de revelarla con el reactivo de Ehrlich, recuperdandolo en un
verde mads intenso al volverla a calentar y siendo la mancha casi im-
perceptible cuando los cromatogramas se mantienen frios.

Repasando bibliografia sobre este tema, encontramos que Stowe
y Thimann (38) citan dos compuestos presentes en extractos vegetales
que se revelaron y desarrollaron en las mismas condiciones de nues-
tra fraccién 4cida del extracto y cuyos Rf tienen valores préximos a
los nuestros; estos compuestos son: 4cido 3-hidroxiindolacético, de
Rf 017, y 4cido 7-hidroxiindolacético, de Rf 0,10; Kefford (23) ob-
tiene en cromatogramas de extractos de plantas una mancha verde de
Rf elevado y que identifica como I. A. N. Ninguno de estos compues-
tos encontrados por Stowe y Kefford presentan la caracteristica citada
de la variabilidad de intensidad del color verde, segtin se caliente o
no el cromatograma.

En un trabajo posterior, Kaper y Veldstra (22), al estudiar el me-
tabolismo del triptofano por el Agrobacterium tumefaciens, describen

11
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Cuadro 3
| R
Disolventes [
A I A A. 1. B. A. L Pc. 1. A. I. A N.
(Merck) (Merck) (Merck) (Fluka) (Light)
Alcohol isopropilico - : amoniaco
(28 %) : agua )
(80 : 16 : 10) 0,49-0,54 0,76 0,65-0,66 0,97-0,98 0,99
Alcohol isopropilico : amoniaco :
agua
{10:1:1) 0,44 0,72 0,60 0,97-0,98

0,99

¥e

phped d
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cémo el triptofano, precursor principal del A. I. A. por desaminacion
oxidante o transaminacién, da como un intermediario el A. I. Pc. Este
acido es una sustancia extremadamente 14bil, que al estudiarlo por cro-
matograffa con disolventes alcalinos se descompone en siete compues-
tos, dos de los cuales los identifican como A. I. A. e I. A. y un tercero
como A. I. G. Encuentran una mancha verde de Rf aproximado
0,11-0,12, con las mismas caracteristicas que las nuestra de Rf 0,12-0,14
y 0,22-0,25 (segtin los disolventes); la que dan como A. I. G. con Rf 0,32
es equivalente a la nuestra de Rf 0,30-0,32 y 0,47; la situada en tercer
lugar en desarrollo ascendente, como en nuestro caso, solo se les re-
vela en algunos cromatogramas, presentandose con caracteres cons-
tantes las cuatro manchas restantes, entre las que se encuentran el
AL A el A ,

Esta concordancia de resultados, encontrada entre las experiencias
de estos autores y las nuestras, se confirmé plenamente al estudiar
comparativamente por cromatografia los extractos acidos hormonales
de los tumores y el A. I. Pc. Se obtuvieron en los dos casos la serie
de siete manchas descritas anteriormente y con las mismas caracte-
risticas de coloracion, Rf y aparicién variable en alguna de ellas (fi-
gura 3). '

Estos resultados parecen’ demostrar que en estos extractos se en-
cuentra presente A. I. A. libre y probablemente A. I. Pc., éste, bajo
determinadas condiciones cromatograficas, se rompe, originando A.
I. A. e I. A, quizas A. I. G. y las demas manchas que Kaper y Veldstra
llaman «artefactos». Aunque exista seguramente en estos 'extractos
A. 1. Pc., s6lo hemos podido demostrar, como. los autores citados, la
presencia de las distintas sustancias que origina al romperse este com-
puesto, cuando se desarrolla con disolventes alcalinos. .

8b. Fraccién neutra. En la fraccion neutra de estos extractos, pre-
parados segtin se dijo anteriormente, hemos podido investigar la pre-
sencia de I. A. E,, I. Ac. e I. A. N., sintetizdndose el I. Ac. en nuesiro
laboratorio, no habiendo podido comparar su pureza con el producto
sintético'y sélo con los datos como Rf, etc., dados por otros autores.
El 1. Ac. se sintetiz6 mediante acetilacién del I. A. con anhidrido

~ (*) Deseo expresar mi agradecimiento a los doctores Kaper y Veldstra, de la
Universidad de Leyden (Holanda), que amablemente me han proporcionado el
acido indolpirvico para estas experiencias.

13
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acético y 4cido sulftrico, siguiendo la técnica dada por Miller y
colaboradores (34).

La acetilacién no se consiguio en la totalidad del producto, pues
qued6 como impureza un resto de I. A., ya que en los cromatogramas
desarrollados con alcohol etilico de 7C por ciento y revelados con el
reactivo de Eck, se obtuvieron dos manchas, una de color violeta ro-
jizo, que se corresponde con el Rf 0,45-0,50 dado.por Yamaki y Na-
kamura para el I. Ac. puro en las mismas condiciones, y otra de Rf
0,95-097 de color amarillo fuerte, que corresponde al I. A. sin ace-
tilar.

En los cromatogramas de la fraccion neutra de desarrollo ascen-
dente con alcohol isopropilico: amoniaco (28 %) : agua (80 : 10 : 10)
y revelados con reactivo de Eck, se han obtenido dos manchas de co-
lor marrén oscuro, de Rf 0,47 y 0,98, que, aunque tienen igual Rf que
el I. Ac. e I. A. N. puros, no son ninguno de ellos, por la diferencia
de colores ob.enida; esta diferencia se observa mejor revelando con
el reactivo de Ehrlich, pues la mancha correspondiente al I. A. N.
puro es de color pardo azulado y la de Rf 0,98 del extracto neutro es
de color rojizo anaranjado. . ’

En una experiencia comparativa de las fracciones neutra.y acida,
esta Gltima estudiada anteriormente, se han preparado cromatogra-
mas de desarrollo descendente en alcohol etilico de 70 por ciento, que se
revelaron con reactivo de Eck; en los cromatogramas de las dos frac-
ciones se han obtenido, respectivamente, una mancha de color cas-
tafio oscuro y Rf 0,78; el I. A. N. puro en las mismas condiciones da
un Rf 0,74-0,76, pero la mancha es de color amarillo fuerte.

Este estudio comparativo de las dos fracciones, dcida y neutra,
también se ha llevado a cabo revelando con reactivo de Eck cromato-
gramas de la fraccién 4cida, desarrollados en solucién isopropilica
ascendente; hemos encontrado una mancha marrén oscura de Rf 047,
que se corresponde con la del mismo Rf encontrada en un principio
en la fraccion neutra.

Estas manchas de Rf 0,47 presentes en las fracciones acida y neu-
tra, no son ningin compuesto inddlico, pues al revelar estos croma-
togramas con Ehrlich, en el de la fraccion neutra no se ha puesto
de manifiesto m4s que una mancha anaranjada, de Rf 095, y en el
de la fraccién 4cida, las ya citadas en el apartado anterior.

Los cromatogramas de los extractos neutros se han desarrollado

14
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Cuadro 4

Rf y coloracién

Disolvente Revelador —
Fraccién L Ac. L A L A. N. L A E
neutra
_ N Eek 047 095 0,45-0,50 0,45-0,97 0,97
A100h01, isopropilico : C (castafio oscuro)  (rojo violeta) (amarillo) (pardo verdoso)
amoniaco (28 %)
agua Ehslich 0,95 0,45-0,50 0,97 0,97 0,98
(80 : 10 : 10) (anaranjada) (rojiza) (rojo violeta) (pardo azul) (ptrpura)
Cuadro 5
. Rf y coloracién
Disolvente Revelador
Fraccion Fraccién A LN
- 4cida neutra C
. 0,78 0,78 0,74-0,76
Aleohol etilico (70 %) Eck (castafio oscuro) (castafio oscuro) (amarillo fuerte)
Alcohol isopropilico : amonia- ‘
co (28 %) : agua Eck 0,47 0,47-0,97 0,97
c (castafio oscuro) (castafio oscuro) (pardo verdoso)

(80 : 10 : 10)

oaijo 12p souna3onq S@JOW”}‘SO[ ap puowioy -UQ}OODJ,[ vy
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también en agua destilada, estando la cidmara cromatografica satu-
rada con una solucién de 4cido acético o amoniaco de 10 por ciento;
con el I. A. N. puro hemos obtenido un Rf 0,45-0,46, que es el mismo
valor que da Bitancourt (7) para el I. A. N. puro y para el que iden-
tifica a partir de extractos de «crown-gall»; nosotros, con nuestro
extracto, hemos obtenido una mancha tdnica alargada, con cola, no
pudiéndose comprobar la presencia de I. A. N, I. A. E. (*) e L. Ac.
por comparacién de los datos obtenidos con los Rf de los productos
puros.

Tampoco hemos obtenido buen resultado cuando hemos utilizado
como disolventes: tolueno (100 %); tolueno : agua (95:5); bence-
no (100%), y benceno : agua (95 : 5), recomendados por Nitsch (35),
pues, como en el caso anterior, el extracto tumoral da en los cro-
matogramas desarrollados con estos disolventes una mancha con mu-
cha cola.

En el cuadro 4 damos los resultados obtenidos en los ensayos cro-
matograficos con la fraccién neutra y compuestos inddlicos, frente a
los reveladores de Eck y Ehrlich.

En el cuadro 5 se da el resumen del estudio comparativo de las
fracciones 4dcidas y neutras, donde se muestra la no identidad de sus-
tancias con igual Rf, por no dar igual reaccion coloreada con los
mismos reactivos.

8c. Triptofano. Para investigar la presencia de triptofano en la
fraccién separada segin la técnica de Yamaki y Nakamura, hemos
empleado diferentes disolventes, y como reveladores el reactivo de
Ehrlich y ninhidrina de 0,1 por ciento en alcohol propilico (Block (10).

En el cuadro 6 damos los valores de Rf obtenidos en la fraccién
triptofano del extracto tumoral y los del triptofano puro, con distin-
tos disolventes. Estos resultados demuestran la presencia de tripto-
fano en la fracciéon ensayada por igualdad en los valores Rf encon-
trados y en la coloracién de las manchas con ninhidrina.

3d. A. I A, ligado. Con los distintos disolventes y reveladores
empleados no hemos encontrado en los cromatogramas de esta frac-
cion mancha alguna.

(*) Indolacetato de etilo.
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Cuadro 6
Rf
Disolvente Fraccién Triptofano
triptofano (Merck)
Alcohol isopropilico : amonfaco : agua
(80 :5:15) 0,45 0,43
Alcohol propilico : amoniaco : agua
(60 : 30 : 10) ’ 0,47 0,47
Alcohol butilico saturado con amoniaco .
(5 %) ) 0,45 0,45-0,47
Alcohol butilico : 4cido acético : agua
(60 : 15 : 25) 0,51 0,52
Alcohol butilico : 4acido acético : agua ,
(40 : 10 : 50) 0,51-0,52 0,52

4. Cromatografia de los extractos obtenidos
seguin la técnica de Bitancourt (7)

Los resultados que hemos obtenido al estudiar cromatograficamen-
te las fracciones dcida y neutra separadas por esta técnica, son con-
cordantes con los obtenidos, respectivamente, segiin la técnica de Ya-
maki y Nakamura, estudiada anteriormente.

5. Cromatografia del extracto cloroférmico
obtenido segiin Thimann (39)

Para los cromatogramas de estos extractos usamos en desarrollo
ascendente alcohol isopropilico : amoniaco (23 %) : agua (80 : 10 : 10).

Al revelar con reactivo de Ehrlich, identificamos el I. A. con un
Ri de 0,95-098 y, sin embargo, no encontramos A. I. A.

6. Cromatografia del extracto alcohdlico
~ obtenido segiun Linser (32)

Solamente hemos obtenido resultados positivos al revelar con Ehr-

lich, identificando, como en el caso anterior del extracto clorofémico.,
el I. A .

7. Cromatografia del extracto acuoso

obtenido segin Gorter (20)

Hemos obtenido resultados negativos con todos los disolventes y
reveladores empleados.
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CONCLUSIONES

Gbtuvimos la comprobacién de la presencia de A. I. A. y otras
sustancias auxinicas en los tumores, asi como su biogénesis a partir
del iriptofano, via A. I. Pec, al lograr identificar en los extractos hor-
‘monales preparados segin las técnicas de Yamaki y Nakamura, Bi-
tancourt, etc., y mediante cromatografia en disolventes alcalinos, los
productos de descomposicion del A. I. Pec., citados por Bentley y
Hcusley (4) y Kaper y Veldstra (22), encontrando en nuestros cromato-
gramas al revelar con reactivo de Ehrlich, las seis manchas tipicas
citadas por dichos autores, de Rf: 0,20-0,22, 0,47, 0,49-0,54, 0,84, 0,90,
0,97-098 e identificAindose a las de Rf 0,47 como A. I. G.; 0,49-0,54,
como A. I. A., v 0,97-0,98, como I. A. ‘

El no haber identificado auxina neutra alguna en las fracciones
hormonales correspondientes de estos tumores, nos ha hecho descartar
como posibles vias de formacién del A. I. A. a partir del triptofano las
que tienen como productos intermediarios, I. A. e 1. A. N,, propo-
niéndose, en consecuencia, como via de la sintesis biologica del A. I. A.
presente en los tumeres, la que sigue este camino (Thimann (42):
protefna — triptofano — A. I. Pe.—~A. 1. A. - '

Mientras que Kaper y Veldstra sélo observaron esta via de for-
macién del A. 1. A. en medios de cultivo sintético, nosotros la hemus
logrado identificar, a pesar de la inestabilidad del A. I. Pc., como un
proceso biogenético, ya que lo conseguimos partiendo de un mate-
rial biolégico como son los tumores del olivo.

RESUMEN

Se estudia en los tumores bacterianos del olivo la biogénesis del
4cido B-indolacético a partir del triptofano, encontrandose que ésta
se realiza por la via del 4cido indolpirévico y cuyos productos de des-
composicién se ideiitifican en los extractos tumorales, mediante cro-
matografia en disolventes alcalinos.

18
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SUMMARY

The biogenesis of the g-indole acetic acid from triptophan in the
olive oil bacterial tumors has been studied. We have found that the
biogenesis takes place via B-indole pyruvic acid. The degradation
products in the tumoral extracts are identified by chromatography in
alkaline solvents. ‘
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INTRODUCCION |

Revisando la bibliografia referente al mejoramiento de la produc-
cién de 4cido citrico por fermentacién, encontramos que Schweiger y
Snell (5) afiadian 500 ppm de morfolina a un medio sintético y ob-
tenfan un aumento en la eficacia de la fermentacidn, estimulando la
germinacién, estabilizando los caracteres y produciendo citrico mas
rapidamente.

Sin embargo, el efecto mis notable es el conseguido por la adi-
cion de alcoholes de bajo peso molecular, como hace Moyer (4). Sus
cultivos apenas presentan esporulacion, y sabemos que cuando la pro-
duccién de 4cido citrico se eleva, se presenta este efecto. Esto ocurre

- sobre todo, cuando se adiciona a los medios un 3 por ciento de metanol
o etanol. :

Malo y Regueiro (2) adicionan metanol, etanol, propanol, isopro-
panol, butanol e isobutanol a medios sintéticos en fermentacion super-
ficial, y observan que el mejor efecto es producido por el metanol.
que disminuye el consumo de azicar y la cantidad de micelio, frena
el crecimiento y la esporulacion, pero en cambio produce mayor can-
tidad de 4cido citrico. Asi, en un medio sintético, con un 4 por ciento
de metanol, logran un 56,8 por ciento de 4cido citrico, aumentando
esta cifra si falta cobre o manganeso.

Microbiol. Espaii., 15(1962), 35. 1
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En esto influye bastante la raza de hongo, pues hay algunas de
¢éstas poco tolerantes al metanol. Moyer (4) adiciona también alco-
holes a medios con melazas de aziicar, observando que el metanol au-
menta el rendimiento en 4cido citrico en medio de melazas de re-
molacha, y aun mads si éstas estan tratadas por ferrocianuro.

En el presente trabajo estudiamos la influencia de la adicién de
algunos alcoholes, como metanol, etanol, propanol, isopropanol, bu-
tanol e isobutanol a medios con melazas de remolacha y de cafia, am-
bos tratados y sin tratar con ferrocianuro, aparte del estudio de otros
factores adicionales. :

METODOS

En este trabajo se emplean los métodos generales dados por Malo
y Regueiro (1) y Puente y Regueiro (4) en relacién con el hongo utili-
zado (Aspergillus niger 72-4 Wiss. mutante), los medios de conserva-
cién y fermentacién, y el control de las muestras. La adicién de los
alcoholes se realiza después de la esterilizacién del medio.

Se realizan determinaciones de pH, cantidad de micelio, aztcar
remanente, acidez titulable y 4cido citrico, por técnicas dadas ante-
riormente.

RESULTADOS

En primer lugar, estudiamos la posible influencia de los diferentes
alcoholes (metanol, etanol, propanol, isopropanol, butanol, isobuta-
nol) en la fermentacién de melazas de remolacha y cafia. Después
estudiamos en medios adicionados con metanol, la influencia del pH,
complexonas y el medio de inoculacién. Por tdltimo, vemos si la mor-
folina posee influencia en nuestros medios.

Influencia del metanol

Para ver ésta se utilizan cuatro tipos de medios, a los que se adi-
cionan diferentes cantidades de metanol, como se indica en las gra-
ficas correspondientes.

a) Medio con melazas de remolacha, cuyos resultados se ex-
presan en la figura 1. A medida que aumenta la concentracién de me-

2
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tanol disminuye la cantidad de micelio; a partir del 6 por ciento em-
pieza a bajar el consumo de. azicar, subiendo el 4cido citrico hasta
79,6 por ciento; a partir de esta concentracién empieza a bajar rdpida-

Metanol

~

oo

A =Az{car, porcentaje. A.=Acido citrico, porcentaje.
M = Micelio, gramos
Eigura 1
A, x (*) 5. A;, x 50

mente. El crecimiento és lento a medida que sube el metanol, y no
hay esporulacion hasta los seis dias.

El medio sin metanol da un micelio liso, consistente, con esporula-
cion completa en pardo oscuro y cabezas esporigenas pequeiias; con
2-4 por ciento de metanol, el micelio tiene esporulacién en pardo
oscuro y cabezas esporigenas grandes; con 6 por ciento de metanol,
el micelio ya aparece blanco y no esporulado, y, finalmente, con 8-10
por ciento de metanol, apenas hay crecimiento.

{(*)  En cada caso, la cifra exacta se obtiene multiplicando la de la escala por el
nimero que va detrds de este signo. : -
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b) Medio también con melazas de remolacha, pero tratadas
por ferrocianuro en la forma general; sus resultados se expresan en
la figura 2. Observamos que hay aumento de micelio hasta 2 por
ciento de metanol, y después baja rapidamente; a su vez, el consumo
de aztcar comienza a bajar rdpidamente a partir de 4 por ciento de
metanol; el‘ acido citrico sube hasta 69,6 por ciento en presencia de

0.6

0,4

02

Metanaol

Figura 2

A, x 10. A., < 50

4 por ciento de metanol, bajando después rapidamente. El crecimiento
es cada vez mds lento a medida que sube el metanol, y no hay espo-
rulacién. o

El medio sin metanol da un micelio blanco, consistente, con es-
porulacién incompleia en pardo, apenas micelio sumergido; con 24
por ciento de metanol, el micelio es blanco, consistente, muy rugoso y
no esporulado; con mds metanol, apenas hay crecimiento.

¢) Medio con melazas de cafia, cuyos resultados se expresan
en la figura 3. Observamos que la cantidad de micelio, as{ como el
consumo de- aziicar, baja ligeramente; el acido citrico sube hasta 40
por ciento con 4 por ciento de metanol. El crecimiento, como en los
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casos anteriores, es cada vez mds lento a medida que sube el metanol,
y no hay esporulacion.

El medio sin metanol, o el que tiene de 1-2 por ciento de metanol,
da un micelio totalmente. esporulado en pardo oscuro, el primero, y
pardo negruzco, los dem4s; con més cantidad de metanol se produce
micelio amarillo tenue y sin esporular.

1,24

084

064

04

0,2

T T %
Metanol
Figura 3
A, X 5. Ae, x 50

4 s %

d) Medio también de melazas de cafia, pero tratadas por fe-
rrocianuro en la forma general; sus resultados se expresan en la figu-
ra 4. Observamos alguna disminucion de micelio en presencia de me-
tanol, asi como de consumo de azicar; en cuanto a la produccion de
acido citrico, parece que hay pocas variaciones, manteniéndose entre
30-35 por ciento en presencia de metanol. De todas maneras, el creci-
miento se hace cada vez mas lento a medida que sube el metanol, y
no hay esporulacién.

El medio sin metanol produce un micelio consistente, ligeramente
rugoso, parcialmente esporulado en pardo oscuro; con 1-4 por ciento
de metanol, el micelio es ligeramente rugoso, parcialmente esporula-

5
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T T T

3
Metanol

o

%

Figura 4
A, x5 A, x 50

do en pardo, aumentando su consistencia con la cantidad de metanol;
con 5 por ciento de metanol, el micelio es consistente, ligeramente ru-
goso, amarillo y no esporulado.

Influencia del etanol

- Para estas experiencias se siguen las técnicas generales de fer-
mentacion, utilizando los cuatro tipos de medios dados en la expe-
riencia anterior, a los que se afiaden diferentes cantidades de etanol
(0,5 por ciento). En lineas generales, el etanol influye poco en la pro-
duccion de 4acido citrico por fermentacién, pero, de todas maneras,
veamos lo que ocurre en cada caso particular.

a) Medio con melazas de remolacha. Hay muy poca variacién
del pH, cantidad de micelio, consumo de azticar y produccién de
acido citrico; de todas maneras, el etanol retrasa el crecimiento, aun-
que no inhibe la esporulacidn.

En-cuanto a los caracteres morfoldgicos que presentan los culti-
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.

vos & los seis dfas, el medio sin’ etanol présenta micelio liso, consis-
tente, esportlacidn completa en pardo oscurd, con cabezas esporige-
nas pequeifias; con 1-4 por ciento de etanol es parecido, pero la espo-
rulacién - és incompleta; con un 5 por ciento de etanol el micelio es
amarillo, don esporuIacmn en los bordes T

b) Medio también con melazas de remolacha, pero tratadas con
ferrocianuro. Aqui tampoco se observa variacidn apreciable en los
factores y testigos de fermentacién, como en el caso anterior.

En cuanto a los caracteres morfoldgicos, el medio sin etanol da un
micelio blanco, consistente, con esporulacién incompleta en pardo y
micelio algo sumergido; con 1-8 por ciento de etanol, el micelio es
consistente; la esporulacién, incompleta, en pardo, rugosa; con 4 por
ciento de etanol, el micelio es amarillo, ligeramente rugoso, no espo-
rulado; con 5 por ciento se produce un micelio blanco, muy tenue,
que cubre toda la superficie, y no esporulado.

c) Medio con melazas de cafia. No se observan variaciones apre-
ciables en los factores analizados, como en los casos anteriores.

En cuanto a los caracteres morfoldgicos, €l medio sin etanol da un
micelio consistente, esporulado en pardo; con 1-4 por ciento de etanol
da micelio ligeramente consistente, esporulado en pardo ceniza; con
5 por ciento de etanol da lo mismo.

d) Medio también de melazas de cafia, pero tratadas con fe-
rrocianuro. "No se Qbsewan variaciones apreciables, como en casos
anteriores. '

En cuanto a caracteres morfolégicos, el medio sin etanol da un
micelio consistente, ligeramente rugoso, totalmente esporulado en par-
do oscuro; con 1-2 por ciento de etanol se produce un micelio de
mayor consistencia, liso, totalmente esporulado en pardo; con 3-4 por
ciento de etanol, el micelio es consistente, liso, totalmente esporulado

- én'pardo grisiceo, y con 5 por ciento de etanol se produce un micelio
hgerimente consistente, liso, totalmente esporulado en pardo grisiceo.

Influencia del _propanol

Para esta experiencia se siguen las técnicas generales anteriores de
fermentacidn, utilizando también los cuatro tipos de medios, a los
que se afiaden diferentes cantidades de propariol (0-1,4 por @eﬁo
En lineas generales, se observa influencia del propanol en el caso de
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medios preparados con melazas de remolacha, pero no en las mela-
zas de cafia, como veremos a continuacién en cada caso.

a) Medio con melazas de remolacha, cuyos resultados se expresan
en la figura 5. Se observa poca variacién hasta 0,8 por ciento de
propanol, pero después hay aumento de pH, disminucién de micelio
y consumo de azicar y caida rdpida de produccién de acido citrico.
Se retrasa el crecimiento, pero no se impide la esporulacion.

By
0,8
A
0,6
0,44 XM
Ac
0,21
02 04 06 08 10 1,2 14 %
Propanol
Figura 5

A, x 10. Aq, x 50

En cuanto a los caracteres morfoldgicos, el medio sin propanol da
micelio consistente, ligeramente rugoso y esporulacién parda oscura;
con 0,4-0,8 por ciento de propanol se produce micelio liso total y espo-
rulacién cenicienta; con 0,8 por ciento de propanol, el micelio es liso
totalmente y amarillo y esporulacion cenicienta, escasa; con 1,0-1,4
por ciento, el micelio sélo crece en los bordes, en amarillo y no es-
porulado.

b) Medio con melazas de remolacha, pero tratadas con ferro-
cianuro; sus resultados se expresan en la figura 6. Se observa que la
adicién de 04 por ciento de propanol hace subir la produccién de

8
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4cido citrico a 61 por ciento, para después bajar rdpidamente con mas
concentracién; también tiende a disminuir la cantidad de micelio y el
consumo de aztcar. El crecimiento se retrasa y no se impide la es-
porulacidn. . .

En cuanto a los caracteres morfolégicos, el medio sin alcohol da
micelio blance sucio, rugoso y no esporulado; con 0,4-0,6 por ciento de

0,2 0,4 0,6 o,' 8 1,0 1,'2 %
Prapanol

Figura 6
A, x 5. A, x 50

propanol da micelio amarillo, rugoso y no esporulado; con 0,8-1,2 por
ciento de propanol da micelio amarillo en el borde y no esporulado.

¢) Medio con melazas de cafia. No se observan grandes varia-
ciones en cuanto a los factores que se estudian.

En relacién con los caracteres morfolégicos, el medio sin aleohol
da micelio totalmente esporulado en pardo oscuro; con 0,3-0,6 por ciento
de propanol, se produce micelio ligeramente consistente, esporulado
en pardo; de 0,9-1,2 por ciento de propanol se produce micelio amarillo,
ligeramente consistente y no esporulado.
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.+ d) Medio con melazas de cafa, pero tratadas con ferrocianuro.
No se-observan tampoco grandes variaciones en cuanto a los factores
que se.estudian. , : . \

En relacién con los caracteres morfologlcos, el medio sin ‘alcohol
da micelio blanco,liso; hgeramente esporulado; con 0,3-0,6 por ciento
de propanol da micelio amarillo, liso, ligeramente esporulado; con
0.9-1.2 por ciento de propanol se produce micelio blanco y ligero,
no esporulado. )

Influencia del isopropanol

Para esta experiencia se siguen las técnicas generales anteriormen-
te sefialadas, utilizando los cuatro tipos de medios, a los'que se afiaden
diferentes cantidades de isopropanol (0-1,2 por ciento). En lineas ge-
nerales, este alcohol ejerce poca influencia en la fermentacién de
melazas de remolacha y cafia. Veamos cada caso particular.

a) Medio con melazas de remolacha. No se observa accion apre-
ciable en el pH, cantidad de micelio, consumo de aztcar y produc-
cién de 4cido citrico. Se retrasa el crecimiento, pero no se afecta la
esporulacién. -

En cuanto a los caracteres morfoldgicos, a los cinco dlas de fer- '
mentacién el medio sin alcohol da micelio consistente, ligeramente
rugoso, con: esporulacicn parda oscura; con 0,4-0,8 por ciento de isopro-
panol da lo-mismo, pero la esporulacion es color ceniza; con 1,0-14
por ciento, el micelio es amarillo, consistente, ligeramente rugoso y no
esporulado.

b) Medio también de melazas de remolacha, pero tratadas con
ferrocianuro. No se observa variacion de pH, cantidad de micelio
y consumo de aztcar, pero el acido citrico sube a 47,5 por cienlo
con 0,6 por ciento. de 1sopr0panol El cercimiento y la esporulacion
no se afectan.

En cuanto a los caracteres morfoldgicos, en todos, a los cinco dias,
aparece el micelio blanco sucio, Tugoso, no esporulado, con .tomento
blanco en toda la superﬁme . , - ‘e -

¢) . Medio-de. melazas de caia. No se observan variaciones en el
pH, . cantidad de micelio y consumo de azicar. En cuanto a la pro-
duccién de 4cido citrico, la presencia del 1sopropanol reduce su can-
tidad. El crecimiento es mds lento y no se afecta la- esporulacmn

8
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~ En cuanto a los caracteres morfoldgicos, a los seis dias el medio
sin. alcohol estd totalmente esporulado en pardo oscuro; con 0.3-0.6
por ciento de isopropanol se produce micelio ligeramente consistente y
parcialmente esporulado en pardo ceniza; con 0,9-1.2 por ciento de iso-
prepanol, el micelio se presenta blanco grisaceo, 11geramente consis-
tenté )y con comienzo de esporulacion.

d) - Medio también con melazas de cafia, pero tratadas por fe-
rrocianuro. No se observa gran variacién en cuanto al pH, cantidad
de micelio y consumo de azicar; en cuanto a la produccién de 4cido
citrico; la presencia del alcohol hace bajar su cantidad.

En cuanto a los caracteres morfolégicos que se presentan a los
ocho dias de fermentacién, el medio sin alcohol tiene micelio con-
sistente, ligeramente rugoso, ésporulado en pardo oscuro; con 0,3-0,9
por ciento de isopropanol se produce micelio grueso, consistente y liso,
esporulado en pardo; con 1,2 por ciento de alcohol, es igual, pero la
esporulacién es en pardo claro.

I ézfl‘ife)hcia del butanol

, '

Para esta expenﬁnma se siguen las técnicas generales' antes sefla-
ladas y empleando los cuatro tipos de medios a los que se afiaden
diferentes cantidades de butanol (0-0.8 por ciento). En lineas genera-
les, se observa influencia del butanol en el caso de medios prepara-
dos con melazas de cafia, pero no tanto en los de melazas de remo-
lacha, como:se indica a-continuacién. N

a) Medio con melazas de remolacha, en el que se observa muy
poca variacion en cuanto al pH, cantidad de micelio, consumo de
aztcar y produccmn de 4cido citrico (da 61 por ciento, con 0,4 por
ciento de butanol). El crecimiento se retrasa y la esporulacién no se
afecta. '

En cuanto a los caracteres morfoldgicos, a los siete dias de fer-
mentacién, el medio sin alcohol da miéelio consistente, ligeramente
rugoso y totalmente esporulado en pardo; con 02 por ciento de bu-
4anol~da’ micelio parcialmente esporulado en pardo ceniza; con 04
por ciento de butanol da micelio blanco, hgero ‘consistente y no
esporulado, con manchas de color ocre.

b)" Medio también con melazas de remolacha pero tratadas con
ferrocianuro. Como en el caso anterior, no se observa variacién apre-

11
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ciable de pH, cantidad de micelio, consumo de aziicar y produccidén
de 4cido citrico. El crecimiento se retrasa y ademas se impide la
esporulacion. ,

En cuanto a los caracteres morfoldgicos, el medio sin aicohol da
micelio blanco sucio, poco esporulado, en pardo; con 0,2-0,4 por ciento
de butanol da micelio blanco, poco consistente, que cubre toda la
superficie y no esporulado; con 0,6 por ciento de butanol, el micelio
es blanco, tenue y no esporulado; lo mismo sucede con 0,8 por ciento
de butanol.

c) Medio con melazas de cafia, cuyos resultados se expresan en
la figura 7. El pH tiene tendencia a elevarse, y se observa que la

304 A
25 4
204
15 4
A
1.0
LS .
\‘______,—_ l\
05 X3 M
T T T T
0,2 0,4 0,6 0,8 %
Bulanol
Figura 7

A, x 2. A,, x 10

cantidad de micelio no varia, pero el consumo de azticar y la can-
tidad de 4cido citrico tienden a bajar a partir de 0,5 por ciento de bu-
tanol. El crecimiento se retrasa y se impide la esporulacién.

En cuanto a los caracteres morfoldgicos, el medio sin alcohol da
micelio esporulado, totalmente en pardo oscuro; con 0,2 por ciento de

12
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butanol da micelio aéreo, ligero, rugoso y no esporulado; con 0,4-0.6
por ciento de butanol da micelio blanco, ligero, consistente, no es-
porulado; y con 0,8 por ciento de butanol da micelio blanco, tenue y
no esporulado.

d) Medio también con melazas de cafia, pero tratadas con fe-
rrocianuro, y cuyos resultados se expresan en la figura 8. El pH tiene
tendencia a elevarse; la cantidad de micelio baja lentamente, pero el

“

309

2,5

14
Butanol
Figura 8
A, x 3. A, x 10

consumo de azticar y la produccién de 4cido citrico disminuyen ra-
pidamente. El crecimiento se retrasa y se impide la esporulacién.

En cuanto a los caracteres morfoldgicos, el medio sin alcohol pre-
senta micelio blanco y consistente, ligeramente ‘rugoso y esporulado
en pardo; con 0,2-0,6 por ciento de butanol, el micelio es blanco sucio,
ligeramente consistente, en parte sumergido y no esporulado; con 0,8
por ciento de butanol no se forma micelio.

13
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: Influencia del isobutanol =~ =
Para esta experiencia se siguen -las técnicas generales antes men-
cionadas y empleando los cuatro tipos de medios, a los que se afiaden
diferentes cantidades de isobutanol (0-0,8 por ciento). Los resultados
Ce cada caso se dan.a continuacion. L N
-a) Medio con melazas. de remolacha, en elvqfle se observa a
partir de la adicién de 0,5 por ciento de isobutanol, disminucién en

T4 0,6
¢ Isgbutanal

Figura 9
A, x 20. A, x 100

el consumo de. azlcar 'y en la produccion de acido citrico; el pH y
Ja cantidad de miicelio varian ligeramente. El crecimiento se retrasa
y se impide la esporulacién. L v

En cuanto a los caracteres morfoldgicos, el medio sin alcohol, a
los siete dias, da un micelio consistente, ligeramente ‘rugoso y total-
mente esporulado en pardo; con 0,2 por ciento de isobutanol, el mi-
celio es blanco, consistente, con el centro sumergido y no esporulado;
con 04 por ciento de isobutanol da micelio blanco, tenue, con man-

14



Produccion de dcido citrico por fermentacién. VI 49

chas ocres y nopgpor_ul’ado; con 0,6-0,8 por ciento de isobutanol, el
miceiio es blanco, tenue y no esporulado.

"~ b) Medio de melazas de remolacha, pero tratado con ferrocia-
nuro; sus resultados se expresan en la figura 9. El pH tiene tenden-
cia a elevarse; se observa que la cantidad de micelio, consumo de
aztcar y produccién de 4cido citrico disminuyen rapidamente hasta

3,0

25+

e 0.
- Isobutanol

Figura 10
A, % 87 A, x 10
$ ' : '
anularse ‘a una concentracién de 0,8 por ciento de isobutanol. El cre-
cimiento se retrasa y la esporulacién se impide.

En relacion con los caracteres morfoldgicos, el medio sin alcohol da
un micelio consistente, escasamente esporulado en pardo; con 0,2-0,4
por ciento de isobutanol da micelio blanco sucio, tenue y no esporu-
lado; en las demis concentraciones no se forma micelio.

¢) Medio de melazas de cafia; sus resultados se expresan en la
figura 10. El pH.tiende a elevarse; la cantidad de micelio y el con-
sumo de aziticar disminuyen lentamente, y el 4cido citrico disminuye
rapidamente a partir de la adicién de 0,4 por ciento de isobutanol.

15
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En lo relativo a los caracteres morfoldgicos, el medio sin alcohol da
un micelio totalmente esporulado en pardo oscuro; con 0,2 por ciento
de isobutanol da lo mismo; con 0,4-0,6 por ciento de isobutanol da
micelio blanco, liso, ligeramente consistente y no esporulado; con 0,8
por ciento de isobutanol no se produce micelio.

d) Medio también con melazas de cafia, pero tratadas con ferro-
cianuro; sus resultados se expresan en la figura 11. El pH tiene ten-

30
251
2,0
154
10

05

0,4
Isobutanol

Figura 11
A, X 8. A, x 10

dencia a elevarse; la cantidad de micelio baja lentamente, asi como
el consumo de aztdcar; en cambio, la produccién de 4cido citrico dis-
minuye rdpidamente hasta anularse, con 0,8 por ciento de isobutanol.

En relacién con los caracteres morfolégicos, el medio sin alcohol
da un micelio blanco, consistente, ligeramente rugoso, totalmente es-
porulado en pardo; con 02 por ciento de isobutanol da micelio blan-
co sucio, liso, no esporulado; con 0,4 por ciento de isobutanol da lo
mismo, y con mayor cantidad no se forma micelio.

16
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Influencia del pH en medio de melazas con metanol

Para esta experiencia se siguen las técnicas generales antes mencio-
nadas, con medios con melazas de remolacha y cafia, a los que se adi-
ciona 6 por ciento de metanol. Se prueba la accién del pH inicial en-
tre 3,5-6,5.

En el caso de medios con melazas de remolacha, sus resultados se
expresan en la figura 12. Se observa que, tanto la cantidad de micelio

55 40 45 0 55 &0 65 pH

Figura 12
A, x 10. A., x 50

como el consumo de azicar y produccion de acido citrico, se van ele-
vando a medida que se sube el pH hasta 5,5, en que se produce 81,6
por ciento de conversién de azticar en 4cido citrico. El pH no influye
ni en el crecimiento ni en la esporulacidn, la cual se inhibe por de-
bajo de pH 5,0.

En el caso de medios con melazas de cafia no se encuentra que
el pH afecte a la fermentacién en alguno de los factores estudiados.

En cuanto a los caracteres morfoldgicos, a los tres dias no hay di-

17
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{erencias entre todos los medios; a los seis dias, en, medios de melazas
de remolacha y hasta pH 4,5, se produce micelio blanco y a mas pH,
es amarillo; en los medios con melazas de cafa, el micelio es blanco,
ligeramente rugoso, hasta un pH’ 75 en que el mlceho set hace poco
consistente 'y liso. '

Influencia de las complexonas en medio de melazas con metanol

"Para esta experiencia se siguen las técnicas generales antes sefala-
das, con medios de melazas de remolacha y cana; se adiciona 1-4 por
ciento de metanol y 0,1589 por ciento de complexona IV' (ADCT)

09
0,8
0,7
0,6

0,54

0,2

0,1

1 2 3 4 %
Metanol

Figura 18 s ey ey

A, x 10. A., x 50
a las melazas de remolacha, y 0,2932 por ciento de la misma com-
p]exona a las melazas de cafia. - o
"En el caso de las melazas de remolacha y hasta 4 por ciento de
metanol, no hay variaciones en el pH, ¢antidad de micelio, consumo
de aztiear y produccién de 4cido citrico (da 80 por ciento con 3 por

18
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ciento de metanol). Si se afiade 5 por ciento de metanol, disminuyen
rdnidamente todos los factores. El crecimiento tiende a disminuir y
la esporulacién se impide con 5 por ciento de metanol.

En cuanto a los caracteres morfoldgicos, a los ocho dias de fer-
mentacién, hasta 2 por ciento de metanol, el micelio es consistente y
esporulado en pardo oscuro; con 3-4 por ciento de metanol, es ama-
rillo, poco consistente y parcialmente esporulado; con mds, no se for-
ma micelio. ' ;

En el caso de melazas de cafia, sus resultados se expresan en la
figura 13. Se observa una disminucién de cantidad de micelio, consu-
mo de aztcar y produccién de 4cido citrico. ,

En relacién con los caracteres morfoldgicos, a los ocho dias de fer-
mentacién, hasta 1 por ciento de metahbl, ‘el micelio es poco con-
sistente y parcialmente esporulado en pardo oscuro; con 2-3 por ciento
de metanol, el micelio es amarillo, liso, tegue, apenas esporulado en '
pardo; con méds metanol no se forma micelio.

-

Influencia de la morfolina

Para esta experiencia se siguen las técnicas generales antes men-
cionadas, con medios de melazas de remolacha y cafia a los que ce
adiciona hasta 0,10 por ciento de morfolina.

En ninguno de los dos casos se observa influencia apreciable en los
factores pH, cantidad de micelio, consumo de aztcar y produccién de
4cido citrico. Esto mismo ocurre en cuanto a los caracteres morfold-
gicos. Sy

i

Influencia del medio de esporulacién en medio de melazas-metanol

Para esta experiencia se siguen las técnicas generales antes sefiala-
das, con medios de melazas de remolacha (con 6 por ciento de me-
tanol) y melazas de cafia (con 4 por ciento de metanol). Como indcu-
los, se emplean suspensiones de esporas en agua destilada estéril, que
han esporulado en los medios siguientes: medio. sintético de John-
son (Y,), medio de melazas de remolacha I (Yy), medio de melazas de

remolacha II (Y.) y medio de melazas de cafia (Yq). Los resultados se
expresan en el cuadro 1. '
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Cuadro 1
Melazas de remolacha Melazas de cafia
Inéeulo oH ’ Micelio l ag‘;i‘:’l‘f(s)odgl g',f,'(‘,"fit‘,’f_ Conversién | pH I micelio az?i[caarrl;fgod;ﬂ ,ﬁﬁ?‘i’}t‘:ﬁ Conversién
l Gramos de medio 8‘;/ L?g d‘;‘(} Porcentaje Gramos de medio fi%l }22 dTol Porcentaje
Y. 2,0 0,823 2,95 8,132 81,3 1,7 0,665 3,55 3,806 38,0
Y 1,9 0,861 2,75 8,379 83,8 1,7 0,688 3,70 3,446 34,5
Ye 4,5 0,108 8,30 0,625 6,2 1,8 0,679 3,60 3,366 33,6
Ya 3,0 0,615 5,25 . 3,680 36,8 1,8- 0,709 3,00 3,563 35,6
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DISCUSION -

Ya dijimos al principio que quien estudié con mds intensidad el
efecto de los alcoholes sobre la produccién de 4cido citrico por fer-
mentacién fue Moyer (4). Esto también fue estudiado con mds exten-
sion por Malo y Regueiro (2) en medio sintético.

Aqui estudiamos la accién de los alcoholes en medios de melazas
de remolacha y cafia, tratados o sin tratar por ferrocianuro. Estudia-
mos la accién sobre pH, cantidad de micelio, consumo de aztcar, pro-
duccién de &cido citrico y caracteres morfoldgicos, todos en fermen-
tacién en superficie.

El alcohol que mas influencia posee en la produccion de 4cido ci-
trico por fermentacion de melazas de remolacha y cafia, sin tratar v
tratadas por ferrocianuro, es el metanol. En todos los casos, al au-
mentar la cantidad de metanol el crecimiento se hace cada vez mas
lento, y en todos los casos se inhibe la esporulacion. En medios con
melazas de remolacha, la cantidad de micelio tiende a disminuir a
medida que aumental el metanol; en cambio, en medios con melazas
de caifia, varia muy poco. En todos los casos, el consumo de azicar
tiende a disminuir con la cantidad de metanol y al tiempo aumenta
la produccién de 4cido citrico, hasta determinado nivel de metanol.

El etanol, por regla general, influye poco en la produccion de aci-
do citrico por fermentacién de melazas, produciendo solamente au-
mento del mismo en el caso de las melazas de remolacha. Sin em-
bargo en todos los casos retrasa algo el crecimiento, aunque no
impide la esporulacién. La presencia de diferentes cantidades de eta-
nol hace variar, en cambio, los caracteres morfoldgicos del cultivo.

El propanol, por regla general, influye en medios preparados con
melazas de remolacha, pero no en los preparados con melazas de
cafia. En todos los casos, el aumento de propanol en el medio retrasa
el crecimiento, pero no impide la esporulacion. La presencia de pro-
panol hace sufrir cambios a los caracteres morfologicos, como se des- A
cribe en la parte correspondiente.

El isopropanol ejerce muy poca influencia en los medios de me-
lazas de remolacha o cafia. En todos los casos, el aumento de isopro-
panol hace retrasar el crecimiento, pero no impide la esporulacion.

.
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Hay variaciones en caracteres morfolégicos, segiin la cantidad de al-
cohol afiadido.

El butanol, por regla general, influye en medios preparados con
melazas de cafia, pero muy poco en los preparados con melazas de
remolacha. En todos los casos, al aumentar la cantidad de butano! se
retrasa el crecimiento y también se impide la esporulacién (a ex-
cepcién de los medios de melazas sin tratar). Se producen variaciones
morfoldgicas, segtin la cantidad de alcohol afiadida al medio.

Por wltimo, el isobutanol, en todos los casos, tiende a retrasar el
crecimiento e impedir la esporulacion. Al aumentar la cantidad en los
medios, inhibe el desarrollo y, por tanto, la produccién de acido ci-
trico. Se encuentran variaciones en los caracteres morfoldgicos, segin
la cantidad de alcohol afiadido.

Podemos esquematizar la produccién de 4acido citrico, en cuanto al
aumento de la misma por adicién de alcoholes (donde no se pone es
que la potencia disminuye en relacion con el testigo). Se da el cua-

dro 2.

Cuadro 2
Melazas de remolacha Melazas de cafa
Alcoholes :
Concentracién | Conversion |Concentracion | Conversion
Porcentaje Porcentaje Porcentaje Porcentaje
Testigo 50,0 25,0
Metanol 6,0 79,6 4,0 40,0
Etanol 4,0 50,4
Propanol
Isopropanol
Butanol 0,4 61,0
Isobutanol 04 54,6
Testigo 40,0 30,0
g | Metanol 4,0 69,6 5,0 32,6
5| Etanol 4,0 54,6
Q Propanol 0,4 57,9
E Isopropanol 0,6 47,5
o | Butanol
& | Isobutanol

nN
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De estos resultados se deduce que la adicién de metanol es con-
veniente en los medios de melazas de remolacha, tratados o sin tratar.

Concretandonos, pues, a los medios de melazas adicionados de
metanol, estudiamos la influencia posible del pH inicial del medio,
encontrandose que cuando éste es de 5,5, la produccion se eleva a
81,6 por ciento de conversién en 4cido citrico.

Derivado de un trabajo anterior de Puente y Regueiro (4), se prueba
la accién de las complexonas en los medios de melazas con metanol.
Probamos la complexona IV (ADCT) y vemos que con un 3 por ciento
de metanol la produccion sube a 80 por ciento de 4cido citrico, en
melazas de remolacha; en las de cafia disminuye la produccién.

Al contrario que Schweiger y Snell (5), no encontramos que la
morfolina posea accidon sobre la fermentacién citrica de melazas en
superficie, en las cantidades por nosotros empleadas.

Cuando el medio de melazas de cafia con metanol se inocula con
esporas procedentes de medios de esporulacién diferentes, no se notan
diferencias de produccién de citrico; pero cuando se trata de mela-
zas de remolacha se observan grandes diferencias, por lo cual es ne-
cesario probar este factor en las fermentaciones en gran escala.

RESUMEN

En el presente trabajo se estudia la influencia de los alcoholes de
bajo peso molecular sobre la produccién de 4cido citrico por fermen-
tacion en superficie de melazas de remolacha y cafia, por una raza
mutante de Aspergillus niger, obtenida por seleccidon natural en nues-
tro laboratorio.

Se prueban los alcoholes metanol, etanol, propanol, isopropanol,
butanol e isobutanol en medios de melazas de remolacha y cafia, tra-
tados y sin tratar por ferrocianuro, encontrindose que el metanol es
el que mejor efecto produce en todos los casos y en cantidad del
6 por ciento para melazas de remolacha, y del 4 por ciento  para las
de cafia. En los medios tratados por ferrocianuro la cantidad es de
4 y 5 por ciento, respectivamente. :

Un pH inicial de 5,5 es el mas conveniente (con 6 por ciento de
metanol se produce 81,6 por ciento de acido citrico). También se en-
cuentra beneficiosa la adicion de complexona IV en cantidad del
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0,16 por ciento, en melazas de remolacha (con 3 por ciento de metanol
se produce 80 por ciento de acido citrico). i

Encontramos que es importante el estudiar el efecto del medio de
esporulacién en la produccién de acido citrico, pues varia, segiin la
composiciéon de las melazas utilizadas en dicho medio.

SUMMARY

In this paper we study the influence of alcohols of a low molecular
weight on the production of citric acid by fermentation of molasses by
a mutant strain of Aspergillus niger obtained by natural selection in
our laboratory.

'We tried the alcohol: methanol, ethanol, propanol, isopropanol,

“butanol and isobutanol in mediums with beet and cane molasses, with
or without treatment by ferrocyanide. We see that the methanol it is
the best in all the mediums and we use a amount of 6 per cent for
Leet molasses and 4 per cent for cane molasses. In the mediums with
ferrocyanide, are 4 and 5 per cent.

A initial pH of 5.5, it is the most convenient (with 6 per cent of
methanol, there are 81.6 per cent of conversion). It is also convenient,
the addition of complexone IV (0.16 per cent in beet molasses), be-
cause with 8 per cent of methanol we obtain 80 per cent of citric acid.

It is very important to study the effect of the sporulation medium
in the production of citric acid, because there are variations, depen-
ding of the composition of molasses utilised in that medium.
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VII. Influencia de algunos factores en medios de fermentacidn
de melazas y tratamiento de éstas en fermentacién sumergida
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INTRODUCCION

En un trabajo anterior sobre produccion de acido citrico por fer-
mentacion, Malo y Regueiro (2) utilizan el método de fermentacion
sumergida, introducido por Perquin (3) hacia algunos anos. En aquel
trabajo se hacia la fermentacion con un medio sintético.

En las fermentaciones comerciales se emplean medios mds com-
plejos, del tipo de residuos agricolas o industriales. Para la produc-
cion de 4cido citrico se emplean, casi en general, las melazas de azu-
car. Puente y Regueiro (4) realizan trabajos con medios de melazas
de remolacha y cafia, para ver factores favorables para la produccion
de acido citrico por fermentacion en superficie.

Los problemas que se presentan en la fermentacién en superticie
también se presentan en la sumergida, aparte de otros, que afectan a
la aireacion. Por tanto, es necesario volver a estudiar dichos factores
para adaptarlos a la nueva técnica de crecimiento y a las condicio-
nes de trabajo de nuestro laboratorio.

En el trabajo mencionado anteriormente, Malo y Regueiro (2)
hacfan una revisién bibliografica de la fermentacion citrica en su-
mergido, por lo cual no vamos a repetirla en este lugar.

En el presente trabajo se estudian algunos factores relacionados
con la preparacién del medio de fermentacién, asi como la influencia

Microbiol. Espaifi , 15 (1962), 59. .1
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de los mismos en medios tratados por ferrocianuro. Por tltimo, se es-
tudia la influencia de las complexonas en estos medios.

METODOS

Las técnicas generales son las descritas por Malo y Reguei'ro 1)
y Puente y Regueiro (4). Se emplea el mutante de la raza de Asper-
gillus niger 72-4 'Wiss., obtenido en este laboratorio.

Con relacién a la técnica especifica de fermentacién sumergida,
se sigue la técnica de Malo y Regueiro (2), de agitacién de vaivén a
28 °C.

Se hacen determinaciones de pH, volumen de micelio (centrifuga-
cién), azdcar remanente, acidez titulable, 4cido citrico (colorimetria)
y acido oxdlico.

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 si-
guientes.

a) Concentracion éptima de melazas

El primer punto que hay que estudiar en la produccion de 4cido
citrico por fermentacion sumergida de melazas es la concentracién
optima de éstas que se debe afiadir al medio. Se prepara éste dilu-
yendo las melazas a diferentes concentraciones y se sigue la técnica
general de esterilizacién, inoculacién y fermentacion.

En el caso de melazas de remolacha se obtiene un 6ptimo de 28,9
por ciento de acido citrico, con un 12 por ciento de azticar en melazas.
En las melazas de cafia, con més de un 10 por ciento de aztcar, baja
el pH, el consumo de aztcar y el 4cido citrico, aumentando el micelio.
Da un dptimo de 7,9 por ciento de acido citrico, con 12 por ciento
de azicar en melazas.

™
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b) Influencia del pH en melazas

Se preparan los medios con un 12 por ciento en melazas y se ponen
a un pH inicial entre 3-7. En el caso de emplear melazas de remo-
lacha, el micelio y el consumo de azicar casi no se afectan, y la pro-
duccién de acido citrico sube ligeramenie, a un 20,9 por ciento, a pH 5,5.
En el caso de las melazas de cafia, se produce un 6ptimo de 17,8 por
ciento de 4cido citrico, a pH 6,0. ‘

En todos los casos, los caracteres morfoldgicos de los cultivos son
los de pellas, grandes en su mayoria, y una pequefia proporcién de
fibras largas y gruesas.

¢) Influencia de la concentracién de nitrégeno

Al observar por las experiencias anteriores que el rendimiento en
acido citrico es mas bajo en las melazas de cafia que en las de remo-
lacha, se estudia la influencia de la adicién de nitrégeno (en forma
de nitrato amoénico) a las primeras.

. e e o 05%
Nitrogeno
A =Azcar, porcentaje. A.=Acido cftrico, porcentaje. M=Micelio
(volumen), porcentaje
Figura 1

A, x (*) 8. M, x 20

(*) En | cada caso, la cifra exacta se obtlene multlphcando la de la escala por
el ntumero que va detrds de este S1gno ;
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Se prepara medio de melazas de cafia (12 por ciento de azicar total)
y se afiaden diferentes cantidades de nitrato aménico; los resultados
se expresan en la figura 1. Se observa que la cantidad 6ptima de adi-
cién es de 0,05 por ciento de nitrégeno, en que se produce un maximo
de 19,1 por ciento de 4cido citrico. Al mismo tiempo, también se favo-
rece el aumento de micelio y de consumo de azicar, formacién de
pellas, sobre todo de tipo pequefio. Cuando baja' el nitrégeno, el
micelio es mds de tipo fibroso.

d) Influencia de la concentracién de fésforo

Se hace por las técnicas generales en medios de melazas de remo-
lacha y cafia. En el primer caso, la adicién de fosfato (0,01-0,03 por
ciento) es perjudicial, pues a pesar de dar mayor consumo de aztcar y
mas cantidad de micelio, la produccién de citrico disminuye.

En el caso de melazas de cada, adicionadas de 0,05 por ciento de ni-
trogeno y fosfato (0-0.2 por ciento), la presencia de éste no influye en
la cantidad de micelio, pero aumenta el consumo de azicar y hace
disminuir la produccidn de 4cido citrico. El fosfato favorece la ior-.
macién de fibras en vez de pellas.

En todos los casos tiene poca influencia que el medio de fermen-
tacion se prepare con agua corriente o agua destilada.

e) Influencia de la adicién de sacarosa

Se preparan medios con diferentes concentraciones de melazas de
remolacha y se completan con sacarosa al 12 por ciento de azticar. Los
resultados se expresan en la figura 2. Se observa aqui: disminucién
del pH final, de la cantidad de micelio, consumo de azticar y pro-
duccién de 4cido citrico, favoreciéndose, en cambio, la formacién de
pellas pequefias hasta la adicion de 8 por ciento de sacarosa; des-
pués, se forman grandes.

En una experiencia complementaria, se mezclan diferentes canti-
dades de melazas de remolacha y cafia hasta un total de 12 por ciento de
azticar. Los resultados se expresan en la figura 3. No se observa ac-
cién en el pH final; el consumo de azticar y la produccién de 4cido
citrico bajan progresivamente al aumentar la cantidad de melazas de
cafia; la m4xima cantidad de micelio se produce en la mezcla de me-
“lazas de 2-10, pasando de fibroso a pellas grandes.

En un estudio de los factores de temperatura y tiempo de esteri-
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2 4 6 g8 10 17 %
Sacarosa

Figura 2
An, x 5. M, X 5

5 |

2 4 6 8 10 2 Y
Azucar (cana) -
Figura 3
A, x 10. M, x 10
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lizacién se demuestra como mds conveniente para los medios de fer-
mentacién sumergida, la temperatura de vapor fluente durante cuarenta
y cinco minutos.

f) Infuencia de las cenizas de melazas

Las cenizas de melazas se obtienen por incineracion a 1.000 °C,
dividiéndose en totales (solubles en agua regia) y solubles (en acido
clorhidrico). Se realizan los métodos generales de fermentacion su-
mergida y tnicamente afiadiendo a los medios las cantidades de ce-
nizas que se indican en el cuadro 1.

En todos los casos se observa que la adicion de cenizas produce
una disminucién ripida en la produccién de acido citrico, sobre todo
en el caso de cenizas de melazas de cafla.

En el caso de melazas de remolacha, el micelid es de tipo fibroso,
mientras que en el de melazas de cafia es del tipo de pellas.

B) Tratamiento de “melazas por ferrocianuro

Se estudian varios factores en relacién con la adicién de ferrocia-
nuro a los medios con melazas de remolacha y cafia. Los resultados
obtenidos en cada caso se dan a continuacién.

a) Adicién antes de la esterilizacion del medio

Se preparan los medios con melazas de remolacha y cafia, al
12 por ciento de azicar. Se afiaden diferentes cantidades de ferrocia-
nuro potdsico y se esteriliza a vapor fluente durante cuarenta y cinco
minutos. Los resultados se dan en las figuras 4-5.

En los medios de melazas de remolacha se observa que disminuye
la cantidad de micelio y el consumo de azticar en proporcién a la can-
tidad de ferrocianuro; en cuanto a la produccién de 4cido citrico, hay
un éptimo de 44,9 por ciento con un 0,08 por ciento de ferrocianuro.

En los medios de melazas de cafia no se observa mucha variacion
en cuanto al pH final, cantidad de micelio, consumo de aziicar y pro-
duccién de 4cido citrico, hasta la adicién de 0,06 por ciento de ferro-
cianuro. A partir de aqui disminuye el consumo de aztcar y se produce
més 4cido citrico, llegando a 20,8 por ciento con 0,07 por ciento de
ferrocianuro. La concentracién elevada de ferrocianuro favorece la
formacién de micelio en fibras. '
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El micelio en medio de melazas de remolacha es fibroso (fibras
cortas y finas) hasta un 0,02 por ciento de ferrocianuro; después se
forman pellas grandes, las cuales se forman también en medio de
melazas de cafia; aqui, al aumentar el ferrocianuro, se forman fibras
cortas y finas.

b) Adicién después de la esterilizacién del medio

Se hace como en la experiencia anterior, dnicamente que el ferro-
cianuro se afiade después de esterilizar el medio a vapor fluente du-
rante cuarenta y cinco minutos. Si la edicién se realiza una vez com-
pletamente frio el medio, se observa una disminucién progresiva del
pH y del volumen del micelio al aumentar el ferrocianuro; pero el
consumo de azicar y la produccién de 4cido citrico casi no varfan. El
micelio es del tipo de pellas pequefias y escasas fibras.

Cuando el ferrocianuro se afiade estando el medio atn caliente
(remolacha y cafia), en general, se observa poca influencia en la mar-
cha de la fermentacién. Unicamente, en cuanto al volumen de micelio,
el aumento de ferrocianuro produce disminucién, sobre todo en los
medios de melazas de remolacha.

El tratamiento favorece la formacién de pellas pequefias al. au-
mentar la cantidad de ferrocianuro.

¢) Influencia del tiempo y temperatura de esterilizacion

Se hace, como en técnicas anteriores, en medio de melazas de re-
“molacha, adicionando ferrocianuro entre 20°-100 °C. Se observa que
estas temperaturas no afectan al pH final; micelio y consumo de azt-
car bajan lentamente al subir la temperatura; en cuanto a la produc-
ciér de 4cido citrico, el dptimo se produce cuando el ferrocianuro
(0,03 por ciento) se adiciona a 100 °C. En todos los casos, las pellas
son pequefias y hay escasas fibras.

Se estudia la influencia de la esterilizacién en medios de melazas
de remolacha adicionados con 0,03 por ciento de ferrocianuro; se este-
riliza segiin los tiempos y temperaturas indicados en la figura 6. La
maxima produccién se consigue a 100 °C durante cuarenta y cinco
minutos, pues en general la esterilizacién con presién no es convenien-
te. El micelio es en forma de pellas grandes, excepto en el testigo sin
esterilizar, que es fibroso.
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d) Influencia del fosfato en medios tratados

Se preparan experiencias como en casos anteriores, en medios de
melazas de remolacha y cafia y con adicién en caliente de 0,03 por
ciento de ferrocianuro. En el caso de medios con melazas de remola-
cha, la adicién de fosfato (0,01-0,03 por ciento), arigina pocas varia-
ciones y tendencia a disminuir la produccién de 4cido citrico. Se
forman pellas de tipo pequefio.

En el caso de medios con melazas de cafia, sus resultados se dan
en la figura 7. Se observa ligero aumento del micelio, disminucién del
consumo de azticar y produccién de 4cido citrico; el fosfato favorece
la formacién de fibras.

e) Influencia del hierro en medios tratados

Se preparan experiencias como en el caso anterior, con medios de
melazas de remolacha y cafia, tratadas por 0,08 y 0,07 por ciento, res-
pectivamente, de ferrocianuro. Se afiaden diferentes cantidades de
hierro (hasta 10 mg/100 ml de medio) y se observa que hay un li-
gero aumento del volumen del micelio, consumo de azidcar y dismi- -
nucién de 4cido citrico.

En cuanto a los caracteres morfoldgicos, el hierro en medios de
melazas de remolacha aumenta el tamafio de las pellas, mientras
que en los de melazas de cafia produce fibras largas y gruesas.

f) Influencia del tratamiento después de la inoculacién

Se prepara medio de melaza de remolacha como en casos ante-
riores; se esteriliza e inocula con 2 ml de suspensién de esporas. A
continuacién y en tiempos diferentes, se afiade un 0,03 por ciento de
ferrocianuro y se estudian los resultados que se expresan en la figura 8.

Se observa que, en general, la ‘adicién de ferrocianuro después de
la inoculacién no es conveniente. El micelio estd formado por pellas
grandes, salvo el testigo sin ferrocianuro, que presenta micelio fibroso.

g) Influencia del ndmero de esporas inoculadas

Se prepara medio de melaza de remolacha como en casos anterio-
res. Se adiciona 0,03 por ciento de ferrocianuro y se inocula con sus-
pensién de esporas, conteniendo de 200-2.000.000/ml, observandose
que con menos de 2.000 esporas/ml disminuye rdpidamente la pro-

11
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duccién de 4cido citrico y baja la cantidad de micelio, que en todos
los casos es del tipo de pellas pequefias.

h) Influencia de indculo vegetativo o indculo de esporas

Se preparan medios de melazas de remolacha y cafia, tratados por
0,08 y 0,07 por ciento. de ferrocianuro, respectivamente. Los inéculos
son de los tipos siguientes: Y,, 500.000 esporas/ml; Y,, 5 por ciento
de indculo vegetativo de veinticuatro horas; Y, 5 por ciento de indculo
vegetativo de cuarenta horas. Los resultados se dan en el cuadro 2.

Se observa que los resultados o diferencias por indculo, a los diez
dias de fermentacién, apenas son ligeros; aunque en el caso de las
melazas de remolacha hay un ligero aumento de produccion de acido
citrico, utilizando inéculo vegetativo de cuarenta horas.

En las melazas de remolacha el micelio es de pellas pequeiias,
y en las de cafia es fibroso, con fibras cortas y finas, escasas pellas
grandes.



Cuadro 2

Melazas de remolacha Melazas de caiia
Indculo Micelio Gramos de (}(émo§ de | Conversién Micelio Gramos de Gramos de Conversi6n
pH (volumen) | azdcar/100 acéfl%g‘:r‘;il‘ Porcentaje pH (volumen) azicar /100 ml 4016;% (;:ltt}- Porcentaje
' Porcentaje | Ml de medio | /0| en gramos JPorcentaje de medio “:;L/ medio en gramos
Y. 3,1 28 2,65 4,438 869 31 34 2,55 2,457 20,4
Yo 3,1 26 2,80 4,360 36,3 3,0 32 2,90 2,877 19,8
Y. 3,0 28 2,80 4,756 39,6 3,0 40 " 2,95 2,297 19,1
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C) Tratamiento de melazas con complexonas

Sabiendo que las complexonas complejan metales y evitan su ac-
cién, es natural que probdramos también su actividad en la produc-
cién de acido citrico por fermentacion de melazas en sumergido. Es-
tudiamos la accién de las complexonas IV (ADCT) y V (AEGT).

a) Tratamiento con complexona IV

Se emplean las técnicas generales de las experiencias anteriores.
Para complejar la totalidad de los metales pesados, se tratan 100 ml
de medio con 0,76285 g de complexona, las melazas de remolacha, y
con 1,43988 g, las melazas de cafla. Los resultados en ambos casos
se expresan en las figuras 9-10.

En el caso de melazas de remolacha se ve que al aumentar la can-
tidad de complexona bajan el volumen de micelio y el consumo de
azlcar y aumenta la produccién de 4cido citrico a un 34,6 por ciento
con 0,25 por ciento de complexona, para luego bajar rdpidamente.

En el caso de melazas de cafa bajan rapidamente-el volumen de
micelio y el consumo de aztcar, subiendo al mismo tiempo la pro-
ducci¢n de 4cido citrico a un 30,9 por ciento con un 0,86 por ciento
de complexona. :

Los micelios de todos los matraces son de pellas grandes y es-
casas fibras de tipo largo y fino y otras cortas y gruesas.

b) Tratamiento con complexona V

Se emplean las técnicas generales de experiencias anteriores. Para
complejar la totalidad de los metales pesados se tratan 100 ml de me-
dio con 0,83358 g de complexona, las melazas de remolacha, y con
1.51741 g, las de caifia.

En el caso de las melazas de remolacha, el micelio tiende a bajar
ligeramente, varia poco el consumo de azicar y la produccién de aci-
do citrico, dando un 32,6 por ciento por adicién de 0,21 por ciento de
complexona.

En el caso de las melazas de cafia no se encuentran variaciones
apreciables en el volumen del micelio, consumo de aztcar y produc-
cién de 4cido citrico, que da un éptimo de 24,3 por ciento con 0,30 por
ciento de complexona.

14
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Los micelios que son fibrosos, en ausencia de complexona, se ha-
cen en pellas pequerias, con una pequefia proporcién de fibras.

DISCUSION

Trabajos anteriores se concretaban al estudio de la fermentacidn
citrica de melazas de remolacha y cafia en superficie; los factores que
se estudiaban para lograr un maximo de produccién y un mayor co-
nocimiento de la fermentacién, varian en cuanto se cambia la técnica
de fermentacién. Por esta razon estudiamos en el presente trabajo
factores ya conocidos, pero desde otro punto de vista; asi podremos
establecer relaciones y diferencias.

En primer lugar, se estudian algunos factores relacionados con el
medio de fermentacién. Estudiamos la cantidad Sptima de melazas
que se debe afiadir al medio de fermentacién y encontramos que una
cantidad de 12 por ciento de azticar da los mejores resultados. Como
se observa, la cantidad es algo superior a la de la fermentacién super-
ficial, y esto se debe seguramente a un mayor consumo de aztcar por
influencia de la aireacién. Asi, bajo la influencia de este solo factor,
el rendimiento en 4cido citrico es en las melazas de remolacha de
18,7 por ciento, y en las melazas de caiia, de 3,2 por ciento.

Después de. esto, un factor interesante es el del pH inicial del me-
dio: en sumergido y con melazas de remolacha, el optimo de pro-
duccién se logra a pH 5,5, mientras que en las de cafiz es de pH 6,0,
observdndose un nivel més cercano que en el caso de la fermenta-
cion en superficie. , ,

Vemos en los casos anteriores que hay diferencia entre ia produc-
cién en melazas de remolacha y melazas de cafia; pensando que esto
pocirfa ser por las diferencias en contenido de nitrégeno, afiacdimos
diferentes cantidades a un medio de melazas de cafia, lograndose una
produccién parecida a la de melazas de remolacha, con un 0,05 por
ciento de nitrégeno (en forma de nitrato amdnico).

Por el contrario, la adicién de fosfato es perjudicial a la fermen-
tacién sumergida de melazas, tanto de remolacha como de cafia.

Para estudiar la accién especifica del aziicar de melazas se sus-
tituye parte de éste por sacarosa, observdndose una disminucion pro-
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gresiva de 4cido citrico a medida que aumenta la sustitucién. Lo
mismo ocurre si tal sustitucién se realiza con melazas de cafia.

A pesar de todos los factores estudiados, vemos que todavia hay
diferencias entre los rendimientos obtenidos con melazas de remola-
cha o de cafia. Como hemos visto en anteriores trabajos, esto puede
ser debido al contenido en cenizas (cualitativo o cuantitativo) de las
respectivas melazas. Estudiando este factor, vemos una reduccion
del rendimiento, tanto con cenizas totales como con cenizas solubles
y tanto de remolacha como de cafia.

Es por estas tltimas razones, sobre todo, por las que a continuacién
tratamos de estudiar el efecto de inhibidores de estas cenizas, por
tratamiento de melazas con ferrocianuro o complexonas.

Tratamiento de melazas por ferrocianuro. Como vimos en otro
lugar, este es el método mds empleado en escala industrial y por el
que se logra aumentar de modo notable la produccién de acido citrico
por fermentacién de melazas.

Estudiando el efecto de los diferentes métodos de adicién de fe-
rrocianuro no se encueniran grandes diferencias entre hacerlo antes
o después de esterilizar. El nivel mdximo de produccién, de un 44,9
por ciento de 4cido citrico, se logra por adicién de 0,08 por ciento de
ferrocianuro a melazas de remolacha, y de un 20,8 por ciento de 4cido
citrico por adicién de 0,07 por ciento de ferrocianuro a melazas de
cafia.

En los casos de fermentaciones tratadas por ferrocianuro es per-
judicial también la adicién de fosfato o de hierro. Otro dato que se
debe tener en cuenta es que la adicién de ferrocianuro no es conve-
niente después de la inoculacién.

Un factor muy interesante en la fermentacmn por sumergido es el
del inéculo. Si éste se hace directamente con esporas, encontramos
que no es conveniente afiadir menos de 2.000 esporas/ml de medio;
también vemos que es mejor inocular con indculo vegetativo de cua-
renta horas de edad.

Tratamiento de melazas por complexonas. Probamos el efecto de
las complexonas en fermentacién sumergida de melazas. Encontramos
que la adicién de un 0,25 por ciento de ADCT produce un rendimiento
de 34,6 por ciento de 4cido citrico en el caso de medio con melazas
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de remolacha, y con 096 por ciento de ADCT da un 30,9 por ciento
en el caso de medio con melazas de cafa.

Cuando se emplea la complexona V (AEGT) en medio de melazas
de remolacha, con un 0,21 por ciento de complexona da un 32,6 por
ciento de 4cido citrico; con 0,30 por ciento en medio de melazas de
cafia, se obtiene 24,3 por ciento de 4cido citrico.

RESUMEN

En esta serie de trabajos, sobre produccién de acido citrico por
fermentacién de melazas, estudiamos aqui los factores relacionados
con la fermentacion sumergida. Vemos que la cantidad dptima de
melazas es de 12 por ciento de aztcar, debiendo afiadirse un 0,05 por
ciento de nitrégeno y un pH inicial de 5,5-6,0. El aumento de cenizas
es causa de baja de rendimientos en la produccion.

La produccién de dcido citrico por fermentacién de melazas en
sumergido se mejora tratando éstas por ferrocianuro. Se hace por
adicién de 0,08 por ciento a melazas de remolacha, y de 0,07 por cien-
to a melazas de cafa, después de esterilizar a vapor fluente durante
cuarenta minutos. Se encuentra conveniente afiadir mds de 2.000 es-
poras/ml de medio.

También probamos mejorar el rendimiento por adicién de com-
plexonas, encontrandose favorable la adicion de 0,25 por ciento de
ADCT y AEGT en melazas de remolacha, y de 0,96 por ciento de
ADCT y 0,30 por ciento de AEGT en las melazas de cafa.

SUMMARY

The authors study the production of citric acid by fermentation
of molasses, by submerged technique and with a mutant of Aspergillus
niger 72-4 Wiss.

We study several factors to increase the production of citric acid
and also factors in relation with the treatment of molasses with ferro-
»cyamde and complexones.
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