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M. RUBIO - HUERTOS (*) 

INTRODUCCIÓN 

La alta temperatura, además de afectar a las plantas, afecta a los 
virus que en ellas se reproducen, produciendo un cambio total en la 
sintomatología y, algunas veces, la inactivación completa del virus, 
aunque la temperatura no alcance el grado necesario para la inacti­
vación in vitro del virus. De esta propiedad se han valido diversos au­
tores para la curación de algunas virosis. Para esto, naturalmente, es 
necesario que el virus sea más susceptible al calor que la planta hués­
ped, lo que no ocurre siempre; así, 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 
curación en contados casos. Uno de los primeros que hicieron expe­
rimentos en este sentido fue Wilbrink (7), que pudo eliminar un virus 
de la caña de azúcar sumergiendo estolones para la. reproducción de 
ésta, en agua a 52 ^C, durante una hora. 

Kunkel (4), primero, con varios virus del melocotonero, y más tar­
de (5) con plantas de Vinca rosea infectadas con el virus «Aster yellow» 
consiguió curaciones teniendo las plantas durante dos semanas a tem-

(*) Este trabajo es parte del realizado mediante una beca de la Fundación 
«Juan March», a la que expresamos nuestro agradecimiento. 
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peraturas de 35^-38 ^C, o más rápidamente, 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 húmedo. Sin embargo, no consiguió lo mismo con el 
virus X de la patata, haciendo el mismo experimento. 

De todas formas, lo más corriente es que las altas temperaturas 
(25°-85 ""C), dependiendo del virus de que se trate, produzcan un en­
mascaramiento de los síntomas, adquiriendo las plantas im aspecto 
completamente normal, pero volviendo a mostrar síntomas 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 dp verano de los años 1960 
y 1961, nos permitieron, accidentalmente, observar un fenómeno de 
este tipo en plantas de Vicia jaba infectadas con el virus «ringspot» 
de la petunia, y siendo característico de este virus la formación de 
inclusiones intracelulares, pensamos tendría interés el estudio de las 
alteraciones producidas por el calor en la sintomatología en relación 
con la formación de dichas inclusiones intracelulares, ya que sobre 
este tema no se había publicado nada. 

MATERIALES Y MÉTODOS 

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

La temperatura del invernadero donde se mantuvieron las plan­
tas alcanzó máximas de 42 ^C, y mínimas de 25 ^C, durante los meses 
de verano. Durante el invierno, la n^dia de máximas fue de 18,5 ^C, y 
la de mínimas, 9,2 ^C, con calefacción eléctrica. 

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

Las microfotografías 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 días de inoculadas 
con el virus «ringspob> de la petunia, mantenido a temperaturas in­
feriores a 22 ^C, presentan un típico mosaico, algunas veces acompa­
ñado de reducción del limbo de las hojas jóvenes (figura 1). Las 
plantas de petunia presentan los síntomas de «ringspot», o sea, anillos 
cloróticos concéntricos (figura 2). 

Al cabo de unas dos semanas, durante las cuales la temperatura del 
invernadero subió hasta una media de 35 '̂C, observamos que en las 
plantas de Vicia faba inoculadas con el virus aparecía una necrosis 
en la parte apical, que se iba extendiendo hacia abajo por toda la 
planta y que acababa por destruirla en unos ocho días (figuras 3-4). 
Por otra parte, un reducido tanto por ciento de las plantas inoculadas 
no presentaba síntoma alguno y crecía tan bien como las sanas. Esto 
último pensamos que sería debido al tanto por ciento normal de plan­
tas que, al ser inoculadas, no adquieren la infección; sin embargo, 
estas plantas aparentemente sanas, observadas al microscopio, pre­
sentaban las inclusiones intracelulares características de la infección 
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-
tología durante todo el tiempo en que la temperatura no bajó de 
25 <'C. 

Cuando las inoculaciones se realizaron en plantas mantenidas a 
temperatura inferior a 20 ^C, en el caso de la variante nécrosante, en 
la primera inoculación, de diez plantas inoculadas, seis seguían dando 
necrosis con muerte rápida de la planta, una o dos presentaban ne­
crosis, pero no tan fuerte, y las restantes daban el mosaico típico del 
virus normal. Cuando se hicieron posteriormente inoculaciones con 
las plantas necróticas de esta serie a plantas conservadas a 20 ^C, el 
porcentaje de plantas con necrosis disminuyó, resultando al tercer pase 
todas las plantas con síntomas del virus tipo. 

En el caso de la variante sin síntomas, la primera serie de inocula­
ciones, a menos de 20 ^C, ya dio síntomas de mosaico, característicos 
de virus tipo, en todas las plantas inoculadas. . 
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Observaciones citológicas 

En el estudio histopatolcgico de la variante nécrosante pudimos 
observar que casi el 100 por ciento de las células de la epidermis, 
tanto del limbo de las hojas como del tallo de la planta, contenían 
gran número de inclusiones amorfas y cristalinas, en las que, al ?ado 
de las inclusiones típicas desl virus «ringspot» de la petiniia, es decir, 
inclusiones amorfas y otras cristalinas del sistema cúbico (figura 5), 
aparecían en bastantes células inclusiones de tipo acicular que nunca 
aparecen en el virus tipo. Estas inclusiones están formadas por agu­
jas cristalinas o paracristalinas, en manojos, y se encuentran en el ci­
toplasmas de las células junto al núcleo o a la pared celular {figuras 6-8), 
tifiándose 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 síntomas externos, como hemos dicho 
anteriormente, produce inclusiones intracelulares amorfas y crista­
linas iguales y tan numerosas como las del virus tipo. Su período de 
aparición en las células de las hojas jóvenes (doce-catorce días) tam­
bién coincide con lo que sucede en plantas que presentan los síntomas 
de mosaico tipo. 

DISCUSIÓN 

El fenómeno de aparición de variantes en plantas sometidas a altas 
temperaturas se creyó debido a mutaciones producidas por el calor; 
sin embargo, Baw^den (1) dice que se trata, más bien, de que toda 
virosis está producida, no por una estirpe de virus sola, sino por una 
serie de estirpes del mismo virus en la que predomina aquella más 
adaptada al medio normal (especie de planta, temperatura media, hu­
medad, luz, etc.), lo que experimentalmente está comprobado, ya que, 
en la mayor parte de los casos, es posible obtener diferentes mutantes 
de cualquier virus por pases a través de distintos huéspedes, aisla­
miento de lesiones necróticas, etc. Así, según Bawden, lo que sucede 
es, no que se produzca una mutación, sino que se realiza una selección 
entre las mutantes que existen normalmente, desarrollándose una de 
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Figura 1. Virus tipo 

Figura 2. Virus tipo (en petunia) 
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Figura 3. Estirpe nécrosante. Necrosis apical Figura 4. Estirpe nécrosante. Necrosis del tallo 
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Figura 5. Virus tipo. Inclusiones amorfa y cristalina 

Figura 6. Estirpe nécrosante. Agujas paracristalinas 
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Figuras 7-8. Estirpe nécrosante. Agujas paracristalinas 
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ellas más deprisa que la estirpe normal, dadas las condiciones excep­
cionales de la temperatura, y dando así a las plantas infectadas los 
caracteres propios de esta estirpe que, en condiciones normales, no 
se ponen de manifiesto. 

El caso de la variante nécrosante, del «ringspot» de la petunia, 
parece una demostración clara de lo supuesto por Baw^den, ya que si 
hubiera existido una mutación, por el calor, del virus tipo, este virus 
mutado tendría que seguir conservando sus caracteres típicos a través 
de las inoculaciones sucesivas, siendo ya independiente del factor 
temperatura, y habría que explicar su reversión al tipo normal por otra 
mutación debida a temperaturas por bajo de 20 ^C, lo que parece 
bastante improbable. 

La variante sin síntomas externos, por otro lado, podría ser tam­
bién un caso de selección de una mutante presente en el virus origi­
nal, pero dado que la atenuación y desaparición de síntomas en plan­
tas sometidas durante algún tiempo a altas temperaturas, parece ser 
un fenómeno general, lo más probable es que se deba a una acción 
directa de la temperatura sobre algunos elementos celulares, tales 
como los protoplastidios, que sabemos son afectados por los virus, 
impidiendo su desarrollo normal y formándose así el típico síntoma de 
mosaico. En este caso, el calor, o bien destruyendo alguna sustancia 
receptora o reforzando la resistencia de dichos elementos al virus, 
impediría su acción destructora y, por lo tanto, ya no se producirían 
los síntoinas de mosaico y las hojas tendrían el aspecto normal. Al 
bajar la temperatura se producirían las sustancias necesarias para el 
ataque del virus a los protoplastidios, apareciendo los síntomas, como 
así sucede, en las hojas nuevas formadas a baja temperatura. 

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

En el caso de la estirpe nécrosante, del virus «ringspot» de la pe­
tunia, las diferencias son muy claras, pero debemos hacer constar 
otra vez el hechq, un poco extraño, de que este tipo de inclusiones no 
es el único 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 podría ser prueba de la coexistencia de diferen­
tes estirpes en una infección 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 mosaic»), en las que en hojas 
con sintomatología del virus tipo, apareceii pequeñas manchas de un 
intenso color amarillo claro, y recortando estas manchas e inoculando 
con ellas se pueden obtener plantas con la sintomatología 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 jaba. 

Una variante produce necrosis generalizada y la muerte de la plan­
ta diez o doce días después de la inoculación 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 síntoma externo alguno sobre 
las plantas inoculadas, pero es capaz de transmitir la virosis por ino­
culación, y a pesar de no presentar síntomas 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
racterísticas del virus tipo. 

Se discute si son estirpes producidas por el calor o una selección 
de las mutantes presentes en el inoculo 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 
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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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TUMORES PRODUCIDOS EN EL OLIVO POR EL 

PSEUDOMONAS SAVASTANOI 

I. Biogénesis del ácido p-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 Pseudomofuas savastanoi. Se ha llevado a cabo con 
el fin de obtener la formación de tumores asépticos en las plantas de 
experimentación, mediante la inoculación conjunta y separadamente 
de cada uno de los componentes identificados en las respectivas frac­
ciones tumorales. Esta primera parte comprenderá un estudio de la 
fracción hormonal en sus dos capítulos: I) Biogénesis del A. I. A. (**) 
contenido en los tumores; y II) Valoración química y biológica del 
A. I. A. 

INTRODUCCIÓN 

Al estudiar las diferentes fracciones presentes en los tumores bac­
terianos del olivo, con el fin de obtener experimental mente la forma­
ción de tumores asépticos, se fijó especial atención sobre la fracción 

(*) Expreso mi agradecimiento a la Fundación «Juan March», que ha sub­
vencionado, mediante una beca de estudios, la realización de estas experiencias. 

(**) Acido 3-indolacético. 
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auxínica tumoral, pues es sabido que las auxinas juegan un papel im­
portante en determinadas fases de la formación de tumores vegetales. 

La transformación de la célula sana en tumoral no es un proceso 
instantáneo, según 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 transformación se 
realiza en tres fases ,̂ llamadas, respectivamente: Acondicionamiento, 
Inducción y Promoción o Incremento. Las bacterias no son necesarias 
en la primera fase, sino sólo se necesita la presencia de ciertos agentes, 
cuya ausencia limita la capacidad de la célula para su transformación 
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 Inducción, que es sobre la que actualmente existe más 
confusionismo, a pesar de los trabajos de Thomas y Klein (43), se 
cree que es la consecuencia de la acción de un P. I. T (*), que bien 
podría ser el ácido desoxirribonucleico, sintetizado por la bacteria, 
en presencia de un factor favorecedor del proceso. En la fase de 
Promoción es en la que, según Braun y Laskaris (14) y Klein y 
Link (27), se necesita la auxina como agente co-carcinógeno, sinteti­
zando estas auxinas la bacteria causal a partir de células tumorales 
incipientes; Klein y Link estudian la relación 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 transformaría en una célula primaria típicamente tumoral; el 
haber prolongado experimentalmente la fase de Promoción mediante 
la adición de auxinas, indica que estas sustancias son imprescindibles 
para completar la tumoración. Cuando la célula es ya una célula tu­
moral primaria, entra en el período de duplicación, se divide conti­
nuamente, pero no de una manera coordinada; en esta fase puede 
haber procesos secundarios influidos por la elevación de niveles de 
auxina, en los que no se requiere ni la bacteria ni posiblemente 
el P. I. T. 

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

(*) Principio de inducción tumoral. 
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tancias estimuladoras del crecimiento juegan un papel importante en 
los procesos de inducción tumoral^ pues por diversos autores se las 
considera imprescindibles para que las células sanas, después de las 
alteraciones sufridas por la acción de los agentes de acondiciona­
miento e inducción, se transformen en células tumorales; estas sus­
tancias actúan como activadoras del crecimiento en las fases de Pro­
moción, considerándoselas factores decisivos en los procesos de can-
cerización vegetal, ya que su presencia se requiere específicamente 
para completar la tumoración y desprendiéndose que sea del mayor 
interés, cuando se estudia un tumor vegetal producido por bacterias, 
conocer la presencia o ausencia de las auxinas, así como de otros fac­
tores proliferantes presentes en el tumor y que puedan influir más 
o menos directamente en la transformación de la célula sana en tu­
moral. 

De todos los tumores vegetales conocidos, el «crown-gall» ha sido 
el más ampliamente estudiado desde este punto de vista (7, 9, 21-22, 
28, 30-31, 33), comprobándose la producción de A. I. A. por razas 
virulentas de su agente causal, Agrobacterium tumefaciens, en me­
dios de cultivo especiales, así como la presencia de A. I. A., I. A. N. (*), 
I. A. (**) y otras sustancias de crecimiento en este tipo de tumores. 
La comprobación de que los tejidos tumorales tienen mayor concen­
tración de auxinas que los tejidos sanos, está en íntima relación 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 reacción 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 reacción 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 formación de los tumores, y dicen que el A. tumefaciens es pató­
geno para el tejido, independientemente de la presencia de estas sus­
tancias estimuladoras del crecimiento. 

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

(*) Indolacetonitrilo. 
í**-) Indolaldehido. 
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vastanoiy contienen mayor concentración de triptofano que los sa­
nos (1), así como la capacidad de dicha bacteria para producir A. I. A. 
en medios de cultivo con triptofano (2), sugirió la posibilidad de que 
este aminoácido pudiera influir en la localización y producción de 
tumores de origen bacteriano que contuvieran A. I. A. y para los que 
fuese necesaria la intervención de las auxinas (principalmente A. I. A.) 
en alguna de sus fases de formación. El resultado de estas observa­
ciones nos llevó a investigar la presencia de sustancias auxínicas en 
la fracción hormonal del tumor, así como su biogénesis a partir del 
triptofano, con el fin de esclarecer la posible influencia que pudieran 
tener en la obtención experimental de tumores asépticos que fuesen 
morfológica e histológicamente iguales a los producidos por la bac­
teria. 

Debido a las experiencias realizadas por diversos autores sobre 
la biogénesis del A. I. A., se considera al triptofano como fuente más 
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 sí que pueden dar 
A. I. A. (4, 41). 

Los procesos seguidos por el triptofano hasta su transformación 
en A. I. A. son probablemente una desaminación oxidante para dar 
A. I. Pe. (*), creyéndose que este ácido posteriormente, por descar-
boxilación oxidante, da el A. I. A.; Wildman y cois. (46) de­
muestran que preparaciones enzimáticas de hojas convierten el trip­
tofano en aiixina y que el A. I. Pe. 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
mación en A. I. A.; por estas investigaciones se propuso una nueva 
vía de formación del A. I. A., vía I. Ac. (**), por oxidación de la 
triptamina. Yamaki y Nakamura (47), trabajando con maíz, proponen 
como posibles precursores dfl A. I. A. los complejos proteínicos en 
los que entra a formar parte el triptofano. En los trabajos de Gor­
don (18) y Larsen (29) se encuentran esquematizadas las posibles 
vías de formación del A. L A. a partir del triptofano. 

(*) Acido 3-indoIpirúvico. 
( "̂  * ) Indolacetaldehido. 
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La transformación del triptofano en A. I. A. por la acción de las 
bacterias, ha sido ampliamente demostrada por diferentes autores 
trabajando con medios de cultivo que contenían triptofano: por Ber-
thelot y Amoreaux (6) y Kaper y Veldstra (22), con el Agrobacterium 
tumefaciens, y Beltrá (2), con el Pseudomonas savastanoi. 

interesante por el paralelismo con los resultados obtenidos por 
nosotros en estas experiencias, es el trabajo de Kaper y Veldstra (22), 
citado últimamente, en el que demuestran la formación de A. I. A. 
por el Agrobacterium tumefaciens, a partir de medios de cultivo con 
triptoíano y en donde el A. I. Pe. se presenta como un producto inter­
mediario, muy lábil cuando se investiga por cromatografía con disol­
ventes alcalinos, pues se descompone en siete compuestos, dos de los 
cuales los identifican como A. L, 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 espontánea 
del triptofano (en la extracción del cultivo con disolventes) y del 
A. L Pe. (durante la cromatografía). 

PARTE EXPERIMENTAL 

J. Obtención de la fracción hormonal 

Se han preparado extractos etéreos hormonales, partiendo de tu­
mores frescos y jóvenes y de éter purificado por el método de Gar-
barini, siguiendo fas técnicas de Bitancourt (7) y Overbeek (36), mo­
dificada por nosotros, y Yamaki y Nakamura (47). 

/ / . Identificación de las auxinas presentes en los extractos etéreos 
hormonales 

Como prueba preliminar antes de hacer la identificación por cro­
matografía de las auxinas que pudiera haber en los extractos, se probó 
la acción 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 indolglicólico. 
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judías y guisantes, que se pusieron a germinar en condiciones esté­
riles en placas pétri, sobre disco de papel de filtro humedecido con 
10 cm^ de agua estéril y en estufa a 26 **C. A las veinticuatro horas se 
tomó un lote de estas semillas, que ya tenían el tegumento más blan­
do, y se trataron con 1 cm^ de los extractos tumorales en bruto. 

A los cuatro días, las semillas tratadas con el extracto tumoral mos­
traban un crecimiento radicular muy superior a las tratadas solamen­
te con agua destilada; se había producido una aceleración en el pro­
ceso germinativo, observándose la aparición de raicillas secundarias. 
Estos hechos pusieron de manifiesto que en los extractos tumorales 
existía efectivamente un factor de crecimiento y que era el que en 
este caso influía sobre la germmsición(figuras 1-2). 

IIL Extractos hormonales 

1. Técnicas cromato gráficas 

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

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

Por esta técnica hemos investigado la presencia de auxinas con 
anillo indólico, estableciendo los valores de Rf del A. I. A., A. I. B. (*), 
A. I. P. (*'*), triptofano, I. A. N., I. A., I. Ac , etc., tanto del pro­
ducto sintético puro como 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 habitación y 
en cámara oscura. Para el desarrollo se han empleado tiempos que 
oscilan entre cinco-quince horas. 

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

("*) Acido 3-indoIbutírico. 
(**) Acido 3~iii<loIpropiómco. 
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Para las auxinas neutras, algunos de los anteriores más los si­
guientes : 

Tolueno (100%) 
Tolueno:agua (95 : 5) 
Benceno (100%) 
Benceno : agua (95 : 5) 

h. Reveladores. Como reveladores para las auxinas acidas he­
mos usado cloruro férrico y ácidos sulfúrico, clorhídrico y perclóri-
co (3, 47), soluciones de p-dimetilaminobenzaldehido (23, 44) y otros. 

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

2. Cromatografía de los extractos etéreos preparados 
según la técnica de Overheek modificada (36) 

En estos extractos hemos investigado la presencia de ácidos in-
dolcarboxílicos, principalmente A. I. 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), así como de la mancha obtenida 
en el ensayo cromatográfico del extracto. 

Disolventes 

Cuadro 1 

Rf 

Extracto hormonal 1 A. I. A. (Merck) 

Alcohol propílico : amoníaco : agua 
(80 : 5 : 15) • 0,51-0,52 0,52 

Alcohol propílico : amoníaco : agua 
(60 : 30 : 10) 0,82-0,85 0,85 

Alcohol isopropílico : amoníaco (28 %) : agua 
(80 : 10 : 10) 0,49-0,52 0,49 

Alcohol etílico (70 %) 0,85 0,85 
Alcohol butílico saturado con amoníaco (5 %) 0,35 0,35 
Alcohol butílico : ácido acético : agua 

(60 : 15 : 25) 0,91-0,98 0,97 
Alcohol butílico secundario : alcohol 

metílico : aeua 
(80 : 5 : 15)̂  0,25-0,26 0,24 
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En este extracto tumoral se ha comprobado la presencia del A. I. A. 
o una auxina con el mismo Rf; la variación 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, más coloreada que cuando trabajábamos con los extractos 
tumorales puros. 

3. Cromatografía de los extractos obtenidos 
según 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 hidróli­
sis alcalina. 

3a, Fracción acida. En el desarrollo de los cromatogramas ante­
riores con los disolventes citados para auxinas acidas, hemos empleado 
los que nos dieron mejores resultados: alcohol isopropílico : amoníaco 
(28%) : agua (8 : 10 : 10) (al que denominaremos primer disolvente), 
y alcohol isopropílico : amoníaco : agua (10 : 1 : 1) (segundo disol­
vente), en cromatografía ascendente. 

En el caso particular de los extractos ácidos preparados según Ya­
maki y Nakamura, esperábamos 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
ción de desarrollo ascensional, no aparece constantemente en todos 
los cromatogranías con los dos disolventes empleados. 

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

Con los dos disolventes se ha identificado el A. I. A. e I. A.; cuan­
do empleamos el primero, el Rf de 0,97 obtenido en los cromatogra­
mas de los extractos lo identificamos sin lugar a duda como I. A., ya 
que, a pesar de la pequeña diferencia de valores de Rf encontrados 
para el I. A. e I. A. N. testigos (0,97-0,98 y 0,99), se distinguen fácil­
mente uno de otro, pues el I. A. da con el reactivo de Ehrlich color 
rojizo violeta como el del extracto hormonal, típico de los compues-
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Figura 1. Diferente grado de germinación oh-
seroado por tratamiento con agua destilada 
(placas superiores) y extracto tumoral (placas 
inferiores), en semillas de guisante (izquierda) 

y judía (derecha) 

Figura 2. Diferente grado de germinación observado por trata­
miento con agua destilada (izquierda) y extracto tumoral (derecha), 

en garbanzos 
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Figura 3. Cromatogramas de extrados etéreos tumorales (Il y ÎY) y A. J. Fc. puro 
(I y III). Disolventes: alcohol isopropílico : amoníaco : agua (10 : 1 : 1) y alco­
hol isopropílico : amoníaco (28 %) : agua (80 : 10 : 10). Revelador: reactivo de 

Ehrlich 

Cromatogramas I y III. Las manchas 2, 4 y 7 corresponden, respectivamente, al 
A. I. G., A. I. A. e I. A.; las 1, 3, 5 y 6, sin identificar, corresponden a productos 

de descomposición del A. I. Fe, en disolventes alcalinos. 

Cromatogramas II y lY. Se ha obtenido igual resultado que con el A. I. Fe, ais­
lándose una mancha menos, correspondiente a los productos de descomposición 

10 
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Cuadro 2. Fracción acida hormonal obtenida según Yamaki y Nakamura 

Rf 

Alcohol isopropílico: 
amoniaco (28 %): agua 

(80: 10: 10) 

Alcohol isopropílico: 
amoníaco : agua 

(10:1:1) 

Coloraciones 

0,97 
0,90 
0,84 

0,49-0,54 
? 

0,47 
0,22-0,25 

0,96-0,97 
0,92-0,93 

0,76 
0,42-0,44 

0,38 ? 
0,30-0,32 
0,12-0,14 

Rojo violeta 
Azul verdoso 
Amarillo castaño 
Azul fuerte 
Rosa 
Rojo 
Amarillo, que pasa a verde; se refuer­

za por el calor 

tos indólicos, mientras que el I. 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 característica fija. Consiste en 
que la mancha pierde rápidamente su color amarillento verdoso des­
pués de revelarla con el reactivo de Ehrlich, recuperándolo en un 
verde más intenso al volverla a calentar y siendo la mancha casi im­
perceptible cuando los cromatogramas se mantienen fríos. 

Repasando bibliografía 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 fracción acida del extracto y cuyos Rf tienen valores próximos a 
los nuestros; estos compuestos son: ácido 5-hidroxiindolacético, de 
Rf 0,17, y ácido 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. Ningimo de estos compues­
tos encontrados por Stowe y Kefford presentan la característica citada 
de la variabilidad de intensidad del color verde, según 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 

n 



Cuadro 3 

Disolventes 
A. I. A. 
(Merck) 

Alcohol isopropílico : amoníaco 
(28 %) : agua 
(80 : 10 : 10) 0,49-0,54 

Alcohol isopropílico : amoníaco : 
agua 
(10 : 1 : 1) 0,44 

A. I. B. 
(Merck) 

0,76 

0,72 

Rf 

A. I. Pe. 
(Merck) 

0,65-0,66 

0,60 

I. A. 
(Fluka) 

0,97-0,98 

0,97-0,98 

I. A. N. 
(Light) 

0,99 

0,99 

sa 
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cómo el triptofano, precursor principal del A. I. A. por desaminación 
oxidante o transaminación, da como un intermediario el A. I. Pe. Este 
ácido es una sustancia extremadamente lábil, que al estudiarlo por cro­
matografía 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 características que las nuestra de Rf 0,12-0,14 
y 0,22-0,25 (según 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, sólo se les re­
vela en algunos cromatogramas, presentándose con caracteres cons­
tantes las cuatro manchas restantes, entre las que se encuentran el 
A. I. A. e I. A. 

Esta concordancia de resultados, encontrada entre las experiencias 
de estos autores y las nuestras, se confirmó plenamente al estudiar 
comparativamente por cromatografía los extractos ácidos hormonales 
de los tumores y el A. I. Pe. Se obtuvieron en los dos casos la serie 
de siete manchas descritas anteriormente y con las mismas caracte­
rísticas de coloración, Rf y aparición 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. P e , éste, bajo 
determinadas condiciones cromatográficas, se rompe, originando A. 
I. A. e I. A., quizás A. I. G. y las demás manchas que Kaper y Veldstra 
llaman «artefactos». Aunque exista seguramente en estos extractos 
A. I. Pe , sólo 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. . x 

3b, Fracción neutra. En la fracción neutra de estos extractos, pre­
parados según se dijo anteriormente, hemos podido investigar la pre­
sencia de I. A. E., I. Ac. e I. A. N., sintetizándose el I. Ac. en nuestro 
laboratorio, no habiendo podido comparar su pureza con el producto 
sintético y sólo con los datos como Rf, etc., dados por otros autores. 
El I. Ac. se sintetizó mediante acetilación del I. A. con anhídrido 

. C*) Deseo expresar mi agradecimiento a los doctores Kaper y Veldstra, de la 
Universidad de Leyden (Holanda), que amablemente me han proporcionado el 
ácido indolpírú\ico para estas experiencias. 
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acético y ácido sulfúrico, siguiendo la técnica dada por Miller y 
colaboradores (34). 

La acetilación no se consiguió en la totalidad del producto, pues 
quedó como impureza un resto de I. A., ya que en los cromatogramas 
desarrollados con alcohol etílico de 70 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 
0,95-0,97 de color amarillo fuerte, que corresponde al I. A. sin ace-
tiiar. 

En los cromatogramas de la fracción neutra de desarrollo ascen­
dente con alcohol isopropílico : amoníaco (28 %) : agua (80 : 10 : 10) 
y revelados con reactivo de Eck, se han obtenido dos manchas de co­
lor marrón 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 obtenida; 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 última estudiada anteriormente, se han preparado cromatogra­
mas de desarrollo descendente en alcohol etílico 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
taño 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, acida y neutra, 
también se ha llevado a cabo revelando con reactivo de Eck cromato-
gramas de ia fracción acida, desarrollados en solución isopropílica 
ascendente; hemos encontrado una mancha marrón oscura de Rf 0,47, 
que se corresponde con la del mismo Rf encontrada en un principio 
en la fracción neutra. 

Estas manchas de Rf 0,47 presentes en las fracciones acida y neu­
tra, no son ningún compuesto indólico, pues al revelar estos croma­
togramas con Ehrlich, en el de la fracción neutra no se ha puesto 
de manifiesto más que una mancha anaranjada, de Rf 0,95, y en el 
de la fracción acida, las ya citadas en el apartado anterior. 

Los cromatogramas de los extractos neutros se han desarrollado 

14 



Cuadro 4 

Disolvente Revelador 

Rf y coloración 

Fracción 
neutra I. Ac. I. A, I. A. N. I. A. E. 

Ci 

o 
Os 

o 

o 
Alcohol isopropílico 

amoníaco (28 %) 
agua 
(80 : 10 : 10) 

Eck 

Ehrlich 

0A1 0,95 
(castaño oscuro) 

0,95 
(anaranjada) 

0,45-0,50 
(rojo violeta) 

0,45-0,50 
(rojiza) 

0,45-0,97 
(amarillo) 

0,97 
(rojo violeta) 

0,97 
(pardo verdoso) 

0,97 
(pardo azul) 

0,98 
(púrpura) 

Cuadro 5 
o 
Co 

Disolvente Revelador 

Rf y coloración 

Fracción 
acida 

Fracción 
neutra A. I. N. 

<5̂  

o 
00 

O 

Alcohol etílico (70 %) 

Alcohol isopropílico : amonía­
co (28 %) : agua 
(80 : 10 : 10) 

Eck 

Eck 

0,78 
(castaño oscuro) 

0,47 
(castaño oscuro) 

0,78 
(castaño oscuro) 

0,47-0,97 
(castaño oscuro) 

0,74-0,76 
(amarillo fuerte) 

0,97 
(pardo verdoso) 
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también en agua destilada, estando la cámara cromatográfica satu­
rada con una solución de ácido acético o amoníaco 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 única alargada, con cola, no 
pudiéndose comprobar la presencia de I. A. N., I. A. E. (*) e I. Ac. 
por comparación 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-
matográficos con la fracción neutra y compuestos indólicos, frente a 
los reveladores de Eck y Ehrlich. 

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

3 c. Triptofano, Para investigar la presencia de triptofano en la 
fracción separada según 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 propílico (Block (10). 

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

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

(*) Indolacetato de etilo. 
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Cuadro 6 

Disolvente 

Alcohol isopropílico : amoníaco : agua 
(80 : 5 : 15) 

Alcohol propílico : amoníaco : agua 
(60 : 30 : 10) 

Alcohol butílico saturado con amoníaco 
(5 %) 

Alcohol butílico : ácido acético : agua 
(60 : 15 : 25) 

Alcohol butílico : ácido acético : agua 
(40 : 10 : 50) 

Rf 

Fracción 
triptofano 

0,45 

0,47 

0,45 

0,51 

0,51-0,52 

Triptofano 
(Merck) 

0,43 

0,47 

0,45-0,47 

0,52 

0,52 

4. Cromatografía de los extractos obtenidos 
según la técnica de Bitancourt (7) 

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

5. Cromatografía del extracto clorofórmico 
obtenido según Thimann (39) 

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

Al revelar con reactivo de Ehrlich, identificamos el I. A. con un 
Rf de 0,95-0,98 y, sin embargo, no encontramos A. I. A. 

6. Cromatografía del extracto alcohólico 
obtenido según Linser (32) 

Solamente hemos obtenido resultados positivos al revelar con Ehr­
lich, identificando, como en el caso anterior del extracto clorofórmico, 
el I. A. 

7. Cromatografía del extracto acuoso 
obtenido según Gorter (20) 

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

17 
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CONCLUSIONES 

Obtuvimos la comprobación de la presencia de A. I. A. y otras 
sustancias auxínicas en los tumores, así como su biogénesis a partir 
del triptofano, vía A. I. Pe, al lograr identificar en los extractos hor­
monales preparados según las técnicas de Yamaki y Nakamura, Bi-
tancourt, etc., y mediante cromatografía en disolventes alcalinos, los 
productos de descomposición del A. I. Pe , citados por Bentley y 
Housley (4) y Kaper y Veldstra (22), encontrando en nuestros cromato-
gramas al revelar con reactivo de Ehrlich, las seis manchas típicas 
citadas por dichos autores, de Rf: 0,20-0,22, 0,47, 0,49-0,54, 0,84, 0,90, 
0,97-0,98 e identificándose a las de Rf 0,47 como A. I. G.; 0,49-0,54, 
como A. I. A., y 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 vías de formación del A. I. A. a partir del triptofano las 
que tienen como productos intermediarios, I. A. e I. A. N., propo­
niéndose, en consecuencia, como vía de la síntesis biológica del A. I. A. 
presente en los tumores, la que sigue este camino (Thimann (42): 
proteína-> triptofano—V A. I. Pc.-^A. L A . 

Mientras que Kaper y Veldstra sólo observaron esta vía de for­
mación del A. L A. en medios de cultivo sintético, nosotros la hemos 
logrado identificar, a pesar de la inestabilidad del A. L Pe , como un 
proceso biogenético, ya que lo conseguimos partiendo de un mate­
rial biológico como son los tumores del olivo. 

RESUMEN 

Se estudia en los tumores bacterianos del olivo la biogénesis del 
ácido j5-indolacético a partir del triptofano, encontrándose que ésta 
se realiza por la vía del ácido indolpirúvico y cuyos productos de des­
composición se identifican en los extractos tumorales^ mediante cro­
matografía en disolventes alcalinos. 
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SUMMARY 

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

Revisando la bibliografía referente al mejoramiento de la produc­
ción de ácido cítrico por fermentación, encontramos que Schweiger y 
Snell (5) añadían 500 ppm de morfolina a un medio sintético y ob­
tenían un aumento en la eficacia de la fermentación, estimulando la 
germinación, estabilizando los caracteres y produciendo cítrico más 
rápidamente. 

Sin embargo, el efecto más notable es el conseguido por la adi­
ción de alcoholes de bajo peso molecular, como hace Moyer (4). Sus 
cultivos apenas presentan esporulación, y sabemos que cuando la pro­
ducción de ácido cítrico 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 fermentación super­
ficial, y observan que el mejor efecto es producido por el metanol 
que disminuye el consumo de azúcar y la cantidad de micelio, frena 
el crecimiento y la esporulación, pero en cambio produce mayor can­
tidad de ácido cítrico. Así, en un medio sintético, con un 4 por ciento 
de metanol, logran un 56,8 por ciento de ácido cítrico, aumentando 
esta cifra si falta cobre o manganeso. 

Mlcrobíol. Españ.J5(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 azúcar, observando que el metanol au­
menta el rendimiento en ácido cítrico en medio de melazas de re­
molacha, y aun más si éstas están tratadas por ferrocianuro. 

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

MÉTODOS 

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

Se realizan determinaciones de pH, cantidad de micelio, azúcar 
remanente, acidez titulable y ácido cítrico, 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 fermentación de melazas de remolacha y caña. Después 
estudiamos en medios adicionados con metanol, la influencia del pH, 
complexonas y el medio de inoculación. Por último, 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 grá­
ficas correspondientes. 

a) Medio con melazas de remolacha, cuyos resultados se ex­
presan en la figura 1. A medida que armienta la concentración de me-
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tanol disminuye la cantidad de micelio; a partir del 6 por ciento em­
pieza a bajar el consumo de azúcar, subiendo el ácido cítrico hasta 
79,6 por ciento; a partir de esta concentración empieza a bajar rápida-

Metanoí 
10 % 

A=Azúcar , porcentaje. Ac = Acido cítrico, porcentaje. 
M = Micelio, gramos 

figura 1 

A, X (*) 5. Ac, X 50 

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

El medio sin metanol da un micelio liso, consistente, con esporula­
cion completa en pardo oscuro y cabezas esporígenas pequeñas; con 
2-4 por ciento de metanol, el micelio tiene esporulacion en pardo 
oscuro y cabezas esporígenas 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 
número qu» va detrás de este signo. / 
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h) 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 rápidamente; a su vez, el consumo 
de azúcar comienza a bajar rápidamente a partir de 4 por ciento de 
metanol; el ácido cítrico sube hasta 69,6 por ciento en presencia de 

4 6 
M e t a n - o l 

Figura 2 

A, X 10, Ac, X 50 

4 por ciento de metanol, bajando después rápidamente. El crecimiento 
es cada vez más lento a medida que sube el metanol, y no hay espo-
rulación. 

El medio sin metanol da un micelio blanco, consistente, con es-
porulacion incompleta en pardo, apenas micelio sumergido; con 2-4 
por ciento de metanol, el micelio es blanco, consistente, muy rugoso y 
no esporulado; con más metanol, apenas hay crecimiento. 

c) Medio con melazas de caña, cuyos resultados se expresan 
en la figura 3. Observamos que la cantidad de micelio, así como el 
consumo de azúcar, baja ligeramente; el ácido cítrico 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 más lento a medida que sube el metanol, 
y no hay esporulación. 

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 demás; con más cantidad de metanol se produce 
micelio amarillo tenue y sin esporular. 

M etanol 

Figura S 

A, X 5. Ac, X 50 

d) Medio también de melazas de caña, pero tratadas por fe-
rrocianuro en la forma general; sus resultados se expresan en la figu­
ra 4. Observamos alguna disminución de micelio en presencia de me­
tanol, así como de consumo de azúcar; en cuanto a la producción de 
ácido cítrico, 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 más lento a medida que sube el metanol, y 
no hay esporulación. 

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-
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z s 
M e ta n o l 

Figura 4 

A, X 5. Ac, 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
mentación, utilizando los cuatro tipos de medios dados en la expe­
riencia anterior, a los que se añaden diferentes cantidades de etanol 
(0,5 por ciento). En líneas generales, el etanol influye poco en la pro­
ducción de ácido cítrico por fermentación, pero, de todas maneras, 
veamos lo qiie ocurre en cada caso particular. 

a) Medio con melazas de remolacha. Hay muy poca variación 
del pH, cantidad de micelio, consimio de azúcar y producción de 
ácido cítrico; de todas maneras, el etanol retrasa M crecimiento, aun­
que no inhibe la esporulación. 

En cuanto a los caracteres morfológicos que presentan los culti^ 

è 
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vos á los seis días, el medio sin etanol presenta micelio liso, consis­
tente, esporiíaacítín conípleta en'pardo oscuro, con cabezas esporíge-
nas pequeñas; con 1-4 por ciento de etanol es parecido, pero la espo­
rulacion es incompleta; con un 5 por ciento de etanol, el micelio es 
amarillo, éoii esporulacion en los bordes. 1 ^ 

b) Medio también con melazas de remdlacHa, pero tratadas con 
ferrocianuro. Aquí tampoco se observa variación apreciable en los 
factores y testigos de fermentación, como en el caso anterior. 

En cuanto a los caracteres morfológicos, el medio sin etanol da un 
micelio blanco, consistente, con esporulacion incompleta en pardo y 
micelio algo sumergido; con 1-3 por ciento de etanol, el micelio és 
consistente; la esporulacion, 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 caña. No se observan variaciones apre-
ciables en los factores analizados, como en los casos anteriores. 

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

d) Medio también de melazas de caña, pero tratadas con fe­
rrocianuro. ' ^ o se observan ^ variaciones apreciables^, como en casos 
anteriores. 

En cuanto a caracteres morfológicos, el medio sin etanol da un 
micelio consistente, ligeramente rugosp, 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 és eonisistëfite, liso, totalmente esporulado 
en pardo grisáceo, y con 5 por ciento de etanol ŝe produce un micelio 
ligeramente consistente, liso, totalmente esporulado en pardo grisáceo. 

Influencia del .propanol 

Para esta experiencia se siguen las técnicas generales anteriores de 
fermentación, utilizando también los cuatro tipos de medios, a los 
que áé añaden diferentes cantidades de plopariol (0-1,4 por cieito). 
Eií líneas 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 caña, como veremos a continuación en cada caso. 

a) Medio con melazas de remolacha, cuyos resultados se expresan 
en la figura 5. Se observa poca variación hasta 0,8 por ciento de 
propanol, pero después hay aumento de pH, disminución de micelio 
y consumo de azúcar y caída rápida de producción de ácido cítrico. 
Se retrasa el crecimiento, pero no se impide la esporulación. 

0,6 0,8 1.0 
Propa-nol 

Figura 5 

A, X 10. Ac, X 50 

1,4 % 

En cuanto a los caracteres morfológicos, el medio sin propanol da 
micelio consistente, ligeramente rugoso y esporulación parda oscura; 
con 0,4-0,8 por ciento de propanol se produce micelio liso total y espo­
rulación cenicienta; con 0,8 por ciento de propanoí, el micelio es liso 
totalmente y amarillo y esporulación cenicienta, escasa; con 1,0-1,4 
por ciento, el micelio sólo 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 
adición de 0,4 por ciento de propanol hace subir la producción de 



Producción de ácido cítrico por fermentación. VI 43 

ácido cítrico a 61 por ciento, para después bajar rápidamente con más 
concentración; también tiende a disminuir la cantidad de micelio y el 
consumo de azúcar. El crecimiento se retrasa y no se impide la es-
porulación. 

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

— t 1 1 1 

0,Z 0,4 0,6 0,8 
Prûpanol 

Figura 6 

A, X 5. Ac, X 50 

1,0 ^^t % 

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. 

c) Medio con melazas de cana. No se observan grandes varia­
ciones en cuanto a los factores que se estudian. 

En relación con los caracteres morfológicos, el medio sin alcohol 
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 caña, pero tratadas con ferrocianuro. 
èjô se observan tampoco grandes variaciones en cuanto a los factores 
qué se^ estudian. ; 

En relación con los caracteres morfológicos, el medio sin alcohol 
da micelio blanco, liso; ligeramente esporulado; cou 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 señaladas, utilizando los cuatro tipos de medios, a los que se añaden 
diferentes cantidades de isopropanol (0-1,2 por ciento). En líneas ge­
nerales, este alcohol ejerce poca influencia en la fermentación de 
melazas de remolacha y caña. Veamos cada caso particular. 

a) Medio con melazas de remolacha. No se observa acción apre-
ciable en el pH, cantidad de «micelio, consumo de azúcar y produc­
ción de ácido cítrico. Se retrasa el crecimiento, pero no se afecta la 
esporulacion. 

En cuanto a los caracteres morfológicos, a los cinco días de fer­
mentación el medio sin alcohol da micelio consistente, ligeramente 
rugosO; con esporulacion parda oscura; con 0,4-0,8 por ciento de isopro­
panol da lo mismo, pero la esporulacion es color ceniza; con 1,0-1,4 
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 variación de pH, cantidad de micelio 
y consumo de azúcar, pero el ácido cítrico sube a 47,5 por ciento 
con 0,6 por ciento de isopropanol. El cercimiento y la esporulacion 
no se afectan. 

En .cuanto a los caracteres morfológicos, en todos, a los cinco días, 
aparece el micelio blanco^ sucio, rugoso, no esporulado, con tomento 
blanco en toda la superficie, , , , 

c) Medio de. melazas de caña. No se observan variaciones en el 
pH,rCantídad de micelio y consumo de azúcar. En cuanto a la pro­
ducción de ácido cíiarico, la presencia del isopropanol reduce su can­
tidad. El crecimiento es más lento y no se afecta.la esporulacion. 

i8 
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En cuanto a los caracteres morfológicos, a los seis días el medio 
mit alcohol está 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
propanol, el micelio se presenta blanco grisáceo, ligeramente consis­
tente jy con comienzo de esporulación. 

d) Medio también con melazas de caña, pero tratadas por fe-
rrocianuro. No se observa gran variación en cuanto al pH, cantidad 
de micelio y consumo de azúcar; en cuanto a la producción de ácido 
cítrico, la presencia del alcohol hace bajar su cantidad. 

En cuanto a los caracteres morfológicos que se presentan a los 
ocho días de fermentación, el medio sin alcohol tiene micelio con­
sistente, ligeramente rugoso, esporulado 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 
esporulación es en pardo claro. 

Influencia del butanol 

Para esta experi;pdcia se siguen las técnicas generales antes seña­
ladas y empleando los cuatro tipos de medios a los que se añaden 
diferentes c^iitidades de butanol (0-0,8 por ciento). En líneas genera­
les, se observa influencia del butanol en el caso de medios prepara­
dos con melazas de caña, pero no tanto en los de melazas de remo­
lacha, como: se indica a-continuación. ^ 

a) Medio con melazas de remolacha, en el que se observa muy 
poca variación en cuanto al pH, cantidad de micelio, consumo de 
azúcar y producción de ácido cítrico (da 61 por ciento, con 0,4 por 
ciento de butanol). El crecimiento sé retrasa y la esporulación no se 
afecta. 

En cuanto a los caracteres morfológicos, a los siete días de fer­
mentación, el medio sin alcohol da micelio consistente, ligeramente 
rugoso y totalmente esporulado en pardo; con 0,2 por ciento de bu­
tanol da micelio parcialmente esporulado en pardo ceniza; con 0,4 
por ciento de butanol da micelio blanco, ligero; 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 variación apre-

11 
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ciable de pH, cantidad de micelio, consumo de azúcar y producción 
de ácido cítrico. El crecimiento se retrasa' y además se impide la 
esporulación. 

En cuanto a los caracteres morfológicos, el medio sin alcohol 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 d | caña, cuyos resultados se expresan en 
la figura 7. El pH tiene tendencia a elevarse, y se observa que la 

Bulanol 

Figura 7 

A, X 2. Ac, X 10 

cantidad de micelio no varía, pero el consumo de azúcar y la can­
tidad de ácido cítrico tienden a bajar a partir de 0,5 por ciento de bu­
tanol. El crecimiento se retrasa y se impide la esporulación. 

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

12 



Producción de ácido cítrico por fermentación, VI 47 

butano! 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 caña, 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 

0,4 0,6 

6uUno( 

Figura 8 
A, X 3. Ae, X 10 

consumo de azúcar y la producción de ácido cítrico disminuyen rá­
pidamente. El crecimiento se retrasa y se impide la esporulación. 

En cuanto a los caracteres morfológicos, 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 jse añaden 
diferentes cantidades de isobutanol (0-0,8 por ciento). Los resultados 
de cada caso se dan a continuación. 

-a) Medio con melazas de remolacha, en ei que se observa a 
partir de la adición de 0,5 por ciento de isobutanol, disminución en 
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Figura 9 

A, X 20. Ac, X 100 

Oi8 % 

el consunio de azúcar y en la producción de ácido cítrico; e l p H y 
4a cantidad de niícelio varían ligeramente. El crecimiento se retrasa 
y se impide la esporulación. 

En cuanto a los caracteres morfológicos, el medio sin alcohol, a 
los siete díaSj da ün 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 0,4 por ciento de isobutanol da micelio blanco, tenue, con man-
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chas ocres y no; esporulado; con 0,6-0,8 por ciento de isobutanol, el 
micelio es blanco, tenue y no esporulado. 

; b) Medio d§ inelazas de remolacha, pero tratado con ferrociá-
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 
.azúcar y producción de ácido cítrico disminuyen rápidamente hasta 
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A, ¿ 3; Ac, X 10 

anularse a una concentración de 0,8 por ciento de isobutanol. El cre­
cimiento se retrasa y la esporulación se impide. 

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

c) Medio de melazas de caña; sus resultados se expresan en la 
figura 10. Et pH. tiende a elevarse; la cantidad de miceho y el con­
sumo de azúcar disminuyen lentamente, y el ácido cítrico disminuye 
rápidamente a partir de la adición de 0,4 por ciento de isobutanol. 
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En lo relativo a los caracteres morfológicos, 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 caña, pero tratadas con ferro-
cianuro; sus resultados se expresan en la figura 11. El pH tiene ten-

0,4 0,6 
I sobutanol 

Figura 11 

A, X 3. Ac, X 10 

dencia a elevarse; la cantidad de micelio baja lentamente, así como 
el consumo de azúcar; en cambio, la producción de ácido cítrico dis­
minuye rápidamente hasta anularse, con 0,8 por ciento de isobutanol. 

En relación con los caracteres morfológicos, el medio sin alcohol 
da un micelio blanco, consistente, ligeramente rugoso, totalmente es­
porulado en pardo; con 0,2 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. 
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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 caña, a los que se adi­
ciona 6 por ciento de metanol. Se prueba la acción 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 

Figura 12 

A, X 10. Ac, X 50 

como el consumo de azúcar y producción de ácido cítrico, se van ele­
vando a medida que se sube el pH hasta 5,5, en que se produce 81,6 
por ciento de conversión de azúcar en ácido cítrico. El pH no influye 
ni en el crecimiento ni en la esporulación, la cual se inhibe por de­
bajo de pH 5,0. 

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

En cuanto a los caracteres morfológicos, a los tres días no hay di-
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ferencias entre todoa los medios; a los seis días, en medios de melazas 
de remolacha y hasta pH 4,5, se produce micelio blanco^ y a más pH, 
es amarillo; en los medios con melazas de caña, el micelio es blanco, 
ligeramente rugosa, hasta un pH 7,5, en que el rûicelio sê  hace poco 
consistente y liso. : -

Influencia de las complexonas en medio de melazas con metanol 

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

M e t a n o l 

Figura IS 

A, X 10. Ac, X 50 

a las melazas de rerriolacha, y 0,2932 por ciento de la misma com­
plexona a las melazas de caña. 

En el caso de las melazas de remolacha y hasta 4 por ciento de 
metanol, no hay variaciones en el pH,' cantidad de micelio, consumo 
de azúcar y producción de ácido cítrico (da 80 por ciento con 3 por 
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ciento de metanol). Si se añade 5 por ciento de metanol, disminuyen 
rápidamente todos los factores. El crecimiento tiende a disminuir y 
la esporulación se impide con 5 por ciento de metanoL 

En cuanto a los caracteres morfológicos, a los ocho días de fer­
mentación, hasta 2 por ciento de metanol, el micelio es consistente y 
esporulado en pardo oscuro; con 8-4 por ciento de meíanol, es ama­
rillo, poco consistente y parcialmente esj3ôrulado; con más, no se for­
ma micelio. 

En el caso de melazas de caña, sus resultados se expresan en la 
figura 13. Se observa una disminución de cantidad de micelio, consu­
mo de azúcar y producción de ácido cítrico. 

En relación con los caracteres morfológicos, a los ocho días de fer­
mentación, hasta 1 por ciento de metanol, 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 más metanol no se forma micelio. 

Influencia de la morfolina 

Vara esta experiencia se siguen las técnicas generales antes men­
cionadas, con medios de melazas de remolacha y caña a los que ze 
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 azúcar y producción de 
ácido cítrico. Esto mismo ocurre en cuanto a los caracteres morfoló­
gicos. 

Influencia del medio de esporulación en medio de melazas-metanol 

Para esta experiencia se siguen las técnicas generales antes señala­
das, con medios de melazas de remolacha (con 6 por ciento de me­
tanol) y melazas de caña (con 4 por ciento de metanol). Como inócu-
los, se emplean suspensiones de esporas en agua destilada estéril, que 
han esporulado en los medios siguientes: medio, .sintético de John­
son (Ya), medio de melazas de remolacha I (Yb), medio de melazas de 
remolacha II (Ye) y medio de melazas de caña (Yd). Los resultados se 
expresan en el cuadro 1. 
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Cuadro 1 

Inoculo 
pH 

Melazas de remolacha 

Micelio 
Gramos 

Gramos de 
ízúcar/lOO mi 

de medio 

Gramos de 
ácido cítri­
co/100 mi 
de medio 

Conversión 

Porcentaje 

Melazas de caña 

pH 
iviicelio 
Gramos 

Gramos de 
azúcar/100 mí 

de medio 

Gramos de 
ácido cítri­
co/100 mi 
de medio 

Conversión 

Porcentaje 
3 

Ya 

Yb 

Ye 

Yd 

2,0 
1,9 

4,5 

3,0 

0,823 
0,861 

0,108 

0,615 

2,95 
2,75 

8,30 

5,25 

8,132 
8,379 

0,625 

3,680 

81,3 
83,8 

6,2 

36,8 

1,7 
1,7 

1,8 
1,8 

0,665 

0,688 

0,679 

0,709 

3,55 

3,70 

3,60 

3,00 

3,806 

3,446 

3,366 

3,563 

38,0 

34,5 

33,6 

35,6 
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DISCUSIÓN 

Ya dijimos al principio que quien estudió con más intensidad el 
efecto de los alcoholes sobre la producción de ácido cítrico por fer­
mentación fue Moyer (4). Esto también fue estudiado con más exten­
sión por Malo y Regueiro (2) en medio sintético. 

Aquí estudiamos la acción de los alcoholes en medios de melazas 
de remolacha y caña, tratados o sin tratar por ferrocianuro. Estudia­
mos la acción sobre pH, cantidad de micelio, consumo de azúcar, pro­
ducción de ácido cítrico y caracteres morfológicos, todos en fermen­
tación en superficie. 

El alcohol que más influencia posee en la producción de ácido cí­
trico por fermentación de melazas de remolacha y caña, sin tratar y 
tratadas por ferrocianuro, es el metanol. En todos los casos, al au­
mentar la cantidad de metano] el crecimiento se hace cada vez más 
lento, y en todos los casos se inhibe la esporulación. 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 caña, varía muy poco. En todos los casos, el consumo de azúcar 
tiende a disminuir con la cantidad de metanol y al tiempo aumenta 
la producción de ácido cítrico, hasta determinado nivel de metanol. 

El etanol, por regla general, influye poco en la producción de áci­
do cítrico por fermentación 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 esporulación. La presencia de diferentes cantidades de eta-
nol hace variar, en cambio, los caracteres morfológicos del cultivo. 

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

El isopropanol ejerce muy poca influencia en los medios de me­
lazas de remolacha o caña. En todos los casos, el aumento de isopro­
panol hace retrasar el crecimiento, pero no impide la esporulación. 
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Hay variaciones en caracteres morfológicos, según la cantidad de al­
cohol añadido. 

El butanol, por regla general, influye en medios preparados con 
melazas de caña, pero muy poco en los preparados con melazas de 
remolacha. En todos los casos, al aumentar la cantidad de butanol se 
retrasa el crecimiento y también se impide la esporulación (a ex­
cepción de los medios de melazas sin tratar). Se producen variaciones 
morfológicas, según la cantidad de alcohol añadida al medio. 

Por último, el isobutanol, en todos los casos, tiende a retrasar el 
crecimiento e impedir la esporulación. Al aumentar la cantidad en los 
medios, inhibe el desarrollo y, por tanto, la producción de ácido cí­
trico. Se encuentran variaciones en los caracteres morfológicos, según 
la cantidad de alcohol añadido. 

Podemos esquematizar la producción de ácido cítrico, en cuanto al 
aumento de la misma por adición de alcoholes (donde no se pone es 
que la potencia disminuye en relación con el testigo). Se da el cua­
dro 2. 

Cuadro 2 

Alcoholes 

Metanol 
Etanol 
Propanol 
Isopropanol 
Butanol 
Isobutanol 

i 
1 
n o 

U 

Metanol 
Etanol 
Propanol 
Isopropanol 
Butanol 
Isobutanol 

Testigo 

Testigo 

Melazas de 

Concentración 
Porcentaje 

6,0 
4,0 

0,4 
0,4 

4,0 
4,0 
0,4 
0,6 

remolacha 

Conversión 
Porcentaje 

50,0 
79,6 
50,4 

61,0 
54,6 

40,0 
69,6 
54,6 
57,9 
47,5 

Melazas 

Concentración 
Porcentaje 

4,0 

5,0 

de caña 

Conversión 
Porcentaje 

25,0 
40,0 

30,0 
32,6 
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De estos resultados se deduce que la adición de metanol es con­
veniente en los medios de melazas de remolacha, tratados o sin tratar. 

Concretándonos, pues, a los medios de melazas adicionados de 
metanol, estudiamos la influencia posible del pH inicial del medio, 
encontrándose que cuando éste es de 5,5, la producción se eleva a 
81,6 por ciento de conversión en ácido cítrico. 

Derivado de un trabajo anterior de Puente y Regueiro (4), se prueba 
la acción 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 producción sube a 80 por ciento de ácido cítrico, en 
melazas de remolacha; en las de caña disminuye la producción. 

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

Cuando el medio de melazas de caña con metanol se inocula con 
esporas procedentes de medios de esporulación diferentes, no se notan 
diferencias de producción de cítrico; 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 producción de ácido cítrico por fermen­
tación en superficie de melazas de remolacha y caña, por una raza 
mutante de Aspergillus niger, obtenida por selección natural en nues­
tro laboratorio. 

Se prueban los alcoholes metanol, etanol, propanol, isopropanol, 
butanol e isobutanol en medios de melazas de remolacha y caña, tra­
tados y sin tratar por ferrocianuro, encontrándose 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 caña. En los medios tratados por ferrocianuro la cantidad es de 
4 y 5 por ciento, respectivamente. 

Un pH inicial de 5,5 es el más conveniente (con 6 por ciento de 
metanol se produce 81,6 por ciento de ácido cítrico). También se en­
cuentra beneficiosa la adición 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 ácido cítrico). 

Encontramos que es importante el estudiar el efecto del medio de 
esporulación en la producción de ácido cítrico, pues varía, según la 
composición 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 
beet 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 3 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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A. PUENTE y B. REGUEIRO 

INTRODUCCIÓN 

En un trabajo anterior sobre producción de ácido cítrico por fer­
mentación, Malo y Regueiro (2) utilizan el método de fermentación 
sumergida, introducido por Perquin (3) hacía algunos años. En aquel 
trabajo se hacía la fermentación con un medio sintético. 

En las fermentaciones comerciales se emplean medios más com­
plejos, del tipo de residuos agrícolas o industriales. Para la produc­
ción de ácido cítrico se emplean, casi en general, las melazas de azú­
car. Puente y Regueiro (4) realizan trabajos con medios de melazas 
de remolacha y caña, para ver factores favorables para la producción 
de ácido cítrico por fermentación en superficie. 

Los problemas que se presentan en la fermentación en superficie 
también se presentan en la sumergida, aparte de otros, que afectan a 
la aireación. 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) 
hacían una revisión bibliográfica de la fermentación cítrica en su­
mergido, por lo cual no vamos a repetirla en este lugar. 

En el presente trabajo se estudian algunos factores relacionados 
con la preparación del medio de fermentación, así como la influencia 
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de los mismos en medios tratados por ferrocianuro. Por último, se es­
tudia la influencia de las complexonas en éstos medios. 

MÉTODOS 

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

Con relación a la técnica específica de fermentación sumergida, 
se sigue la técnica de Malo y Regueiro (2), de agitación de vaivén a 
28 «C. 

Se hacen determinaciones de pH, volumen de micelio (centrifuga­
ción), azúcar remanente, acidez titulable, ácido cítrico (colorimetría) 
y ácido oxálico. 

RESULTADOS 

A) Factores relacionados con el medio de fermentación 

En todas las experiencias realizadas se comparan resultados dé 
medios preparados con melazas de remolacha y con melazas de caña. 
Los factores estudiados y los ^ resultados obtenidos fueron los si­
guientes. 

a) Concentración óptima de melazas 

El primer punto que hay que estudiar en la producción de ácido 
cítrico por fermentación sumergida de melazas es la concentración 
óptima de éstas que se debe añadir al medio. Se prepara éste dilu­
yendo las melazas a diferentes concentraciones y se sigue la técnica 
general de esterilización, inoculación y fermentación. 

En el caso de melazas de remolacha se obtiene un óptimo de 28,9 
por ciento de ácido cítrico, con un 12 por ciento de azúcar en melazas. 
En las melazas de caña, con más de un 10 por ciento de azúcar, baja 
el pH, el consumo de azúcar y el ácido cítrico, aumentando el micelio. 
Da un óptimo de 7,9 por ciento de ácido cítrico, con 12 por ciento 
de azúcar en melazas. 
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h) 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. Eln el caso de emplear melazas de remo­
lacha, el micelio y el consumo de azúcar casi no se afectan, y la pro­
ducción de ácido cítrico sube ligeramente, a un 20,9 por ciento, a pH 5,5. 
En el caso de las melazas de caña, se produce un óptimo de 17,8 por 
ciento de ácido cítrico, a pH 6,0. 

En todos los casos, los caracteres morfológicos de los cultivos son 
los de pellas, grandes en su mayoría, y una pequeña proporción de 
fibras largas y gruesas. 

c) Influencia de la concentración de nitrógeno 

Al observar por las experiencias anteriores que el rendimiento en 
ácido cítrico es más bajo en las melazas de caña que en las de remo­
lacha, se estudia la influencia de la adición de nitrógeno (en forma 
de nitrato amónico) a las primeras. 

0.1 0.2 0.5 % 0,5 

Nitrógeno 

A = Azúcar, porcentaje. Ae = Acido cítrico, porcentaje. M = Micelio 
(volumen), porcentaje 

Figura 1 

Ac, X (*) S. M, X 20 

i*^) En cada caso, la cifra exacta se obtiene muitîplicâttdo la de la escala por 
el número que va detrás de este signo. 
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Se prepara medio de melazas de caña (12 por ciento de azúcar total) 
y se añaden diferentes cantidades de nitrato amónico; los resultados 
se expresan en la figura 1, Se observa que la cantidad óptima de adi­
ción es de 0,05 por ciento de nitrógeno, en que se produce un máximo 
de 19,1 por ciento de ácido cítrico. Al mismo tiempo, también se favo­
rece el aumento de micelio y de consumo de azúcar, formación de 
pellas, sobre todo de tipo pequeño. Cuando baja el nitrógeno, el 
micelio es más de tipo fibroso. 

d) Influencia de la concentración de fósforo 

Se hace por las técnicas generales en medios de melazas de remo­
lacha y caña. En el primer caso, la adición de fosfato (0,01-0,03 por 
ciento) es perjudicial, pues a pesar de dar mayor consumo de azúcar y 
más cantidad de micelio, la producción de cítrico disminuye. 

En el caso de melazas de cada, adicionadas de 0,05 por ciento de ni­
trógeno y fosfato (0-0,2 por ciento), la presencia de éste no influye en 
la cantidad de micelio, pero aumenta el consumo de azúcar y hace 
disminuir la producción de ácido cítrico. El fosfato favorece la for­
mación de fibras en vez de pellas. 

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

e) Influencia de la adición de sacarosa 

Se preparan medios con diferentes concentraciones de melazas de 
remolacha y se completan con sacarosa al 12 por ciento de azúcar. Los 
resultados se expresan en la figura 2. Se observa aquí: disminución 
del pH final, de la cantidad de micelio, consumo de azúcar y pro­
ducción de ácido cítrico, favoreciéndose, en cambio, la formación de 
pellas pequeñas hasta la adición de 8 por ciento de sacarosa; des­
pués, se forman grandes. 

En un^ experiencia complementaria, se mezclan diferentes canti­
dades de melabas de remolacha y caña hasta un total de 12 por ciento de 
azúcar. Los resultados se expresan en la figura 3. No se observa ac­
ción en el p H fínal; el consumo de azúcar y la producción de ácido 
cítrico bajan progresivamente al aumentar la cantidad de melazas de 
caña; la máxima 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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6 8 10 
Sacarosa 

Figura 2 
Ac, X 5. M, X 5 

12 % 

4 6 8 10 
Azúcar (caña) 

Figura 3 
Ae, X 10. M, X 10 

12 % 
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lización se demuestra como más conveniente para los medios de fer­
mentación 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 incineración a 1.000 ^C, 
dividiéndose en totales (solubles en agua regia) y solubles (en ácido 
clorhídrico). Se realizan los métodos generales de fermentación su­
mergida y únicamente añadiendo a los medios las cantidades de ce­
nizas que se indican en el cuadro 1. 

En todos los casos se observa que la adición de cenizas produce 
una disminución rápida en la producción de ácido cítrico, sobre todo 
en el caso de cenizas de melazas de caña. 

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

B) Tratamiento de'^melazas por ferrocianuro 

Se estudian varios factores en relación con la adición de ferrocia­
nuro a los medios con melazas de remolacha y caña. Los resultados 
obtenidos en cada caso se dan a continuación. 

a) Adición antes de la esterilización del medio 

Se preparan los medios con melazas de remolacha y caña, al 
12 por ciento de azúcar. Se añaden diferentes cantidades de ferrocia­
nuro potásico 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 azúcar en proporción a la can­
tidad de ferrocianuro; en cuanto a la producción de ácido cítrico, hay 
un óptimo de 44,9 por ciento con un 0,08 por ciento de ferrocianuro. 

En los medios de melazas de caña no se observa mucha variación 
en cuanto al pH final, cantidad de micelio, consumo de azúcar y pro­
ducción de ácido cítrico, hasta la adición de 0,06 por ciento de ferro-
cianuro. A partir de aquí disminuye el consumo de azúcar y se produce 
más ácido cítrico, llegando a 20,8 por ciento con 0,07 por ciento de 
ferrocianuro. La concentración elevada de ferrocianuro favorece la 
formación de micelio en fibras. 
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0.0 Z 0,0 A 0.06 0.08 
f e r r o c i a n u r o 

Figura 4 

Ac, X JO. M , X 5 

0.10 X 

S 1 

L^„ » tt « » 

—-O" —O 0 " • o -

'I t r I ' I 

0.01 0.02 0,03 m 0.05 0.06 m 0,08 0,09 0.10 % 
Ferrocianuro 

Figura 5 

Ac, X JO. M , X 5 0 
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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 caña; aquí, al aumentar el ferrocianuro, se forman fibras 
cortas y finas. 

b) Adición después de la esterilización del medio 

Se hace como en la experiencia anterior, únicamente que el ferro-
cianuro se añade después de esterilizar el medio a vapor flu^nte du­
rante cuarenta y cinco minutos. Si la edición se realiza una vez com­
pletamente frío el medio, se observa una disminución progresiva del 
pH y del volumen del micelio al aumentar el ferrocianuro; pero el 
consumo de azúcar y la producción de ácido cítrico casi no varían. El 
micelio es del tipo de pellas pequeñas y escasas fibras. 

Cuando el ferrocianuro se añade estando el medio aún caliente 
(remolacha y caña), en general, se observa poca influencia en la mar­
cha de la fermentación. Únicamente, en cuanto al volumen de micelio, 
el aumento de ferrocianuro produce disminución, sobre todo en los 
medios de melazas de remolacha. 

El tratamiento favorece la formación de pellas pequeñas al au­
mentar la cantidad de ferrocianuro. 

c) Influencia del tiempo y temperatura de esterilización 

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 azú­
car bajan lentamente al subir la temperatura; en cuanto a la produc­
ción de ácido cítrico, el óptimo se produce cuando el ferrocianuro 
(0,03 por ciento) se adiciona a 100 **C. En todos los casos, las pellas 
son pequeñas y hay escasas fibras. 

Se estudia la influencia de la esterilización en medios de melazas 
de remolacha adicionados con 0,03 por ciento de ferrocianuro; se este­
riliza según los tiempos y temperaturas indicados en la figura 6. La 
máxima producción se consigue a 100 *̂C durante cuarenta y cinco 
minutos, pues en general la esterilización con presión 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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45 90 min 20 75 60 45 30 15 

Esterilización a 100 °C Esterilización a 120 °C 

Figura 6 
Ac, X 10. M, X 10 

10 

fosfato 
Figura 7 

Kc, X 5. M, X 50 

0.3 % 
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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 caña y con adición en caliente de 0,03 por 
ciento de ferrocianuro. En el caso de medios con melazas de remola­
cha, la adición de fosfato (0,01-0,03 por ciento), origina pocas varia­
ciones y tendencia a disminuir la producción de ácido cítrico. Se 
forman pellas de tipo pequeño. 

En el caso de medios con melazas de caña, sus resultados se dan 
en la figura 7. Se observa ligero aumento del micelio, disminución del 
consumo de azúcar y producción de ácido cítrico; el fosfato favorece 
la formación de fibras. 

e) Influencia del hierro en medios tratados 

Se preparan experiencias como en el caso anterior, con medios de 
melazas de remolacha y caña, tratadas por 0,08 y 0,07 por ciento, res­
pectivamente, de ferrocianuro. Se añaden diferentes cantidades de 
hierro (hasta 10 mg/lOO mi de medio) y se observa que hay un li­
gero aumento del volumen del micelio, consumo de azúcar y dismi­
nución de ácido cítrico. 

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

f) Influencia del tratamiento después de la inoculación 

Se prepara medio de melaza de remolacha como en casos ante­
riores; se esteriliza e inocula con 2 mi de suspensión de esporas. A 
continuación y en tiempos diferentes, se añade 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 adición de ferrocianuro después de 
la inoculación no es conveniente. El micelio está formado por pellas 
grandes, salvo el testigo sin ferrocianuro, que presenta micelio fibroso. 

g) Influencia del número 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
pensión de esporas, conteniendo de 200-2.{X]O.00O/ml, observándose 
que con menos de 2.000 esporas/ml disminuye rápidamente la pro-
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Ac, X 10. M, X 30 

duccion de ácido cítrico y baja la cantidad de micelio, que en todos 
los casos es del tipo de pellas pequeñas. 

h) Influencia de inoculo vegetativo o inoculo de esporas 

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

Se observa que los resultados o diferencias por inoculo, a los diez 
días de fermentación, apenas son ligeros; aunque en el caso de las 
melazas de remolacha hay un ligero aumento de producción de ácido 
cítrico, utilizando inoculo vegetativo de cuarenta horas. 

En las melazas de remolacha el micelio es de pellas pequeñas, 
y en las de caña es fibroso, con fibras cortas y finas, escasas pellas 
grandes. 
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Cuadro 2 

inoculo 

Melazas de remoíacha 

PH 
Micelio 

(volumen) 
Porcentaje 

Gramos de 
azúcar/100 

mi de medio 

Gramos de 
ácido cítri­
co/100 mi 
de medio 

Conversión 
Porcentaje 
en gramos 

Melazas de caña 

pH 
Micelio 

(volumen) 
Porcentaje 

Gramos de 
azúcar/IDO mi 

de medio 

Gramos de 
ácido cítri­
co/100 mi 
de medio 

Conversión 
Porcentaje 
en gramos 

Y. 

Yb 

Ye 

3,1 
3,1 
3,0 

28 

26 

28 

2,65 

2,80 

2,80 

4,438 

4,360 

4,756 

36,9 
36,3 

39,6 

3,1 
3,0 

3,0 

34 

32 

40 

2,55 

2,90 

2,95 

2,45T 

2,377 

2,297 

20,4 

19,8 

19,1 

o a. 
Ci 
«s>. 

Os 

as 

o 

o 

Ci 

o 
Os 

< 
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C) Tratamiento de melazas con complexonas 

Sabiendo que las complexonas complejan metales y evitan su ac­
ción, es natural que probáramos también su actividad en la produc­
ción de ácido cítrico por fermentación de melazas en sumergido. Es­
tudiamos la acción 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 mi 
de medio con 0,76285 g de complexona, las melazas de remolacha, y 
con 1,43988 g, las melazas de caña. 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 
azúcar y aumenta la producción de ácido cítrico a un 34,6 por ciento 
con 0,25 por ciento de complexona, para luego bajar rápidamente. 

En el caso de melazas de caña bajan rápidamente el volumen de 
micelio y el consumo de azúcar, subiendo al mismo tiempo la pro­
ducción de ácido cítrico a un 30,9 por ciento con un 0,96 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 mi de me­
dio con 0,83358 g de complexona, las melazas de remolacha, y con 
1.51741 g, las de caña. 

En el caso de las melazas de remolacha, el micelio tiende a bajar 
ligeramente, varía' poco el consimio de azúcar y la producción de áci­
do cítrico, dando un 32,6 por ciento por adición de 0,21 por ciento de 
complexona. 

En el caso de las melazas de caña no se encuentran variaciones 
apreciables en el volumen del micelio, consumo de azúcar y produc­
ción de ácido cítrico, que da un óptimo de 24,3 por ciento con 0,30 por 
ciento de complexona. 
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Los micelios que son fibrosos, en ausencia de complexona, se ha­
cen en pellas pequeñas, con una pequeña proporción de fibras. 

DISCUSIÓN 

Trabajos anteriores se concretaban al estudio de la fermentación 
cítrica de melazas de remolacha y caña en superficie; los factores que 
se estudiaban para lograr un máximo de producción y un mayor co­
nocimiento de la fermentación, varían en cuanto se cambia la técnica 
de fermentación. Por esta razón estudiamos en el presente trabajo 
factores ya conocidos, pero desde otro punto de vista; así podremos 
establecer relaciones y diferencias. 

En primer lugar, se estudian algunos factores relacionados con el 
medio de fermentación. Estudiamos la cantidad óptima de melazas 
que se debe añadir al medio de fermentación y encontramos que una 
cantidad de 12 por ciento de azúcar da los mejores resultados. Como 
se observa, la cantidad es algo superior a la de la fermentación super­
ficial, y esto se debe seguramente a un mayor consumo de azúcar por 
influencia de la aireación. Así, bajo la influencia de este solo factor, 
el rendimiento en ácido cítrico es en las melazas de remolacha de 
18,7 por ciento, y en las melazas de caña, 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 óptimo de pro­
ducción se logra a pH 5,5, mientras que en las de caña? es de pH 6,0, 
observándose un nivel más cercano que en el caso de la feíiBenta-
ción en superficie. 

Vemos en los casos anteriores que hay diferencia entre la produc­
ción en melazas de remolacha y melazas de caña; pensando que esto 
podría ser por las diferencias en contenido de nitrógeno, añadimos 
diferentes cantidades a un medio de melazas de caña, lográndose una 
producción parecida a la de melazas de remolacha, con un 0,05 por 
ciento de nitrógeno (en forma de nitrato amónico). 

Por el contrario, la adición de fosfato es perjudicial a la fermen­
tación sumergida de melazas, tanto de remolacha como de caña. 

Para estudiar la acción específica del azúcar de melazas se sus­
tituye parte de éste por sacarosa, observándose una disminución pro-
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gresiva de ácido cítrico a medida que aumenta la sustitución. Lo 
mismo ocurre si tal sustitución se realiza con melazas de caña. 

A pesar de todos los factores estudiados, vemos que todavía hay 
diferencias entre los rendimientos obtenidos con melazas de remola­
cha o de caña. 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 reducción 
del rendimiento, tanto con cenizas totales como con cenizas solubles 
y tanto de remolacha como de caña. 

Es por estas últimas razones, sobre todo, por las que a continuación 
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 más empleado en escala industrial y por el 
que se logra aumentar dé modo notable la producción de ácido cítrico 
por fermentación de melazas. 

Estudiando el efecto de los diferentes métodos de adición de fe­
rrocianuro no se encuentran grandes diferencias entre hacerlo antes 
o después de esterilizar. El nivel máximo de producción, de un 44,9 
por ciento de ácido cítrico, se logra por adición de 0,08 por ciento de 
ferrocianuro a melazas de remolacha, y de un 20,8 por ciento de ácido 
cítrico por adición de 0,07 por ciento de ferrocianuro a melazas de 
caña. 

En los caso^ de fermentaciones tratadas por ferrocianuro es per­
judicial también la adición de fosfato o de hierro. Otro dato que se 
debe tener en cuenta es que la adición de ferrocianuro no es conve­
niente después de la inoculación. 

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

Tratamiento de melazas por complexonas. Probamos el efecto de 
las complexonas en fermentación sumergida de melazas. Encontramos 
que la adición de un 0,25 por ciento de ADCT produce un rendimiento 
de 34,6 por ciento de ácido cítrico en el caso de medio con melazas 
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de remolacha, y con 0,96 por ciento de ADCT da un 30,9 por ciento 
en el caso de medio con melazas de caña. 

Cuando se emplea la complexona V (AEGT) en medio de melazas 
de remolacha, con un 0,21 por ciento de complexona da un 82,6 por 
ciento de ácido cítrico; con 0,30 por ciento en medio de melazas de 
caña, se obtiene 24,3 por ciento de ácido cítrico. 

RESUMEN 

En esta serie de trabajos, sobre producción de ácido cítrico por 
fermentación de melazas, estudiamos aquí los factores relacionados 
con la fermentación sumergida. Vemos que la cantidad óptima de 
melazas es de 12 por ciento de azúcar, debiendo añadirse lin 0fi5 por 
ciento de nitrógeno y un pH inicial de 5,5-6,0. El aumento de cenizas 
es causa de baja de rendimientos en la producción. 

La producción de ácido cítrico por fermentación de melazas en 
sumergido se mejora tratando éstas por ferrocianuro. Se hace por 
adición de 0,08 por ciento a melazas de remolacha, y de 0,07 por cien­
to a melazas de caña, después de esterilizar a vapor fluente durante 
cuarenta minutos. Se encuentra conveniente añadir más de 2.000 es-
poras/ml de medio. 

También probamos mejorar el rendimiento por adición de com-
plexonas, encontrándose favorable la adición 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 caña. 

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-
cyanide arid complexones. 
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