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FACULTAD DE FARMACIA DE LA UNIVERSIDAD DE BARCELONA
CATEDRA DE MICROBIOLOGIA

ESTERILIZACION DE MATERIALES PLASTICOS
POR RADIACIONES ULTRAVIOLETAS

por

M. VENTIN

EXPOSICION Y ENFOQUE DEL PROBLEMA

El empleo cada vez més generalizado de los materiales plésticos en
el acondicionamiento de productos que requieran condiciones de asepsia
y la dificultad de su esterilizacién por procedimientos cléasicos, obliga al
estudio de nuevas técnicas que permitan resolver el problema.

El hecho, de todos conocido, del notable poder germicida de la ra-
diacién ultravioleta y la posible transparencia de los materiales plasticos
a dicha radiacién, nos inducen a considerar como factible su empleo en
la esterilizacién de recipientes plasticos herméticos.

Nuestro propdsito es, por tanto, llegar a determinar de manera siste-
madtica la transparencia de algunos materiales plasticos a la radiacién ultra-
violeta de accién germicida.

Planteado el objeto de nuestro estudio, indicamos dos vias resolutivas
—Biolégica y Fisica—, las cuales, de por si, deben ser solucién comple-
ta al problema, a la vez que en sus consecuencias Ultimas han de coinci-
dir dentro de los méargenes de error.

El elemento fundamental del estudio bioldgico lo constituye un sis-
tema integrado por una ldmpara de emisién ultravioleta alojada en el in-
terior de una pantalla de aluminio anodizado que corona a una vitrina,
en cuyo interior se instala una plataforma basculante provista de alveolos
adecuados para albergar pocillos que contengan una suspension de gér-
menes. Por el recuento sistemético de gérmenes viables, después de haber
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74 M. Ventin

sido expuesta la suspension a las radiaciones ultravioletas a través de
opérculos de plastico, obtenemos porcentajes de supervivencia para tiem-
pos dados de exposicién.

La pantalla estd montada en la parte superior de la vitrina, de mane-
ra que el eje vertical de la lampara que alberga en su interior, sea normal
a la plataforma basculante en su punto de reposo. Es fundamental, puesto
que ello constituye una constante bdsica de nuestro sistema, que la dis-
tancia de la ldmpara al centro de la plataforma basculante, medida segiin
el eje anteriormente citado, sea exactamente de un metro. Todas las ob-
servaciones las realizaremos teniendo presente la inalterabilidad de dicha
distancia. El sistema ldmpara-pantalla, a pesar de presentar cierta sime-
tria, no puede ser considerado como un foco puntiforme; por tanto, no
serd posible en ningdn caso aplicar la ley de los cuadrados.

En el aspecto fisico, por experimentacion espectrofotométrica hallare-
mos las transmisiones de los plasticos a diferentes longitudes de onda y
para distintos espesores seriados, con lo que partiendo de consideraciones
energéticas, podremos conocer la energia transmitida a través de ellos en
funcién del espesor.

Constituido asi nuestro sistema de trabajo, es obvio que ante todo
debamos realizar una valoracién profunda del mismo. Los factores varia-
bles del medio ambiente, temperatura y humedad, los reducimos a valo-
res constantes: 20 °C 4 2 °C y 61 — 65 % respectivamente, debido a
que su incidencia variable influye marcadamente sobre el desarrollo bac-
teriano y absorcion energética, Debemos tener, asimismo, un conocimien-
to exacto de la energia disponible, su distribucién espectral y rendimiento,
ya que resulta evidente que la efectividad del sistema es funcién directa
de la energia germicida y de la uniformidad de su distribucion sobre la
plataforma de trabajo.

Efectuados los estudios experimentales, biolégico y fisico —fundamen-
talmente distintos—, debemos comprobar si ambos procedimientos llevan
a resultados idénticos dentro de los margenes de error calculados, lo cual
serd, de por si, una mutua prueba de autenticidad y exactitud; para ello
nos basamos en un punto de entronque comuin —la curva de letalidad de
nuestro sistema de trabajo— que nos permite operar en virtud de la fun-
ci6n hallada, con la propiedad reversible de los resultados, o sea que par-
tiendo de porcentajes de supervivencia obtenemos valores energéticos, al
tiempo que con datos energéticos conoceremos porcentajes de superviven-
cia. Por comparacién de los resultados obtenidos en ambos procesos, de-
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Cuadro 1
|
N A i E | N 7 _ ;e |~ A _ i E
| | — |
7 2389257 2389 490 19 2.803472 Lo o 31 3341478 3341 12,34
8 2464070 2464 363 20  2.804,402 32 3.650,146
o 2482010 ) 21 2803595 289 602 33 3esass L
10 2482720 5 2483 10,14 22 2925400 2926 202 34  3.662,878 ,
11 2483830 23 2967278 2967 13,14 35 3.663276
12 2536519 2537 3000 24 3.021,499 1 3.906,410
13 2576295 2576 1420 25 3023476 [ o 2 406560 4047 3236
14 2652042 N 26 3025517 304077810 4077 11,30
15 2653681 b 2654 2390 27 3027496 ) 4 4339235 4340 290
16 2655121 \ 28 3.125,660 S 434749 4348 570
17 2698851 2700 566 29 3131546 | 3129 52,87 6 4358350 4358 47,07
18 2752775 2753 346 30  3.131,833
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76 M. Ventin

beremos observar concordancia dentro de los margenes de error, y de su
16gico desarrollo, que las dos vias resolutivas son soluciones al problema.

Finalmente, y comprobada la concordancia de resultados, deberemos
estimar por discusién de ellos, si son suficientemente representativos co-
mo para poder concluir con la capacidad esterilizante del método.

ANALISIS DEL MATERIAL

Energia del sistema

Empleamos una ldmpara de vapor de mercurio, modelo industrial, de
15 W de consumo, de la que determinamos su espectrograma (figura 1),
disponiéndola, conjuntamente con su pantalla de aluminio anodizado, fren-
te a la rendija de un espectrégrafo. Por exploracién comparada de dicho
espectrograma, mediante un microfotémetro y fichas tabuladas del espec-
tro del hierro diferenciamos 35 rayas en la banda comprendida entre
2.389 y 4.358 A, las cuales, agrupadas en 22 zonas (cuadro 1), nos pro-
porcionan una energia radiante total de 394,01 «W/cm? a un metro de
distancia medido sobre su eje normal. Pero el objeto de nuestro trabajo
requiere basarnos finicamente en la energia ultravioleta de accién germi-
nicida propiamente dicha, por lo que de las 22 zonas consideramos sélo 14,
las comprendidas entre los 2.389 y los 3.129 A, no cometiendo con ello
un error mayor del 0,05 %. Es decir, disponemos de una energia ultra-
violeta en la banda germicida, de 202,23 W /cm? tal como se expresa en
el cuadro 2, donde 1 indica la longitud de onda, P % el porcentaje de ac-
cién germicida y E la energia emitida.

Cuadro 2
A | P % l E A P% E
2.389 59,0 4,90 2.753 75,000 3,46
2.464 85,0 3,63 2.804 51,200 9,97
2.483 90,0 10,14 2.894 21,400 6,02
2.537 100,0 30,00 2.926 15,700 2,02
2.576 104,0 14,20 2.967 10,100 13,14
2.654 103,0 23,90 3.022 5,600 22,32
2.700 96,0 5,66 3.129 1,080 52,87
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En los ensayos microbioldgicos con radiaciones ultravioletas suele em-
plearse la longitud de onda de 2.537 A, debido a que siendo de gran inten-
sidad y fécil obtencién con ldmpara de vapor de mercurio, es de las que
presentan mayor accién germicida, pero nosotros no operamos con una
sola longitud de onda, sino con toda la banda ultravioleta de accién germi-
cida (figura 2), por lo que serd de interés expresar nuestra energia germi-
cida total en forma relativa a la longitud de onda de 2.537 A, o sea, como

0,1 e —t
2.000 2.200 2.400

T

T T T T T T T T T
2600 2.800 3.000 3.200 3.400 L
Figura 2. Accién germicida del ultravioleta préximo

procedente de un foco monocromatico, de lo que resulta una potencia de
maxima accion germicida de 102,37 uW/cm? (cuadro 3, 2.2 columna).
En el curso de nuestro trabajo hemos de tener presente que si la energia
germicida de la banda considerada y referida a una misma longitud de
onda, incide libremente sobre un microorganismo, podemos considerarla
indudablemente como procedente de un foco monocromatico, pero si esta
incidencia tiene lugar a través de un opérculo de plastico, no puede con-
siderarse como tal, ya que los plasticos no presentan la misma transmision
a distintas longitudes de onda.
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Cuadro 3

Zonas Energia Aumento Correccién

germicida por pantalla por angulo
2.389 2,891 3,548 3,528
2.464 3,085 3,787 3,766
2.483 9,126 11,203 11,141
2.537 30,000 36,828 36,625
2.576 14,768 17,129 17,035
2.654 24,617 31,220 31,048
2.700 5,433 6,670 6,633
2.753 2,595 3,176 3,159
2.804 5,104 6,276 6,241
2.894 1,288 1,571 1,562
2.926 0,317 0,399 0,397
2.967 1,327 1,629 1,620
3.022 1,249 1,533 1,525
3.129 0,570 0,700 0,696

La disposicién del foco emisor de radiacién ultravioleta alojado en el
interior de la pantalla reflectante, tiene como objeto incrementar la energia
incidente en la superficie de trabajo y con ello aumentar el rendimiento.
Por tanto, para conocer exactamente el potencial energético emitido por
el sistema ldmpara-pantalla, deberemos conocer dicho incremento, que
hemos determinado experimentalmente y es del 22,76 %, o sea, que la
energia emitida por el sistema ldmpara-pantalla es de 125,669 uW/cm’
(cuadro 3, 3.2 columna).

La energia procedente del sistema lampara-pantalla, al no incidir con
el mismo dngulo en todos los puntos de la superficie de trabajo, debe tener
un impacto energético de distribucion irregular. Por prospeccién experi-
mental, llegamos a determinar que dicha forma de distribucién presenta un
valor promedio del 99,45 % de la energia incidente en el centro geomé-
trico de la plataforma basculante, con lo que después de efectuar
la correccién por 4ngulo, disponemos de una energia germicida total y re-
ferida a la longitud de onda de 2.357 A de 124,976 uW/cm? (cuadro 3,
4.2 columna). De todo ello podemos postular que la energia radiante de
nuestro sistema ldmpara-pantalla sobre la plataforma basculante, es de dis-
tribucién uniforme, siempre y cuando se interprete el error del 0,55 %,
como inherente al clculo de energia.
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Espesores de los pldsticos

La transmisién a través de una lamina de pldstico es funcién depen-
diente de su espesor, por lo que serfa ideal desarrollar nuestro trabajo con
laminas cuyos espesores fueran aumentando a intervalos iguales: plésticos
de una décima, dos décimas, etc., pero en el comercio no nos ha sido posi-
ble hallar tales espesores y nos hemos visto obligados a operar con varias
ldminas; asi, para obtener un espesor 10 veces el inicial, hemos superpues-
to 10 ldminas iguales. Debido a las diferencias de uniformidad del espe-
sor dentro de una misma ldmina, hemos calculado en cada pléstico objeto
de nuestro estudio (cloruro de polivinilo, politeno, polipropileno, acetato
de celulosa, triacetato de celulosa y metacrilato), el valor promedio sobre

Cuadro 4
z
Plasticos z Az —_— Porcentaje
z
Cloruro de polivinilo 109,05 + 0,44 0,0040 0,40
Politeno 40,00 + 0,42 0,0105 1,05
Polipropileno 70,35 + 0,46 0,0065 0,65
Acetato de celulosa 94,95 + 1,42 0,0150 1,50
Triacetato de celulosa 129,65 + 1,58 0,0122 1,22
Metacrilato 1.944,55 +7,37 0,0037 0,37

20 determinaciones y calculado el error cuadritico medio, estimando
nuestras observaciones de acuerdo con el cuadro 4, en donde se indican
sucesivamente los valores medios, expresados en diezmilésimas de centi-
metro, sus errores absolutos, los errores relativos y éstos expresados en
porcentajes.

Curva de letalidad

Consideramos de sumo interés conocer, en nuestro sistema de trabajo,
el tiempo necesario para alcanzar un determinado nivel de letalidad, asi
como la energia que ha incidido en la plataforma basculante durante este
tiempo; es decir, se trata de hallar una funcién que relaciones los distintos
porcentajes de supervivencia con la energia incidente. Debemos, pues, de-
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terminar, con la mayor precisién posible, la expresion matematica de dicha
funcidn, con el fin de que, dado un tiempo de exposicién cualquiera, po-
damos averiguar los efectos causados.

Con el germen patron —Escherichia coli, variedad fecalis, procedente
de la cepa CMFFB (CCL-48) de la coleccién de gérmenes liofilizados de
la Citedra de Microbiologia de la Facultad de Farmacia de Barcelona y
mantenido por pases en cultivos de veinticuatro horas, a 37 °C, en caldo
glucosado—, preparamos una suspensién con la cual llenamos once poci-
llos, separamos uno para realizar su recuento y tomarlo como posterior
punto de referencia y exponemos los diez restantes a la accién de la 1dm-
para ultravioleta, retirando una cada cinco minutos. Asi se ha cubierto un
intervalo de cero-cincuenta minutos, dentro del cual sabemos se produce
esterilidad total. A continuacién realizamos los recuentos de gérmenes via-
bles en dichas suspensiones, obteniendo asi 100 series de recuentos, cada
una de las cuales, de por si, nos da idea de la funcién buscada.

Con los recuentos realizados cada cinco minutos y los porcentajes res-
pecto a la placa patrén, o recuento para el tiempo cero, hallamos la media
aritmética y el error cuadratico medio, obteniendo los resultados indicados
en el cuadro 5, en donde la columna t expresa los tiempos para los cuales
se han hecho las determinaciones, la columna P. de los valores medios de
éstas, la columna AP, el error absoluto cometido en las observaciones y la
AP./P. % el error relativo; en la columna P, se indican los valores de una

-funcién tedrica de tipo exponencial que a los 43,8 minutos diera un nivel

Cuadro 5
A P. P-P.
t P. A P, — % P, %
P. P,

0 100,00 0,000 0,00 100,0000 0,00

5 45,13 0,460 1,02 45,4511 0,71
10 20,51 0,197 0,96 20,6571 0,72
15 9,31 0,094 1,01 9,3887 0,85
20 4,29 0,058 1,34 42672 0,53
25 1,95 0,020 1,02 1,9394 0,54
30 0,87 0,012 1,36 0,8814 1,31
35 0,39 0,018 4,64 0,4006 2,71
40 0,18 0,015 8,53 0,1821 1,16
45 0,08 0,012 15,31 0,0828 3,50
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de supervivencia del orden del 0,1 %. Debemos tener en cuenta que de
acuerdo con nuéstras observaciones, se alcanza un nivel de 0,08 % a los
cuarenta y cinco minutos, lo cual supone letalidad total, dentro de nuestro
sistema de trabajo, para la mayor parte de los recuentos que se realicen.
La ultima columna del cuadro 5 indica en porcentaje el error que se come-
te al adoptar una funcién tedrica en lugar de los valores determinados.

Todo ello nos induce a considerar una funcién lineal del tiempo en
relacion con el logaritmo del porcentaje de gérmenes vivos, que hace corres-
ponder, al tiempo cero porcentaje 100, y al tiempo 43,8, porcentaje 0,1
(figura 3).

% 50 100 150 200 250 300 my
1,0 -

0,8 -

0,6

0,41

0,2

T T T v T T T T

o 85 10 18 20 25 30 35 40 45 t

Figura 3. Curva de letalidad del germen patrén

La funcién buscada se ha determinado a partir de los valores experi-
mentales, por un proceso anilogo al de la correlacién lineal. La suma de
distancias de los puntos experimentales a la funcién tedrica, es un minimo.
La expresion de la funcién es:

p = 107K

donde p expresa en tanto por uno la relacién de gérmenes vivos, y K es
el coeficiente que llamaremos “de letalidad” y cuyo valor es:

K = 0,0011415 seg™!
O sea, que conociendo la energia germicida que irradia el sistema por uni-

9
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Cuadro 6. Porcentajes de supervivencia en el cloruro de polivinilo

F\t 10 \ 20 i 30 ‘ 40 50 60 70 80 90 100 110 120
109,05 81,74 63,61 54,27 41,53 38,06 28,39 25,39 21,30 15,13 12,57 7,35 6,94
218,10 95,94 91,69 8598 84,83 78,70 77,44 72,14 71,80 65,64 64,74 61,14 54,30
327,15 99,93 97,22 95,78 93,85 92,74 92,04 89,25 88,51 87,33 84,14 81,26 78,52
436,20 99,35 98,01 97,29 96,86 95,73 95,41 94,79 94,48 9328 92,45 92,04 90,40
545,25 99,52 99,07 99,03 98,07 97,52 96,59 96,11 95,78 95,54 95,12 94,55 93,97
654,30 99,77 99,13 98,99 96,65 98,41 9795 97,55 97,12 96,71 96,37 95,92 95,34
763,35 99,82 99,59 99,05 98,92 98,70 98,39 98,15 97,90 97,70 9723 96,78 96,55
872,40 99,83 99,71 99,60 99,39 99,27 99,07 98,85 98,52 98,37 97,93 97,69 97,44
981,45 99,77 99,76 99,65 99,41 99,15 99,06 99,02 99,44 98,41 98,31 98,06 98,84

1.090,50 99,95 99,93 99,34 99,80 99,68 99,67 99,34 99,31 99,07 98,87 98,72 98,70
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Cuadro 7. Porcentajes de supervivencia en el politeno

\\ 10 ’ 20 ; 30 ’ 40 50 I 60 ‘ 70 80 90 100 110 120
40 3334 17,52 5,09 271 0,88 0,30 0,12 0,02

80 5884 3728 1632 11,35 512 3,70 191 099 051 033 0,16 006
120 7221 48,64 37,83 2290 1526 13,18 10,66 657 3,96 344 278 1,17
160 80,42 6490 57,41 41,11 3843 2723 2281 1653 1558 1124 932 6386
200 88,90 7527 68,60 6331 5039 46,73 44,10 3533 32,78 32,07 2502 22,15
240 93,13 8545 7631 7532 69,52 66,44 5488 5422 5353 43,64 43,48 40,10
280 97,52 93,30 88,70 83,65 77,76 74,60 71,03 70,62 64,68 6450 59,83 56,65
320 98,05 94,62 93,02 89,92 87,16 84,63 80,66 78,40 7820 75,18 73,39 70,36
360 98,49 9721 9592 94,09 92,05 91,15 89,27 8743 8498 84,13 8325 80,36
400 98,75 97,72 96,57 9570 9479 9356 93,13 92,14 91,09 89,94 89,03 86,00
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Cuadro 8. Porcentajes de supervivencias en el polipropileno

\Z\t 10 \ 20 1 30 ! 40 ‘ 50 l 60 ’ 70 ’ 80 ' 90 100 ' 110 } 120
70,35 4525 24,64 8,60 4,36 2,10 1,11 0,45 0,15 0,08
140,70 67,19 46,83 31,41 21,58 15,94 9,88 7,88 4,79 3,83 2,21 1,28 1,03
211,05 83,77 70,66 57,42 45,05 39,32 35,30 28,09 24,57 16,38 16,12 13,38 11,77
281,40 91,18 82,90 74,29 70,15 61,38 55,34 52,82 47,75 41,82 39,25 38,26 31,85
351,75 95,96 91,19 86,39 81,79 80,65 74,41 73,69 70,05 67,12 63,55 60,67 58,78
422,10 99,50 95,31 93,53 91,90 89,02 87,05 84,49 83,47 80,98 78,66 76,12 73,12
492,45 98,90 97,37 96,60 95,47 9425 92,87 91,02 88,73 88,11 86,86 85,03 83,66
562,80 99,76 98,29 97,82 97,19 96,35 9591 95,65 94,48 94,13 93,72 92,58 92,13
633,15 99,65 99,06 98,86 98,29 98,17 97,58 97,38 96,79 96,59 96,00 95,41 94,91
703,50 99,56 99,12 99,00 98,78 97,97 97,90 97,87 97,86 97,64 96,85 96,84 96,60

¥8
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Cuadro 9. Porcentajes de supervivencia en el acetato de celulosa

Z\\‘ 10 ’ 20 30 ‘ 40 j 50 ! 60 ’ 70 } 80 ! 90 ‘ 100 [ 10 | 120
94,95 98,64 97,80 9608 9474 9242 91,73 89,69 8844 87,03 8563 8550 83,38
189,90 99,31 9840 9749 9690 9529 9415 9371 9304 9200 9093 8965 89,31
284,85 99,66 99,07 9859 97,58 97,33 9675 9580 9553 9477 9413 9348 92,61
379,80 99,57 99,05 98,57 9813 97,61 9707 9660 9656 9574 9556 9503 95,11
474,75 99,64 9929 9904 98,79 9832 9799 9743 9695 9662 9618 96,14 9559
569,70 99,62 99,51 9920 9859 98,48 98,16 9806 97,79 9848 97,18 9706 96,05
664,65 99,69 99,06 98,69 9830 97,89 9775 9759 97,50 9684 9666 9653 9625
759,70 99,76 99,19 99,07 9892 9890 9888 9821 97,94 9791 9769 9743 97,05
854,55 99,76 99,56 9936 99,14 9890 9858 9837 9835 9811 9764 97,42 97,04
949,50 99,60 9947 99,13 98,90 9868 9834 98,12 9801 9778 9742 97,17 97,06
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Cuadro 10. Porcentajes de supervivencia en el triacetato de celulosa

\ t

z ~__ 10 ' 20 30 l 40 i 50 60 70 80 90 100 110 120
129,65 85,66 74,62 62,78 57,61 47,04 34,45 33,59 26,89 25,57 20,80 17,73 13,98
259,30 94,91 82,21 81,44 79,52 71,11 69,21 60,71 5591 51,87 49,46 47,03 42,56
388,95 95,68 93,54 88,20 84,36 81,79 77,18 7426 73,33 68,87 65,92 64,93 62,53
518,60 98,76 95,57 90,14 87,71 87,35 86,32 83,36 78,54 76,88 76,26 74,89 69,87
648,25 98,75 96,85 9528 91,29 90,81 87,80 87,22 86,83 84,42 82,99 81,67 80,09
777,90 98,72 97,26 96,64 94,78 92,43 92,80 91,77 89,48 88,54 87,41 86,80 85,45
907,55 99,21 98,57 97,14 96,15 95,41 94,54 92,69 92,69 91,62 90,43 89,23 88,66

1.037,20 99,72 98,35 97,66 96,89 96,20 95,55 94,92 9456 94,01 92,76 92,08 90,85
1.166,85 99,21 98,29 9791 97,10 96,90 96,47 95,90 9529 94,72 94,05 93,60 93,01
1.296,50 99,68 99,64 98,60 98,02 96,96 96,82 96,38 95,89 95,58 95,18 95,03 94,02
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Cuadro 11. Porcentajes de supervivencia en el metacrilato

\\t 10 20 ' 30 \ 40 50 ’ 60 70 80 90 100 I 110 i 120

z
1.944,55 98,83 97,27 95,22 93,63 91,81 90,13 88,43 87,13 8594 85,00 83,70 82,86
3.889,10 98,83 98,24 97,60 96,47 . 95,53 94,65 93,23 92,39 91,58 91,09 90,15 8851
5.833,65 99,41 9885 97,61 97,01 96,62 95,87 95,53 94,68 94,40 93,70 93,15 9291
7.788,20 99,53 98,58 98,33 97,87 97,55 97,17 96,86 96,49 96,11 95,85 95,47 94,56
9.722,75 99,78 99,34 98,87 98,39 98,29 97,91 97,34 97,17 96,77 96,65 96,17 9594
11.667,30 99,68 99,13 98,74 9é,48 98,17 97,61 97,35 97,33 96,97 96,47 96,24 96,06
13.611,85 99,96 99,57 99,19 99,02 98,64 98,10 97,98 97,85 97,37 97,31 96,82 96,54
15.556,50 99,76 99,63 99,10 99,09 98,93 98,68 98,20 98,06 98,04 97,57 97,24 97,22
17.500,95 99,93 99,50 99,18 99,15 99,11 98,90 98,76 98,42 98,27 98,21 98,04 97,67
19.445,50 99,97 99,73 99,61 99,51 99,27 99,16 98,93 98,81 98,72 98,37 9824 9781
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88 M. Ventin

dad de tiempo, podremos expresar el porcentaje de gérmenes vivos en fun-
cion de la energia germicida radiante.

ESTUDIO BIOLOGICO

Por un procedimiento anilogo al empleado en la obtencién de la curva
de letalidad, obtenemos los porcentajes de supervivencia del germen pa-
trén, exponiéndolo a las radiaciones ultravioletas de accién germicida, a
través de los correspondientes opérculos de plastico. Operamos de forma
que en el intervalo de exposicion de cero a ciento veinte minutos, efectua-
mos recuentos cada diez minutos, y repetimos la serie por 10 veces con-
secutivas, con el fin de obtener valores promedios y referirlos a porcentajes
de supervivencia (cuadros 6-11). Con dichos porcentajes podemos calcu-
lar, para cada plastico y espesor, el minimo de tiempo y energia que es
necesario aplicar para obtener letalidad total. La férmula que nos relaciona
los porcentajes de gérmenes con la energia radiante es:

p = 107%E

donde p representa el tanto por uno y la constante K’ vale:

K’ = 0,923152 . 1075 yW~!. seg™!

Cuadro 12
Cloruro de polivinilo Politeno Polipropileno
N
Espesor Energia Espesor Energia | Espesor Energia
1 109,05 16,584 40 76,489 70,35 60,933
2 218,10 3,569 80 44,559 140,70 29,357
3 327,15 1,176 120 27,080 211,05 14,354
4 436,20 0,637 160 16,659 281,40 7,363
5 545,25 0,412 200 9,799 351,75 3,588
6 654,30 0,281 240 6,124 422,10 1,724
7 763,35 0,209 280 3,413 492,45 1,031
8 872,40 0,137 320 2,141 562,80 0,525
9 981,45 0,146 360 1,266 633,15 0,318
10 1.090,50 0,061 400 0,869 703,50 0,263
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Cuadro 13
Acetato de celulosa |Triacetato de celulosa Metacrilato
N
Espesor Energia Espesor } Energia Espesor Energia
1 94,95 1,138 129,65 12,219 1.944,55 1,323
2 189,90 0,702 259,30 5,440 3.889,10 0,749
3 284,85 0,434 388,95 3,190 5.833,65 0,523
4 379,80 0,371 518,60 2,110 7.778,20 0,386
5 474,75 0,280 648,25 1,444 9.722,75 0,273
6 569,70 0,235 777,90 1,024 11.667,30 0,290
7 664,65 0,291 907,55 0,734 13.611,85 0,200
8 759,60 0,203 1.037,20 0,567 - 15.556,40 0,186
9 854,55 0,178 1.166,85 0,519 17.500,95 0,150
10 949,50 0,211 1.296,50 0,367  19.445,50 0,110

con lo que si despejamos E:
—log p

KI

E =

relacion que nos dard la energia radiante que por unidad de tiempo llega
a los gérmenes a través de las ldminas de plastico en funcién del tiempo de
exposicion.

En los cuadros 12-13 indicamos la energia germicida/segundo, que
atraviesa cada espesor de plastico, calculado a partir del porcentaje de su-
pervivencia.

ESTUDIO FISICO

Con el fin de conocer por métodos fisicos la energia transmitida a tra-
vés de los distintos plasticos y espesores —en funcién de las longitudes
de onda comprendidas en la banda de 1.900 a 3.900 A—, disponemos
las laminas de plastico en un espectrofotémetro, de modo que la radiacién
monocromadtica incida perpendicularmente a ellas. Por medio de su regis-

17
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Figura 4. Curvas de transmitancia en funcién de la longitud de onda. Cloruro
de polivinilo
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Figura 5. Curvas de transmitancia en funcidn de la longitud de onda. Polietileno
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Figura 6. Curvas de transmitancia en funcién de la longitud de onda. Poli-
propileno
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Figura 7. Curvas de transmitancia en funcién de la longitud de onda. Acetato
de celulosa
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tro grafico obtenemos las curvas correspondientes a cada pldstico y espe-
sor en funci6n de las distintas longitudes de onda de la banda (figuras 4-9).

Anteriormente a la realizacion de esta experiencia sistematica hemos
efectuado un estudio previo, con ¢l fin de comprobar si el material y mé-
todo cumplian la ley de Lambert y si los fenémenos 6pticos secundarios
no interferian la calidad de los resultados, habiendo podido comprobar que
las correspondientes absorciones se disponen en funciones lineales, lo que
nos demuestra el cumplimiento de la citada ley y la escasa importancia de
las interferencias Opticas. En los cuadros 14-15 expresamos los coeficien-
tes de absorcién calculados, asi como sus errores absolutos y relativos; a
partir de estos coeficientes y teniendo en cuenta la ley de Lambert, podre-
mos calcular las transmisiones para cada plastico y espesor.

Partiendo de las mediciones espectrofotométricas y por medio del
célculo de correlacion, queda demostrado que la absorbancia es funcién
lineal del espesor, con lo que se cumple la ley de Lambert:

E=E,. e
de donde:
A, =K,z con: Ky = ap loge

es decir, que la relacién entre la absorbancia y el espesor, para una lon-
gitud de onda dada, es lineal.

Los coeficientes de correlacién difieren de 1 en menos de una diez-
milésima en el 80 % de los casos y de algunas milésimas en el resto, o sea
que quedan demostradas la linealidad y la correlacion directa.

La energia que llega a un pocillo a través de determinado plastico es
la suma de los productos de las energias de cada una de las zonas consi-
deradas por la transmisién que para esta zona presenta la citada lamina
de plastico. Los cuadros 16-17 expresan en uW/cm? esta energfa, para
cada espesor y plastico. En ellas la columna N hace referencia simplemente
al nimero de ldminas de plastico que supone cada espesor; las colum-
nas z expresan el espesor en diezmilésimas de centimetro, para los sucesi-
vos plasticos que en el titulo superior se indican; finalmente, en las colum-
nas E se relacionan las correspondientes energias calculadas. Esta depen-
dencia entre la energia transmitida y el espesor del plastico utilizado, se
hace patente en la figura 10. En ella se observa que a pesar de los enormes
espesores del metacrilato, éste permite el paso de energia en cantidad su-
ficientemente importante como para presumir que es el que reine mejo-
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Cuadro 14
Cloruro de polivinilo Politeno Polipropileno
A Ae, Ao, Ao,
a, * Aa, + o, + Aw, + a, * Aa, £ —

'S oy *
2.389 2.555,87 11,50 0,45 166,02 1,86 1,12 151,05 2,05 1,36
2.464 633,42 3,93 0,62 143,06 1,67 1,17 126,34 1,68 1,32
2.483 449,14 2,46 0,57 138,85 1,46 1,05 123,72 1,73 1,40
2.537 253,42 1,80 0,71 133,92 1,45 1,08 115,87 1,65 1,42
2.576 200,42 1,26 0,63 130,42 1,33 1,02 113,36 1,44 1,27
2.654 160,72 2,38 1,48 123,58 1,32 1,07 96,89 1,19 1,23
2.700 157,52 2,14 1,36 118,49 1,10 0,93 91,78 1,06 1,15
2.753 153,08 2,14 1,40 114,44 1,10 0,96 87,89 0,97 1,10
2.804 136,20 1,72 1,26 113,56 1,14 1,00 82,80 0,99 1,19
2.894 75,43 0,88 1,17 99,75 0,87 0,87 69,17 0,76 1,10
2.926 59,59 0,66 1,10 96,69 0,78 0,81 63,90 0,69 1,09
2.967 44,99 0,42 0,94 92,70 0,67 0,72 58,09 0,57 0,98
3.022 36,27 0,30 0,82 90,42 0,68 0,75 51,90 0,45 0,87
3.129 30,33 0,23 0,75 83,88 0,56 0,67 41,29 0,31 0,75
3.200 26,57 0,21 0,80 82,20 0,59 0,72 37,03 0,26 0,70
3.300 23,65 0,16 0,67 77,16 0,65 0,84 33,99 0,24 0,72
3.400 19,55 0,14 0,71 73,50 0,78 0,92 32,51 0,21 0,64
3.500 16,74 0,11 0,65 70,46 0,57 0,81 30,74 0,22 0,73
3.600 15,70 0,10 0,63 67,56 0,56 0,83 29,40 0,18 0,60
3.700 14,25 0,10 0,69 53,97 0,37 0,68 28,64 0,17 0,58
3.800 12,76 0,09 0,74 62,77 0.41 0,66 26,80 0,18 0,69
3.900 12,39 0,08 0,62 61,11 0,37 0,61 27,12 0,19 0,71
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96 M. Ventin
Cuadro 16
Cloruro de polivinilo | Politeno E Polipropileno
N }
e | Te L]
1 109,05 25,327 40 73,964 70,35 58,574
2 218,10 3,371 80 44,339 140,70 28,165
3 327,15 1,190 120 26,639 211,05 13,779
4 436,20 0,591 160 16,042 281,40 6,852
5 54525 0,346 200 9,683 351,75 3,480
6 654,30 0,217 240 5,860 422,10 1,808
7 763,35 0,140 280 3,555 492,45 0,963
8 872,40 0,093 320 2,163 562,80 0,528
9 981,45 0,062 360 1,319 633,15 0,298
10 1.090,50 0,041 400 0,807 703,50 0,163
Cuadro 17
Acetato de celulosa | Triacetato de celulosa Metacrilato
N |
z ! E z E z E
1 94,95 0,207 129,65 12,134 1.944,55 1,188
2 189,90 0,699 259,30 5,355 3.889,10 0,657
3 284,85 0,467 388,95 3,128 5.833,65 0,411
4 379,80 0,341 518,60 2,064 7.778,20 0,279
5 474,75 0,260 648,25 1,439 9.722,75 0,198
6 569,70 0,203 777,90 1,043  11.667,30 0,145
7 664,65 0,160 907,55 0,777 13.611,85 0,107
8 759,60 0,127 1.037,20 0,591 15.556,40 0,080
9 854,55 0,101 1.166,85 0,456  17.500,95 0,060
10 949,50 0,080 1.296,50 0,355 19.445,50 0,045
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res condiciones para su esterilizacion. Todo lo contrario sucede con el ace-
tato de celulosa, que ocupa la otra posicién extrema y presenta energias
transmitidas de igual magnitud que las del metacrilato, para espesores
20 veces inferiores. Los otros cuatro ocupan posiciones intermedias de
dificil comparaci6n.
E
100 5
60
40
20 4
10 7
67
4
2-

14
o,eo-:
0,40

0,20 A

0,104

0,06+
0,04 -

0,02

0:01 T T TTTT T LA | T AR DL LA T
001 0,02 0,04 01 0,2 04 1 2 4 10 20 mm

Figura 10. Energia transmitida a través de los pldsticos en funcién del
espesor

COMPARACION DE RESULTADOS
A partir de los resultados bioldgicos (porcentajes de supervivencia del
germen patrén expuesto a las radiaciones ultravioletas a través de los dis-

tintos plasticos y espesores) o de los resultados fisicos (porcentajes de

25
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transmision para cada uno de los plasticos en funcién de sus espesores y
longitudes de onda) y teniendo un conocimiento preciso de la energia ra-
diante ultravioleta de accién germicida y de la curva de letalidad en
nuestro sistema, podremos confeccionar unos cuadros que nos expresen
los tiempos y energias necesarios para producir esterilidad en cada uno de
los plasticos y espesores. En los cuadros 18-19 se citan estos valores de
tiempo y energia obtenidos a partir de los resultados bioldgicos, y en los
cuadros 20-21 dichos valores obtenidos a partir de los resultados fisicos.

De la comparacién de dichos cuadros resulta de forma evidente la coin-
cidencia de resultados en las dos vias resolutivas, dentro de ciertos mar-
genes previstos en los célculos de error.

En la figura 11 se expresan las curvas correspondientes a cada uno de
los distintos plasticos en funcion de los espesores y de la energia germi-
cida transmitida, estableciendo asimismo relacién con los tiempos y ener-
gias totales de aplicacion necesarios para obtener letalidad total.

E T E
100 1 0,445
80 2 0,890
40]
4 1,780
207 6 2'671
10 4 10 4,451
°] 20 8904
4 ]
24 - Metacrilato 40 17,807
de === 60 26,710
4 100 44517
0,60 -}
0,40 ] 200 89,034
0,20 - 400 178,068
600 267,901
0,10 5 1000 445168
0,06 1 :
0,04 2000 890,337
0,02 - 4000 1780,675
' 6000  2671,013
0,01 +—————T—T——— T —

0O o' o2 03 04 05 06 O7 08 09 1 mm
Figura 11. Estudio comparativo de la energia transmitida a través de los pldsticos
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Cuadro 18
Cloruro de polivinilo Politeno Polipropileno

Espesor Horas J Espesor i Horas J Espesor | Horas

0,0001 cm | y minutos 0,0001 cm I y minutos 0,0001 cm [ y minutos J
109,05 5,27 2,423 40 1,11 0,525 70,35 1,29 0,659
218,10 25,18 11,260 80 2,02 0,902 140,70 3,05 1,369
327,15 76,46 34,171 120 3,20 1,484 211,05 6,17 2,800
436,20 141,43 63,086 160 5,25 2,412 281,40 12,16 5,457
545,25 219,06 97,538 200 9,13 4,101 351,75 25,10 11,200
654,30 321,15 143,009 240 14,44 6,562 422,10 52,22 23,309
763,35 431,55 192,276 280 26,27 11,774 492,45 87,33 38,977
872,40 658,54 293,335 320 42,10 18,770 562,80 171,57 76,544
981,45 618,17 275,243 3€0 71,18 31,742 633,15 282,52 126,370

1.090,50 1.479,15 658,779 400 103,52 46,243 703,50 343,14 152,797
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Cuadro 19
Acetato de celulosa Triacetato de celulosa Metacrilato
Espesor Horas Espesor Horas Espesor Horas
0,0001 cm | y minutos I 0,0001 cm | y minutos I 0,0001 cm | y minutos J

94,95 79,19 35,313 129,65 7,23 3,289 1.944,55 68,14 30,375
189,90 128,35 57,244 259,30 16,36 7,387 2.889,10 120,31 53,652
284,85 208 92,593 388,95 28,18 12,597 5.833,65 172,36 76,837
379,80 243,19 108,317 518,60 42,47 19,045 7.778,20 233,52 104,108
474,75 322,24 143,520 648,25 62,31 27,829 9.722,75 330,40 147,200
569,70 384,8 171,002 777,90 88,9 39,244 11,667,30 311,17 138,570
664,65 310,12 138,094 907,55 122,59 54,749 13.611,85 451,21 200,928
759,60 444,41 197,958 1.037,20 159,12 70,873 15.556,40 485,19 216,051
854,55 507,6 225,761 1.166,85 173,56 77,429 17.500,95 601,48 267,903
949,50 427,49 190,453 1.296,50 244,38 108,904 19.445,50 820,38 385,323
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Cuadro 21
Acetato de celulosa Triacetato de celulosa Metacrilato
e
Espesor ‘ Horas \ Espesor Horas ,l J Espesor Horas
0,0001 cm ‘ y minutos j J 0,0001 cm | y minutos ‘ 0,0001 cm | y minutos J
94,95 74,47 33,293 129,65 7,26 3.312 1.944,45 75,59 33,826
189,90 129,09 57,490 259,30 16,51 7,504 3.889,10 137,24 61,165
284,85 193,18 86,050 388,95 28,51 . 12,847 5.833,65 219,38 97,975
379,80 264,43 117,846 518,60 43,44 19,470 7.778,20 323,33 114,034
474,75 247,12 154,560 648,25 62,44 27,926 9.722,75 455,55 202,957
569,70 444,41 197,958 777,90 86,33 38,529 11.667,30 622,33 277,142
664,65 564,11 251,160 907,55 116,11 51,719 13.611,85 843,39 375,566
7'59,60 710,47 316,422 1.037,20 152,45 67,996 15.556,40 1.128,23 502,320
854,55 893,46 397,876 1.166,85 197,58 88,126 17.500,95 1.504,30 669,761

949,50 1.128,23 502,320 1.296,50 254,17 113,199 19.445,50 2.006 893,013
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CONCLUSIONES

Del estudio critico y comparativo de todos los datos obtenidos en nues-
tro trabéjo, podemos concluir con lo siguiente:

Los plésticos estudiados son transparentes, dentros de amplios marge-
nes, a la radiacién ultravioleta de accion germicida.

Su transparencia disminuye exponencialmente con el espesor, de acuer-
do con la ley de Lambert, especificamente para cada longitud de onda.
En conjunto, la relacion entre energia que se transmite y espesor es de
carécter exponencial.

El grado de transparencia viene sujeto a la longitud de onda de la radia-
cién y a las caracteristicas estructurales y constitucionales de cada plas-
tico.

En general, para espesores suficientemente pequefios, la transparencia
es excelente para todos los pldsticos y en especial para el politeno y el po-
lipropileno. Para espesores mayores, s6lo merecen atencién los que pre-
sentan el metacrilato y el triacetato de celulosa, a los cuales sigue, en mu-
chisima menor importancia, el acetato de celulosa y el cloruro de poli-
vinilo.

Existe, por tanto, posibilidad de esterilizacion de los plésticos estudia-
dos por transparencia a la radiacién ultravioleta de accion germicida, den-
tro de ciertos margenes de tiempo y espesor.

RESUMEN

La marcada accién germicida de las radiaciones ultravioletas, y la po-
sible transparencia de los materiales plasticos a dichas radiaciones, indu-
cen a considerar como factible su empleo en la esterilizacién de recipientes
herméticos, constituidos por tales materiales.

El estudio del problema se plantea bajo dos angulos distintos, micro-
biolégico y fisico, cuyo punto de entronque comin es la curva de letalidad
del sistema de trabajo. En el aspecto microbiolégico, se obtienen porcen-
tajes de supervivencia para tiempos dados de exposicién, por recuentos
sistemdticos de gérmenes viables después de haber sido expuesta la sus-
pensién a las radiaciones ultravioletas, a través de opérculos de plastico.
Por el estudio fisico, se hallan las transmisiones de los plésticos, a diferen-
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tes longitudes de onda y para distintos espesores, lo que permite conocer
la energia transmitida a través de ellos en funcién del espesor.

Ambos métodos son soluciones completas al problema y en sus ulti-
mas consecuencias son coincidentes dentro de sus margenes de error. Com-
probada la concordancia de resultados, se estima por discusién de ellos,
si son suficientemente representativos como para concluir con la capacidad
esterilizante del método.

SUMMARY

The marked germicide action of U.V. radiations and the possible
transparency of plastic materials to these radiations, induce to consider as
feasible their use in the sterilization of hermetical containers, constituted
for such materials.

The study of the problem has two different aspects Microbiological and
Physical, their common junction point being the lethality curve of the
working system. In the microbiological aspect survival percentages are
obtained, for given exposure times, through systematic counts of viable
germs after the suspension has been exposed to U.V. radiations, through
plastic operculums. Throught the physical study the transmissions of
plastics are found, at different wave lengths and for different thicknesses,
which permits to know the energy transmitted through them as a function
of thickness.

Both methods constitute complete solutions to the problem, and in
_ their last consequences they coincide within their error margins. After
checking the agreement of results, it is estimated through the discussion of
same, whether they are sufficiently representative to determine the steriliz-
ing capacity of the method.
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LABORATORIOS ALTER
DEPARTAMENTO DE INVESTIGACION
SERVICIO DE MICROBIOLOGIA

VALORACION DE CLORANEENICOL CON
BACILLUS CEREUS

por

F. FERNANDEZ

INTRODUCCION

En los procedimientos microbiolégicos para valorar el cloranfenicol se
emplea corrientemente como germen de ensayo la Sarcina lutea (1-2). Tam-
bién ha sido utilizado el Bacillus subtilis (7).

Desde hace afios manejamos en nuestro laboratorio una raza de Bacil-
lus cereus aislada e identificada por nosotros, para valorar las tetraciclinas.
Habiendo ensayado dicho organismo frente al cloranfenicol, pudimos ob-
servar que daba lugar a magnificos halos de inhibicién, con una sensibili-
dad suficiente como para que pudiera emplearse en la valoracién de dicho
antibidtico por el método de difusién en agar.

En este trabajo presentamos el procedimiento llevado a cabo para ob-
tener una curva patrén, junto con el estudio estadistico subsiguiente.

MATERIAL Y METODOS

El indculo se prepara a partir de una suspension de esporas. Dicha sus-
pension puede obtenerse por el procedimiento que indica la Farmacopea
Britanica (1) y la cantidad que se afiade al medio de ensayo se averigua
la primera vez mediante tanteo y esto sirve de orientacion para todas las
veces que se use la misma suspensién. El medio de ensayo es el medio A

Microbiol. Espaii., 23 (1970), 107 1
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de la Farmacopea Britanica, ajustado a pH 6,6 y se utiliza en una sola
capa. El tampén empleado para efectuar las disoluciones fue de fosfatos
1 %, pH 6, habiéndose obtenido previamente una solucién en alcohol,
de 10 mg/cm? como indica la Farmacopea de los Estados Unidos (9).

Los demds detalles técnicos en lo que se refiere al empleo de placas
grandes, confeccién de los pocillos, etc., son andlogos a los descritos en un
trabajo publicado anteriormente (3).

Para la curva patrén se emplearon cinco concentraciones diferentes, en
progresion geométrica, lo cual nos permite el empleo de coeficientes poli-
nominales u ortogonales en el cilculo estadistico. En este caso, la relacion
entre las concentraciones fue de 1,3, siendo la mds pequefia de
38,53 pg/cm? y la mayor de 110 ug/cm?.

El planteo utilizado para distribuir las distintas concentraciones fue en
forma de cuadrado latino, con cinco lecturas para cada concentracion.

La temperatura de incubacion fue la de 30 °C, durante un periodo de,
aproximadamente, dieciocho horas.

El crecimiento del germen en las placas fue perfectamente homogéneo
y los halos de inhibicién que se obtuvieron resultaron nitidos y de borde
bien definido.

RESULTADOS Y DISCUSION

En el cuadro 1 pueden verse los resultados obtenidos para las diferentes
concentraciones.

Cuadro 1
Concentraciones, ug/cm® 38,53 50,01 65,10 84,61 110,00
Logaritmos de las concentra-
ciones 1,5858 11,6997 1,8136 1,9275 2,0414
Coeficientes polinomiales —2 —1 0 +1 +2
18,3 19,8 21,4 23,2 24,8
18,6 19,8 21,6 23,2 24,8
Resultados en milimetros 18,2 20,0 21,8 23,3 24,6
18,2 20,0 21,9 23,1 25,0
18,0 20,1 21,6 23,4 25,0
Totales 91,3 99,7 108,3 116,2 124,2
Medias 18,26 19,94 21,66 23,24 24,84
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Como en otras ocasiones, vamos a emplear coeficientes polinomiales
en vez de los logaritmos de las concentraciones.

Para el estudio estadistico de los resultados expuestos en el cuadro I
nos servimos de las mismas férmulas y procedimientos que en trabajos
anteriores (2-6).

Cdlculo de la linea de regresion

Debido a que empleamos coeficientes polinomiales, el coeficiente de
regresion viene dado por la férmula

S(X2)

S(X2)

El valor calculado para b es de 1,646. Esto quiere decir que la ecuacién
para la linea de regresién sera:

Z=2Z+1646X
Z = 21,588 + 1,646 X

En la figura 1 puede verse la linea de regresion correspondiente a la
ecuacién anterior.

mm
26-
25
244
23
22
21
20+

19

17 ] ) 1 1 ¥
: 38,53 50,01 65,10 84,61 110,00

Logaritmos de las concentraciones

Figura 1
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Andlisis de la varianza

En el cuadro 2 puede verse el andlisis de varianza efectuado teniendo

en cuenta las fuentes de variacion que se resefian,

Cuadro 2
Grados azén
Fuentes de variacién g'l‘l:é?:dies de Varianza de la varianza (F)
libertad Calculada| P=0,95
Total 136,0834 24
Entre concentraciones 135,5064 4 33,8766
Regresién 135,4658 1 135,4658 4777,98 4,35
Desviacién de la linea- 0,0406 3 0,01015 0,358 3,10
lidad
Error experimental 0,5670 20 0,02835

Como se observa, la regresién es altamente significativa, ya que el
valor calculado para F es muy superior al valor tabulado, y no existe des-
viacién significativa en la linealidad, ya que el valor calculado es menor
que el tabulado. Como el valor de F para la desviacion de la linealidad
es de 0,358 y en las tablas para F no se encuentran valores menores a la
unidad, tomamos el valor inverso, 2,79, para el que corresponde un valor
tabulado de 5,70. Esto quiere decir que aunque las variaciones encontra-
das para la linealidad son menores que las que podrian esperarse del error
experimental, no lo son tanto que esto deba atribuirse a. defecto en la
técnica del ensayo.

Comentario final

Para las valoraciones rutinarias, utilizamos un ensayo del tipo 2 X 2
con las concentraciones de 40 y 80 ug/cm?, o bien las de 50 y 100 ug.
En cada placa pueden incluirse varios problemas, que se comparan simul-
tineamente con el mismo patrén. Para el cdlculo de la potencia, prueba de
paralelismo y obtencién de los limites de error, seguimos las férmulas e
indicaciones de la Farmacopea Brit4nica.

4
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CONCLUSIONES

A la vista de lo anteriormente expuesto, puede valorarse el cloranfe-
nicol con el Bacillus cereus Alter, ya que:
1) El crecimiento del germen en las placas es perfectamente homogéneo.
2) Los halos de inhibicién que se producen son nitidos, de borde bien de-
finido y de tamaifio apropiado.
3) La relacién entre los logaritmos de las concentraciones y las respuestas,
es lineal, dentro de limites convenientes.
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RESUMEN

Se estudia la valoracién microbiolégica de cloranfenicol con Bacillus
cereus Alter, por el método de difusion en agar y mediante el empleo de
pocillos. Las concentraciones utilizadas para la obtencién de una curva
patrén estaban comprendidas entre 38,53 ug/cm® y 110 ug/cm’. Se pro-
dujeron halos de inhibicién nitidos, bien definidos y de tamafio apropiado.
La relacién entre los logaritmos de las concentraciones y las respuestas
fue lineal para las cinco concentraciones ensayadas. Se describe el andlisis
estadistico llevado a cabo, que comprende el cilculo de la regresion y el
andlisis de varianza de los resultados obtenidos,

SUMMARY

The microbiological assay of chloramphenicol with Bacillus cereus
Alter is studied by the agar cup diffusion method. Clear, well defined
inhibition zones of an appropiated size were obtained. The relationship
between the logarithny of the concentrations and the responses was a linear
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one for the concentrations used. It is described the statistical analysis made,
which includes the regression calculation and the variance analysis of the
results obtained.

N =
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CIUDAD UNIVERSITARIA. MEXICO
FACULTAD DE QUIMICA

PRODUCCION DE RIBOFLAVINA
POR EREMOTHECIUM ASHBYII GUILLIERMOND,
EN JUGO DE AGAVE sp.

por

A. SANCHEZ - MARROQUIN (*), Sara MANRIQUE y Liia VIERNA

INTRODUCCION

Diversos substratos han sido recomendados para la biosintesis de ri-
boflavina por Eremothecium ashbyii (7, 9, 18-19, 21, 24-25 y 42) con
rendimientos que han permitido, en algunos casos, la explotacién comer-
cial del proceso. Existe, sin embargo, el inconveniente de que con fre-
cuencia se originan cepas no flavinogénicas, estables, de escasa produc-
cién (2, 12, 37 y 43).

Por otra parte, las cepas activas se conservan dificilmente, excepto
mediante liofilizacién (20) aunque con resultados muy pobres (8) o por
pases sucesivos a varios medios (17) o cultivo en medios especiales (13).

El rendimiento més alto hasta ahora alcanzado con Eremothecium
ashbyii, 2.480 ug/ml, es el de Moss y Klein (28) en un medio a base de
melazas de cafia de aziicar, lentejas y sales, manteniendo el pH estable
a 7,0 mediante el suministro gradual de las melazas. La adicion de lipidos
beneficia los rendimientos (32-33 y 35). En producto seco, los rendimien-
tos que se encuentran sefialados en la informacién cientifica son de 30 a
60 mg/ml en medios a base de harina de mani y carbohidrato (7) y de
4,000 ug/g en medios con portadores sélidos, como el salvado de tri-
go (25).

(*) Direccién actual: Facultad de Ciencias (UCV). Departamento de Tecnolo-
gia. Apartado 59097. Caracas (Venezuela).

Microbiol. Espaii., 23 (1970), 113, 1
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Aun cuando la fisiologia de esta levadura y la bioquimica del proce-
so, especialmente desde el punto de vista enzimético, se conocen mejor
ahora (1, 4, 14, 19, 23, 29-31 y 39), el conocimiento no ha derivado hacia
alguna aplicacién especial por lo que respecta al mejoramiento de la pro-
duccién industrial y los adelantos hasta ahora logrados son indudable-
mente de base empirica en su mayoria.

En el presente trabajo se estudia un nuevo substrato, el jugo de Agave
sp- llamado “aguamiel” en México, para la biosintesis de riboflavina por
Eremothecium ashbyii y se ensayan algunos medios para la conservacién
de las cepas con el propésito de lograr la menor variacién posible.

Los principales datos acerca de la obtencién del aguamiel de .4gave,
su composicién y caracteristicas generales los hemos consignado en otro
trabajo (36).

MATERIALES Y METODOS

Microorganismo y medios de conservacion

La especie estudiada es Eremothecium ashbyii, cepa Y-1363, propor-
cionada por el Dr. L. J. Wickerham (Northern Utilization Research and
Development Division, U. S. Dept. of Agriculture, Peoria, Ill.). Se con-
servo en los medios de Gorodkova, Hanus y Munk (17), Golysheva (13)
y Fraile y Zurita (12) que se indican en el cuadro 1, y en los medios 6
y 7 a base de aguamiel, substrato que se utiliz6 luego en las pruebas de
fermentacion. Las siembras se hicieron en tubos con los medios sélidos
y se incubaron a 28 °C durante cuatro-seis dias. Periédicamente se resem-
braban las cepas, y durante un lapso de observacién de ciento ochenta
dias se tomaron porciones del cultivo, para inocularlas a placas de Petri
que contenian los mismos medios y poder estimar la flavinogénesis en las
colonias desarrolladas después de una incubacion a la misma temperatura
durante cuatro dias. El color anaranjado o amarillo dorado de las colonias
se tomé como indice de una buena flavinogénesis para comparar los me-
dios de conservacién y las fermentaciones.

Preparacion del indculo

Una porcién del cultivo, tomada con asa, se diluyé en 10 ml de agua
estéril o solucién salina y de aqui se tomaba 1,5 ml de la suspensién para
sembrarla en 50 ml del medio de germinacion, cuya composicién era se-
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Cuadro 1. Estimacion de la flavinogénesis en 7 medios sélidos de conservacion

Componentes Mlc\;/ie:ri:n t*) H?:Ssio(lzﬂ Glt)/{r%(zlil? ov3v a (%tl}?s;%e:a Fl:’i?gio(fz) Medio 6 Medio 7
Peptona 1,0 0,8 0,25 0,5
Glucosa 1,0 1,0 3,0
Sacarosa 2,0 1,0 2,0 2,0
Extracto de carne
Extracto de levaduras 0,1 1,0
Cloruro sédico 0,50
Tiamina 0,1
Caldo técnico 2,0
“Corn steep” 1,0 1,0
Aceite de maiz 0,1 0,1
Agua destilada 100 100 100 100 100 100 100
Flavinogénesis (**) +4++ ++ + +4++ +4 +4++ +++

(*) 1952. J. Bacteriol, 63, 223.
(**) 4 a 4+ +4: intensidad relativa del color, de amarillo intenso a anaranjado.
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Cuadro 2. Rendimientos de riboflavina en 8 medios de fermentacion seleccionados, por una de las cepas mds
activas de E. ashbyii

Medios
Componentes

1 2 ‘ 13 ! 14 24 ‘ 18 ’ 25 ‘ 27
Aceite de maiz, g 0,05 0,05 0,5 0,5 0,5 1,5 0,5 0,5
Agyamiel (5° Brix), ml 50 50 50 50 50 I 50
Carbonato célcico, g 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 50
Cerelosa, g 0,25 ‘ 50 0,05
Fosfato monopotasico, g 0,25 0,25
Harina de soja, g 1,5
“Corn steep” (54 % sélidos), g 0,5 1,0 2,0 1,0 1,0 1,0 1,0
“Tween 807, g 1,0
Propionato sddico : 0,01 M
Flavinogénesis ++ +++ +++ ++4+  +++ ++ ++ ++
Riboflavina (ug/ml) 750 1.800 2.100 1.398 1.410 988 815 890
pH final 5,7 6,7 6,0 6,8 6,3 6,2 7,1 6,7

Aguamiel: tindalizada y luego esterilizada con el medio (115 °C, treinta minutos), matraces de 250 ml con 50 ml de
medio. In6culo: 2 ml (4 %) del cultivo de E. ashbyii en medio 2, incubado en agitacién, cuarenta y ocho horas, 300 r/m.
Temperatura: 28 °C. Tiempo: seis dias.
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mejante al de Gorodkova, pero con sacarosa en vez de glucosa y contenido
en erlenmeyeres de 250 ml. El pH de este medio era de 5,8. Los matraces
se llevaron a agitacién mecénica a 28 °C durante cuarenta y ocho-setenta
y dos horas, y del cultivo obtenido se tomaron partes alicuotas para sem-
brar los medios de fermentacién en proporcién de 1,5 a 3 %, segin el
caso. En algunos experimentos, el cultivo de los medios de germinaci6n
se pasaba a uno de prefermentacién mantenido cuarenta y ocho horas a
28 °C en agitacién y de aqui al de fermentacion en proporcién de 1-3 %.

Fermentaciones

Las férmulas de los medios de fermentacién, que también se utiliza-
ron en los de prefermentacién, se indican en el cuadro 2. El pH inicial
fue de 5,8-6,5. Las fermentaciones en matraces se realizaron con agita-
ciéon a 300 r/m, durante cinco-siete dias, a 28 °C. En las efectuadas en
tanques, la agitacién se efectué a 350-500 r/m y se administrd, ademds,
aire estéril en proporcién que varid segiin el experimento, indicandose
en los cuadros correspondientes su magnitud.

Geometria de los tanques

Los de 25 1 tenian las caracteristicas siguientes: Di=0,15 m; Dt=0,27
m; H;=0,315; 4 “baffles”; 1 difusor tubular y 2 impulsores de paleta.
El de 300 1 las siguientes: Di = 0,17 m; Dt = 0,66 m; H; = 0,70 m;
2 “baffles”, 1 difusor tubular y 2 impulsores de paleta.

Esterilizacion

La de los medios contenidos en los matraces se efectué en autoclave
a 120 °C, durante veinte-treinta minutos. La de los tanques se hizo por
medio de las lineas de vapor, durante dos horas.

Valoraciones

La estimacién de la flavinogénesis en las placas de Petri se hizo por
comparacién visual del color desarrollado, y la de los medios liquidos de
fermentacién por el mismo procedimiento y por observacién a la luz ultra-
violeta de onda larga, seleccionando las de mayor fluorescencia verde-

5



118 A. Sdnchez-Marroquin, Sara Manrique y Lilia Vierna

azul cuando el color original en las placas era amarillo intenso o ana-
ranjado.

Para la cuantificacién de la riboflavina en los substratos seleccionados
se sigui6é el método fluorométrico (5) mediante fotofluorémetro de Beck-
man, a 363 m u, comparando con patrones de riboflavina qp. Las mues-
tras se hidrolizaron previamente en autoclave, a 100 °C, durante treinta
minutos, a pH 4.5-4,7 (regulador de acetatos). Las muestras hidrolizadas
se diluyeron luego para las determinaciones. Para algunas de las mues-
tras se utilizé fluorémetro de Coleman, modelo 12, comparando con ribo-
flavina Hoffman-La Roche (0,4 ng/ml). Ocasionalmente, los resultados
se verificaron por el método microbiolégico (5).

El pH se determiné en un potenciémetro de Beckman. Los azicares
reductores totales, por el método de Somogyi (41).

El peso del micelio se obtuvo centrifugando una parte alicuota, lavan-
do una vez con HCI 0,1N y dos veces con agua destilada y secando final-
mente a 90 °C, durante toda la noche.

La viscosidad aparente se calcul$ segiin el método de Metzner y Otto
(27), de las mediciones de esfuerzo cortante y gradiente de la fuerza prac-
ticadas con viscosimetro rotacional de Brookfield, modelo LTV, y de los
requerimientos de potencia de los agitadores.

ILa estimacién de la intensidad de la absorci6n de oxigeno (OAR) en
los fermentadores se practicé de acuerdo con el procedimiento de Cooper
y colaboradores (10) y la modificacién de Bartholomew y colaboradores
(6). El célculo del coeficiente especifico de la absorcién de oxigeno (Kv)
se efectud seglin estos mismos investigadores.

Concentrado

El material obtenido en el tanque de 300 1 se sometié a evaporacién
a 92 °C y 1 kg de presién hasta 49,7 % de sdlidos. El producto se desecd
luego en secador de rocio de Swenson y se molié en un molino eléctri-
co, obteniéndose un polvo marrén-dorado muy fino, que se conservé en
refrigeracion durante algiin tiempo. Finalmente, se sometié a anlisis
proximo (5) y determinacién de riboflavina.
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RESULTADOS Y DISCUSION

En las pruebas de flavinogénesis se reveld luego la variabilidad de la
cepa original al cambiar el color de las colonias, pues no siempre era po-
sible duplicar los rendimientos a igualdad de color o de condiciones. No
obstante, las pruebas de flavinogénesis en placas de Petri fueron la mejor
guia para la seleccién y pronto se comprobd que existia una relacién es-
trecha entre el color naranja o dorado (y aun el amarillo intenso) y la ac-
tividad, pues los rendimientos fueron casi siempre superiores en los culti-
vos derivados de colonias de ese color, hecho ya observado repetidas ve-
ces (3, 12 y 17).

En los medios liquidos de fermentacién, el color y la fluorescencia
fueron también buenos indicadores de la produccién de la vitamina, pues
se observd una aceptable correlacién.

Respecto a la validez de los medios utilizados para conservar las cepas
flavinogénicas (cuadro 1), no fue posible establecer una jerarquizacion de-
finitiva, pues al comparar la media del porcentaje de colonias anaranjadas
y los intervalos de confianza, segin Snedecor (40), para la distribucién
en T de Fisher, no se obtuvieron datos significativos y, por tanto, creemos
que tienen practicamente el mismo valor los medios 1, 4, 5, 6 y 7.

Suponemos, en cambio, basdndonos en algunas observaciones, que exis-
ten ciertos factores bioldgicos relacionados con el ciclo de la levadura,
p. €., la fase de produccién de ascas y ascosporas o bien factores bioqui-
micos. Entre éstos estarian: a) el cambio de la respiracién terminal del
tipo citocromo al tipo flavoproteina con sobreproduccién del grupo fla-
vinico, como supone Kapralek (23); b) la incorporacién de adenina para
constituir el anillo de purina, intermediario obligatorio de la biosintesis
de la vitamina (26 y 38-39), siendo este intermediario probablemente la
isoaloxazina (34); y c) la presencia de activadores de la sintesis como cier-
tos acidos grasos y agentes tensiactivos (29-31), biotina (11 y 37), diami-
no-uracilo (15-16), serina (14) y lipidos (32-33 y 35).

Al relacionar la flavinogénesis con el rendimiento real de riboflavina
en 45 medios de fermentacién de diferentes formulaciones, fue posible se-
leccionar seis (cuadro 2), que mostraron rendimientos superiores a los me-
dios 1 y 24 tomados como referencia, ya que contienen cerelosa en vez
del aguamiel.

Los medios 2, 13 y 14, que dieron los rendimientos maximos en ma-

7
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traces, contenian propiamente los materiales que pueden considerarse fun-
damentales para la buena produccién de la vitamina, o sea, aceite de maiz
y “corn steep liquor”. Estos datos y otros més, derivados del estudio par-
ticular de la influencia de la concentracién de esos componentes, revela-
ron que la férmula 13 conducia a resultados un poco més constantes, to-
mando en cuenta la variabilidad habitual de la cepa, y siempre superiores
a los de los otros medios. Asimismo, se puso de manifiesto que los ren-
dimientos altos coincidian con un pH final superior a 6,0.

Por otra parte, en estudios previos para estudiar la influencia del inécu-
lo, la temperatura y el pH inicial en los 6 medios seleccionados, se aprecié
que los maximos rendimientos ocurrieron cuando la concentracién de
inéculo de cuarenta y ocho-setenta y dos horas, en los medios 2 6 13, era
de 1 a 4 %;la temperatura, de 28 °C y el pH inicial, de 5,8-6,4, a una agi-
tacién de 250-350 r/m, durante cinco-siete dias. Por tanto, los experi-
mentos siguientes se efectuaron dentro de esos limites.

El cuadro 3 muestra la influencia de la procedencia y la edad del in6cu-
lo en los rendimientos de riboflavina en pruebas efectuadas en uno de los
medios de fermentacion seleccionados, el niim. 2, en condiciones ptimas.
Cuando el indculo procedia de placas con los medios 4 6 6, los rendimien-
tos eran superiores a los obtenidos cuando procedia del medio de McLaren
o de la cepa conservada en suelo estéril, pero decrecfan con el tiempo que
se habia utilizado para la conservacion hasta un periodo de ciento ochen-
ta dias. Al término de este lapso, la reduccién de los rendimientos en los

Cuadro 3. Influencia de la edad del inéculo de 3 procedencias en el ren-
dimiento de riboflavina (ug/mi)

Inéculo Inéculo Inéculo Inéculo
Edad (*) del del del conservado
medio 1 medio 4 medio 6 en suelo
48 horas 790 860 969 815
30 dias 687 820 949 698
180 dias 407 711 817 215

(*) Tiempo en que los cultivos se estuvieron resembrando peridédicamente.
Medio 2 de fermentacidn, en las mismas condiciones que se indican en el cua-
dro 2. Las cifras se refieren al promedio de 3 determinaciones.

8
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medios 1, 4 y 6 fue practicamente de la misma significacién, en tanto que
la observada en la cepa conservada en suelo era mucho més notable. Sin
embargo, hay que aclarar que en este caso la cepa no se resembré ni una
sola vez durante los ciento ochenta dias, en tanto que en los otros casos
se hacian resiembras cada mes o dos meses.

Finalmente, la cinética del proceso se estudié en fermentadores de 25 1
con el medio que ofrecié resultados mds constantes, o sea, el nim. 13,
empleando la cepa conservada en el medio 6, seleccionando una subcepa
de buena flavinogénesis en placas del mismo medio.

El proceso, llevado a tanques de 300 1, mostrd un comportamiento
semejante y rendimientos comparables a los de los fermentadores de 25 1.

Los resultados se muestran en el cuadro 4 y figura 1. Como puede apre-
ciarse, el pH final superior a 6,0 fue nuevamente un buen indicador del
rendimiento de riboflavina y de la marcha correcta de la fermentacion.
A las setenta y dos horas, coincidiendo con el maximo desarrollo del hon-
g0, la produccién estd ya en su fase acelerada para llegar al maximo a las
ciento veinte horas. En 1a fase definitiva de la sintesis, el coeficiente es-
pecifico de la absorcién de oxigeno alcanza su maximo de 0,18 g mol/h 1
atm. La viscosidad, en cambio, se altera poco y aparentemente no guarda
relacion estrecha con la biosintesis, pero, por otra parte, dicha viscosidad,
asi como el contenido real de azlcar en el aguamiel y algunas de las ca-
racteristicas fisicoquimicas, varian con el lote de aguamiel utilizado y estos
factores quiza también tengan que ver en la inconstancia de los resultados
a igualdad de condiciones.

Cuadro 4. Datos sobre la cinética del proceso en el medio 13 (fermenta-
dor de 25 1 con 5 | de medio)

reductores I g/100 ml
0 6,2 4.8
48 . 6,4 2,9 330 30 0,64
72 6,6 1,14 1.700 35 1,27
96 6,9 0,60 2.600 32 1,19
120 7.3 0,18 2.700 25 0,81

Condiciones: las que se indican en la figura 1.
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Figura . Cinética de la produccion de riboflavina en fermentador de 25 | con
el medio 13

Finalmente, comparando con otros los rendimientos obtenidos en el
presente trabajo, seglin los datos del cuadro 5, resultan ligeramente supe-
riores al maximo consignado en la bibliografia en un substrato diferen-
te (28). Sin embargo, la cifra de 2.700 ug/ml, que se anota en ¢l cuadro, se
alcanz6 solamente en un experimento. La cifra més frecuente, segin los
resultados obtenidos en idénticas condiciones, en experimentos posterio-
res, es de 2.000 ug/ml, comparable, de todas formas, con los rendimien-
tos més altos logrados en otros substratos (3, 12, 18, 22, 24, 28 y 32).
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Cuadro 5. Rendimientos mdximos de riboflavina por E. ashbyii, en diversos

medios
: Riboflavina i . .
Medios g/ ml ‘ Dias Referencia
Melazas, lentejas, succinato amo- .
nico, cloruro sédico 2.480 7 Moss y Klein (28)
Azicar ‘morena, neopeptona, ex-
tracto de carne, germen de tri-
g0 1.800 7 Pat. Ingl.
Glucosa, extracto de malta, ca-
seina 1.200 4 Phelps (32-33)
Masa de trigo malteada (12,1) 1.000 James (22)
Glucosa, maltosa, harina de trigo
y “stillage” 1.350 7 Larsen (24)
Cerelosa (2,5 %), harina de soja
(3,0 %) o harina de mani (5 %)
(cepa mutante) 1.000 5% Arrieta (3)
Sacarosa, suero de leche, leche
descremada 2.200 6 Hendrickx (18)
Cerelosa (3 %), harina de girasol
(4. %) o harina de mani (3 %) 1.400 5 Fraile (12)
Aguamiel, “corn steep”, aceite i
de maiz, carbonato célcico 2.700 5 Este trabajo

RESUMEN Y CONCLUSIONES

1. Se presenta un estudio de la produccién de riboflavina por Ere-
mothecium ashbyii NRRL Y-1363 en diversos medios a base de jugo de
Agave sp. (“aguamiel”) en matraces y en fermentadores de 25 y 300 I,
con sistemas de aireacion y agitacion.

2. En las pruebas de flavinogénesis en placas de Petri se puso de
manifiesto la relacién estrecha entre la pigmentacién anaranjada de las
colonias y la produccién de la riboflavina en los diversos medios de fer-
mentacién estudiados, sin que se hayan apreciado diferencias ostensibles
respecto a la efectividad de los medios de conservacién empleados, pues
todos ocasionaron una reduccién en la produccién de la vitamina al cabo
de ciento ochenta dfas.

11
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3. Los medios que contenian, ademdas del aguamiel, “corn steep li-
quor” y aceite de maiz, dieron los rendimientos mds altos en todas las
condiciones estudiadas.

4. Se seleccioné como el mejor substrato el siguiente (gramos en
100 ml de aguamiel): aceite de maiz, 1,0; “corn steep”, 2,0; CaCQO;, 0,10.
Inoculado con 1 a 4 % de un cultivo de setenta y dos horas de Eremo-
thecium ashbyii en el mismo medio, a 28 ©C, en agitacidn, los rendimien-
tos en fermentadores de 25 y 300 1 pueden ser hasta de 2.700 ug/ml a
las ciento veinte horas en las condiciones siguientes: temperatura, 28 °C;
pH inicial, 5,8-6,4; in6culo, 3,0 % ; OAR 21 a 26 mM/1 h; K,, en torno
a 0,18 g mol/h 1 atm; tiempo de fermentacidn, cinco-seis dias.

5. La cinética del proceso en estas condiciones indica un consumo
casi total, desde las setenta y dos horas, de los azicares presentes, coin-
cidente con el maximo crecimiento de la levadura. Después de esta fase
se inicia la produccién de la vitamina, siendo particularmente acelerada
a las noventa y seis-ciento veinte horas. La viscosidad, en cambio, no pa-
rece guardar relacién con la biosintesis.

6. Los rendimientos de riboflavina logrados en este trabajo son com-
parables a los mejores sefialados en la bibliografia cientifica actual.

SUMMARY

1. A study of riboflavin production by Eremothecium ashbyii NRR
Y-1363 in different media based on Agave sp. (“aguamiel”) juice in Er-
lenmeyer flaks and in 25 and 300 1 fermenters with aeration and agitation
systems, is presented.

2. For the flavinogenesis tests in Petri dishes, the narrow relationship
between the brightest orange pigmentation of the colonies and the ribo-
flavin production was shown without presenting ostensible differences with
respect to the effectiveness of the conservation medium used as all caused
a reduction in the production of the vitamin after 180 days.

3. The media containing corn steep liquor and corn oil as well as
“aguamiel” gave highest riboflavin yields under the conditions studied.

4. The following was selected as the best substrate (grames in 100 ml

12
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of “aguamiel”): corn oil 1.0; corn steep, 2.0; CaCO;, 0.10. Inoculated
with 1 to 4 % culture of 72 hours of Eremothecium ashbyii in the same
medium at 28 ©C, the riboflavin yields in 25 and 300 1 fermenters can
be as high as 2700 xg/ml under the following conditions: initial pH, 5,8-
6,4; temperature, 28 °C; inoculum, 3,0 %; OTR 21 to 26 mM/1 hr;
Kv, around 0,18 g mol/1 atm; fermentation time, 5-6 days.

5. The kinetics of the process under these conditions indicates an
almost complete consumption of the sugars after 72 hours which coincides
with the maximum growth of yeast. After this phase, the production of the
vitamin is initiated and is particularly accelerated at the 96-120 hour
period. The viscosity, on the other hand, does not seem to show any re-
lation to the biosynthesis.

6. The riboflavin yields obtained in this study are comparable to
the best cited in present day scientific bibliographies.
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CIUDAD UNIVERSITARIA. MEXICO
FACULTAD DE QUIMICA

PRODUCCION DE RIBOFLAVINA POR ASHBYA
GOSSYPIl (ASHBY & NOWELL) GUILL. EN JUGO

DE AGAVE sp-

por

A. SANCHEZ - MARROQUIN (*), Sara MANRIQUE y Liia VIERNA

INTRODUCCION

Aunque la mayor parte de la riboflavina comercial es obtenida me-
diante cultivos de Eremothecium ashbyii, es posible también emplear otros
microorganismos para tal objeto. Asi Ashbya gossypii resulta de gran in-
terés al respecto desde los trabajos de Wickerham y colaboradores (21),
Tanner y colaboradores (19) y otros investigadores (7-8, 10, 12-13, 16-
17 y 20), ya que presenta la ventaja de que sus cultivos son relativamen-
te més estables y los rendimientos mas constantes, aunque generalmente
de menor cuantia que los de E. ashbyii.

Ambas levaduras crecen bien en cultivo sumergido aun cuando sus
requerimientos nutritivos son diferentes (15). Se distinguen entre si, prin-
cipalmente, en que Ashbya gossypii no se presenta en su fase levadurifor-
me sino exclusivamente micelial y en que sus ascosporas derivan de cé-
lulas originalmente plurinucleadas (21).

Los primeros rendimientos de riboflavina alcanzados con esta especie
fueron relativamente bajos, pero mds tarde se logré6 mejorarlos hasta lo-

(*) Direccién actual: Facultad de Ciencias (UCV), Departamento de Tecnolo-
gia. Apartado 59097. Caracas (Venezuela).

Microbiol. Espadfi., 23 (1970), 127. 1
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grar cifras que hacen posible la industrializacién del proceso, especialmen-
te si el producto se destina a suplemento de forrajes.

El objeto del presente trabajo es precisamente utilizar la referida es-
pecie para fermentar un substrato barato, el jugo de Agave en su forma
de “aguamiel”, cuando por causa de su bajo contenido de azdcares no
puede emplearse en la elaboraciéon de “pulque”, bebida alcohdlica pro-
ducida en México. La obtencién de concentrados de riboflavina para me-
jorar forrajes podria ser una aplicacion, como lo sugerimos en un trabajo
previo en el que se utilizd la especie Eremothecium ashbyii con el mismo
propésito (14).

MATERIALES Y METODOS

Microorganismos

Se utilizé la cepa NRRL Y-1096 de Ashbya gossypii proporcionada
gentilmente por el Dr. L. J. Wickerham. Para conservarla se empled un
medio de la siguiente composicién: sacaros> 2,0 g; “corn steep liquor”,
1,0 g; aceite de maiz, 0,1 ml; aguamiel, 100 wl; pH, 6,2, 6 bien, el medio
PDA. Se ensay6 asimismo una mezcla de este organismo y Eremothecium
ashbyii NRRL Y-1363.

Fermentaciones

El inéculo se prepard de manera semejante a como lo hicimos en otro
trabajo (14) y se aplicé a los medios de fermentacién en proporcién de
1 a3 %. Estos se prepararon en cantidades de 50 ml en erlenmeyeres de
250 ml. La incubacion se efectué a 28 °C durante seis dias, a una agi-
tacion de 250-350 r/m. Las fermentaciones se llevaron luego a mayor
escala en fermentadores de 25 y 300 1, cuya geometria se describe en ese
mismo trabajo (14). Se ensayaron diversas condiciones de operacién y
flujo de aire, pero s6lo se presentan en los cuadros los resultados 6ptimos.

Entre los componentes de los 42 medios de fermentacién estudiados
figuraron muchas fuentes nitrogenadas y sales minerales en diferentes pro-
porciones, selecciondndose solamente los de rendimientos superiores a 800
ng/ml, que son los que se registran en los cuadros de resultados.

2
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Determinaciones quimicas

Se efectuaron en la misma forma previamente descrita (14), e igual-
mente las estimaciones de viscosidad, peso micelial y absorcién de oxige-
no. Las referentes a la composicién del concentrado se practicaron con-
forme a métodos convencionales de la AOACh (1).

RESULTADOS Y DISCUSION

En el cuadro I puede apreciarse la composicion de los seis medios
de fermentaciéon que fueron seleccionados de acuerdo con los méaximos
rendimientos. Estos oscilaron de 978 a 1.315 ug/ml. Ensayos repetidos
realizados con tres de esos medios, nims. 2, 13 y 24, revelaron que el

Cuadro 1. Composicion de los medios seleccionados y rendimiento de ri-
boflavina por A. gossypii

Componentes ‘ 2 13 24 l 25 26 27
Aceite de maiz, g 0,05 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5
“Corn steep” (54 % sélidos), g 0,5 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
Aguamiel (5.° Brix), ml 50,0 50,0 50,0 50,0 50,0
Cerelosa (5.° Brix), ml 50,0
Carbonato célcico, g 005 0,05 005 005 005 0,05
Extracto de levadura, g 0,5
Propionato sddico 001MO00OIM
“Tween 80”, g 1,0

Rendimiento de riboflavina, xg/ml 1226 1315 1280 1019 978 1106

Matraces de 250 ml con 50 ml de medio. Temperatura: 28 °C. Agitacién:
250 r/m. Inéculo: 3 % de un cultivo de cuarenta y ocho horas en medio 2. Tiempo:
seis dias. pH inicial: 6,2.

nim. 13 ofrecfa mayor constancia, por lo cual se seleccion$ para los de-
més experimentos. Se confirma, segin los datos del mismo cuadro 1, la
efectividad de dos componentes esenciales para la biosintesis de la vita-
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mina: el aceite de maiz y el “corn steep liquor”, que ya han sido utiliza-
dos con éxito por otros investigadores (4-6 y 9). Al agregarles diversos
materiales orgdnicos que han resultado efectivos en el caso de Eremothe-
cium ashbyii, o enriquecer el contenido original de aziicares con otros car-
bohidratos (sacarosa, glucosa, cerelosa), o bien sales diversas, incluyendo
fosfatos, los rendimientos no sufrieron cambio cuantitativo alguno de sig-
nificacién. Por el contrario, en general, disminuyeron o fueron practica-
mente iguales a los de los seis medios seleccionados que se indican en ese
cuadro. Sin embargo, y de manera semejante a lo que observamos con
Eremothecium (14), los resultados de experimentos de igual tipo, pero
realizados con aguamieles de diferente procedencia o diferentes caracte-
risticas fisicoquimicas, no solian concordar, lo que sugiere que seria ne-
cesario estandarizar la materia prima para lograr uniformidad en los ren-
dimientos.

La mezcla de extracto de levadura 0,25 % y propionato sédico 0,01 M
dio resultados comparables a la simple adicién de 0,5 % de “tween 807,
pero ligeramente inferiores a los del medio basico sin modificacién. Este
Gltimo agente impide en cierta forma la flavinogénesis, pero no afecta a la
maduracién de las ascas ni al metabolismo de la glucosa (2). Smith y co-
laboradores (18) ya han sefialado la influencia favorable de los agentes

Cuadro 2. Modificaciones al medio 13 seleccionado y rendimiento de ri-
boflavina por A. gossypii

Megio | Malrials ggremados ol | Flpving- | Rivoflaina |y g
13, Harina de soja, 1,5 + 650 5,7
135 Harina de maiz, 1,5 + 620 5,6
13¢ Fosfato aménico, 0,05 + 4 879 6,1
13 Sulfato aménico, 0,05 + 4 802 6,3
13: Peptona comercial, 0,5 + 4+ 1.414 6,9
13¢ Fosfato dipotésico, 0,05 ++ 795 6,8
136 Urea comercial, 0,50 +++ 817 7,1
134 Gelatina comercial, 0,50 + 4 991 7,0

Condiciones: las mismas del cuadro 1.
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Cuadro 3. Rendimiento de riboflavina en 6 medios por A. gossypii y mez-

cla de éste y E. ashbyii

Medio

2 } 13 ! 24 ’ 25 , 26 , 27

Microorganismo (*)
pH final
Flavinogénesis

Riboflavina
(ug/ml)

A AE A AE AAE A AE A AE A AE
6,7 6,7 6,7 73 6461 64 64 67 70 73 73
+++++ +++H+ A+ + A
998 1.000 1.080 929 1.060 920 811 870

(*) A = Ashbya gossypii. AE = A. gossypii + = Eremothecium ashbyii.

Esterilizacién en autoclave: quince minutos a 121 °C. pH inicial: 6,1. Tempe-
ratura: 28 °C. Agitacidon: 350 r/m. Tiempo: seis dias. Indculo: A, 1 % de cultivo
de veinticuatro horas; AE, 1 % de cada uno, de cultivos respectivos de veinticua-

tro horas.

Cuadro 4. Influencia de algunas fuentes nitrogenadas afiadidas al medio

13, en los rendimientos de riboflavina

‘ Flavinogénesis Riboflavina pH final
Fuente
de nitrégeno A l AE A AE A AE

Urea

0,25 ++ ++ 6,7 6,7

0,50 ++ ++ 7,3 6,4

1,0 + 4+ +++ 814 791 7,0 7,3
Sulfato amoénico

0.25 + 4 + 6,7 6,7

0,50 ++ 4+ 4+ 6,7 6,7

1,0 + 4+ +++ 827 780 6,7 6,7
Gelatina (comerciai)

0,25 -+ + 6,7 7,0

n.50 ++ ++ 6,6 7,1

1,0 +++ ++ 918 876 6,7 7.1
Nitrato amonico

0,25 + + 6,7 6,7

0,50 + + 7,0 6,7

1,0 + + 4+ 328 6,7 6,7

Condiciones y anotaciones: iguales a las del cuadro 3.
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Cuadro 5. Resultados obtenidos con A. gossypii en fermentadores de 25 1
con 5 | de substrato

Medio pH inicial | pH final R‘(‘/’l‘;f}fr‘l’l‘)“a
13 6,2 7,0 1.440
13¢ (sulfato amdnico) 6,2 6,7 840
134 (gelatina comercial) 6,2 7,3 1.040
13¢ (fosfato amoénico) 6,2 7.1 1.600
13 (peptona) 6,2 7,3 2.350

Temperatura: 28 °C. Agitacién: 350 r/m. Aire: 0,5 o/o/min. Inéculo: 3 %.
Tiempo: seis dias. ‘

Cuadro 6. pH, viscosidad y riboflavina durante la fermentacion

pH | Viscosidad (cm/1) | Riboflavina (ug/ml)
Horas I
A AE ’ A AE A AE
48 41 40
72 5.1 6,0 36,0 32,0 150 168
96 5.8 7,0 33,0 36,0 1.116 1.164
120 7.1 7,3 34,5 30,0 1.226 1.800
144 7.5 7,4 30,3 19,0 1.275 1.907

Inéculo: A, A. gossypii; AE, A. gossypii y Eremothecium ashbyii asociados.
Temperatura: 28 °C. Agitacién: 480 r/m. Aire: 2p*/min (cuarenta y ocho horas),
4 p’/min (resto). In6éculo: 19%. Tanque de 25 1 con 5 1 de substrato (medio 13).
OAR = 0,6 mM/1 min.

Cuadro 7. Resultados obtenidos en fermentadores de 300 | con 100 1 del
medio 13 + fosfato amdnico 0,05 %

j i i micelio
Horas rH s e R‘Z‘;f}iﬂ‘ e Pesgo/ poge
0 6,2 4,6
48 5,4 1,9 330 1,25
72 5,6 0,44 1.700 1,66
96 6,9 0,48 ‘ 2.000 2,07
144 7,3 ) 0,18 2.150 1,19

Temperatura: 28 °C. Agitacién: 500 r/m. Aireacién: 0,5 v/v min. pH inicial:
5,8. Indculo: 3 % de un cultivo de 4. gosypii de cuarenta y ocho horas en el me-
dio 2.

6
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tensiactivos no idnicos en la sintesis de riboflavina por Ashbya gossypii,
al facilitar su excrecion a través de la pared celular. La adicién de otros
materiales orgénicos (cuadros 2 y 4) no representé ventaja alguna, ex-
cepto la peptona en proporcién de 0,5 %, la gelatina (0,5 %) y el fosfato
amoénico (0,05 %). La influencia de la gelatina podria deberse a su con-
tenido de glicina, substancia que aumenta los rendimientos (7) quizd de-
bido a su papel de precursor en la biosintesis de la riboflavina (11). Las
mezclas de A. gossypii y Eremothecium ashbyii dieron, en términos ge-
nerales, mejores resultados que A. gossypii sola (cuadro 3) en casi todos
los medios seleccionados.

En fermentadores de 25 1, utilizando el medio 13 y cuatro de las mo-
dificaciones mas prometedoras (cuadro 5), se obtuvieron rendimientos acep-
tables, excepto en el caso del sulfato aménico como fuente nitrogenada.

Por razones econdmicas, se escogerian entonces los medios 13 y 13 ¢
(fosfato amonico).

En el medio 13 simple (férmula del cuadro I) se estudiaron asimismo
los principales cambios quimicos y el crecimiento en términos de produc-
tividad, empleando como inéculo Ashbya gossypii y ademds, una mezcla
de Ashbya y Eremothecium en los mismos fermentadores de 25 1. Los
datos de los cuadros 6-7 indican que el méximo de produccion riboflavi-
nica se logra a los seis dias, cuando ya los azdcares se han agotado prac-
ticamente y el pH es superior a 7,0. La intensidad de la absorcién de
oxigeno en este fermentador fue de 0,6 mM/I min. La viscosidad, como
en el caso de E. ashbyii (14), parece no influir en los rendimientos. Nue-
vamente, la mezcla de las dos levaduras dio mejores resultados: 1907
ug/ml a los seis dias. .

El mismo medio 13, pero afadido de 0.05 % de fosfato aménico (me-
dio 13 c), fermentado en tanques de 300 I, mostré rendimientos un poco
mads altos (2.150 ug/ml) en las condiciones indicadas en el cuadro 7. Los
azlcares propiamente desaparecen a las setenta y dos horas y entonces
se acelera notablemente la biosintesis de la vitamina. El agotamiento de
los carbohidratos presentes coincide con la aceleracién del crecimiento,
dando una imagen semejante a las curvas de cinética de Tanner y cola-
boradores (19) y Pfeifer y colaboradores (10).

Si se comparan los resultados del presente trabajo con los datos de
rendimientos que se encuentran en los informes publicados (cuadro 8)
vemos que sdlo son inferiores a los logrados por Malzahn y colaborado-
res (7-8) en substratos mas elaborados. ‘
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Cuadro 8. Rendimientos comparados de riboflavina por A. gossypii

[ o .
Referencia Substrato ‘ Rl(];ogf/li‘{ll)n a Dias
Smiley y Stone (16) Glucosa, “stillage”, resi- 1.200 6-7
duos de rastro, levadura
de cerveza, propionato
sddico
Pridham y Raper (12-13)  Glucosa, peptona, “corn 1.760 6
steep”, sales
Malzahn y colaboradores “corn steep”, peptona, acei- 5.000 6-7
@ te de soja, glicina
Este trabajo Aguamiel, “corn steep”, 2.150 6
aceite de maiz, CaCO,,
acetato amoénico
Cyanamid Co. British 2.000 7
Patent 760, 072 (3)
Malzahn y colaboradores Colageno hidrolizado, lipi- 4.187 6-7

®) dos, “corn steep”, solu-
bles de destileria, levadu-
ra de cerveza

El producto obtenido al evaporar y luego secar el contenido total del
tanque, como lo indicamos en otro trabajo (14), tiene una aceptable pro-
porcién de proteina y algunas vitaminas del complejo B aparte de la ribo-

flavina (cuadro 9).

Su aspecto general es excelente, su digestibilidad in vitro (pepsina) es
de 95 % y los resultados logrados en pruebas de aceptabilidad en pollos
son satisfactorios. Posteriormente se emprenderan los estudios bromato-

légicos correspondientes.

Cuadro 9. Composicion del concentrado

Determinaciones lzglfc;?s‘?.’)e
Humedad 6,0
Proteina 20,1
Grasa 1,7
Cenizas 12,5
Fibra 1,3
Riboflavina 2,8

ug/ml
Acido pantoténico 310
Niacina 285
Tiamina 580
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RESUMEN Y CONCLUSIONES

1. La produccién de riboflavina por Ashbya gossypii y mezclas de
ésta y Eremothecium ashbyii en substratos a base de “aguamiel” (jugo de
Agave sp.) en matraces de 250 ml y fermentadores de 25 y 300 1, ha sido
estudiada en este trabajo, bajo diferentes condiciones de operacion.

2. Se encuentra que el mejor substrato, tomando en cuenta razones
econdmicas, es el siguiente (gramos en 100 ml de aguamiel): aceite de
maiz 1,0; “corn steep liquor”, 2,0, y CaCO;, 0,1. Los rendimientos de
riboflavina en este medio varian de 1.275 a 1.907 ug/ml, segin las con-
diciones.

3. La adicién de una mezcla de extracto de levadura 0,25 % y pro-
pionato sodico 0,01 M dio resultados comparables a los de la simple adi-
cién de “tween 80”, pero ligeramente inferiores a los del medio basico sin
modificacion. La adicién de otros materiales organicos no represent6 ven-
taja alguna, excepto la peptona en proporcién de 0,5 %, la gelatina (0,5%)
y el fosfato aménico (0,05 %). En este tltimo caso, el rendimiento maxi-
mo alcanzado fue de 2.150 ug/ml a los seis dias en tanques de 300 1,
comparable a los resultados logrados por otros investigadores, excepto
Malzahn y colaboradores (7-8), que han llegado a obtener hasta el doble
de rendimiento en substratos més elaborados.

Las condiciones Optimas para la fermentacién en este mismo medio
fueron: temperatura, 28 °C; agitacion, 500 r/m; aireacién, 0,5 v/v min;
pH, 5,8; indculo, 3 %.

4. La cinética de la biosintesis muestra que al agotarse los aziicares
a las setenta y dos horas se inicia la aceleracién del crecimiento de la le-
vadura y la produccién de la riboflavina. El maximo rendimiento se ob-
tiene cuando la intensidad de la absorcién de oxigeno en el fermentador
corresponde a 6 mM/1 min y el pH esta alrededor de 7,0. La viscosidad
parece no guardar relacién con la biosintesis de la vitamina.

5. El concentrado seco obtenido de los caldos de fermentacién con-
tiene 20 % de proteina, 2,8 % (en peso) de riboflavina, otras vitaminas
del complejo B y poca fibra cruda. Las pruebas de digestibilidad en pollos
son satisfactorias. La digestibilidad es de 95 %.
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SUMMARY

A study was made of the riboflavin production by Ashbya gossypii
and a mixture of this species and Eremothecium ashbyii in several subs-
trates with “aguamiel” (non fermented Agave juice) as the basic material.

The best fermentation medium in both cases seems to be (g in 100 ml
aguamiel): corn oil 1,0, corn steep liquor 2,0 and CaCQ; 0,1, the riboflavin
yields being 1,275 to 1,907 ug/ml.

By adding a mixture of yeast extract 0,25 % and sodium propionate
0,01 M the yields were similar to those with 0,5 % tween 80, but lower
than those of the unmodified basal medium. The addition of some other
organic compounds gave no better results except 0,5 % peptone, 0,5 %
gelatin and 0,05 % ammonium phosphate, the latter yielding up to 2,150
wg/ml riboflavin in 300 1 tanks at the end of 6 days.

Best conditions for the fermentation in 25 and 300 1 fermenters were:
temperature 28 °C, agitation 500 r/m, aeration 0,5 v/v min, pH 5.8 and
inoculum 3 %.

The kinetics of the biosynthesis showed that at the total consumption
of sugars at 72 hours the growth of the yeast increases as well as the
riboflavin production.

The maximum production was reached when the oxygen transfer
rate in the fermenter was around 0.6 mM/1 min and the final pH around
7.0. Viscosity does not seem to have anything to do with the biosynthesis.

The riboflavin yields here obtained are comparable to most of the
known results reached by other workers using the same species, but lower
than those of Malzahn ez al. (7-8) in more elaborated substrates.

The dried product composition shows 20 % protein, 2,8 % (by weight)
riboflavin, a low fiber content and some amounts of B complex vitamins.
The acceptability tests in chickens were satisfactory. Pepsin digestibility
in vitro was around 95 %.
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HETEROGENEIDAD COLONIAL DE CITROBACTER
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1. INTRODUCCION

El Citrobacter intermedium C,, cuando crece en un medio con glucosa
como Tnica fuente de carbono y energia, y amoniaco como fuente de ni-
trégeno, acumula aminoacidos en el mismo. En orden decreciente, alanina,
glutamato, aspartato y aminodcidos bésicos. Al final del crecimiento, la
alanina llega a constituir una fraccién molar del 71 %, representando un
2 % de los sélidos totales presentes en el medio. La concentracién de glu-
tamato decrece a lo largo del tiempo en favor de la alanina. Esto constituye
un primer indicio de que la formacién de estos aminoacidos (alanina-glu-
tamato) es secuencial, siendo el glutanato el primer eslabén. La importan-
cia cuantitativa de la alanina ha permitido definir el proceso como una
preduccién directa de alanina por fermentacion (1-2).

Guinea puso a punto una técnica para detectar glutamato a nivel colo-
nial, Alrededor de las colonias de Citrobacter intermediuin C; segregado-
ras de este aminoacido se origina un halo visible de crecimiento de una
cepa auxotréfica glutamato-dependiente. Con esta técnica es posible dis-
tinguir colonias que condicionan la formacién de un halo notable, denomi-
nadas A, de otras que no originan crecimiento (no segregadoras), denomi-
nadas C; y por ultimo, un tipo intermedio, con escaso halo, tipo B (4-5).

Microbiol. Espaii., 23 (1970), 139. 1
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Esta heterogeneidad colonial se mantiene estable a lo largo de los suce-
sivos subcultivos; se ha demostrado que cualquier tipo de colonia da una
descendencia que evoluciona rapidamente a las referidas condiciones de
equilibrio (4 y 6).

En el presente trabajo se lleva a cabo el anilisis colonial respecto
a la segregacion de alanina, relacionidndose los resultados obtenidos con
los relativos a la segregacion de glutamato.

2. MATERIAL Y METODOS

2,1. Cepas bacterianas utilizadas y medios de mantenimiento y
ensayo

El aislamiento y los caracteres taxondmicos y culturales de la cepa C;
de Citrobacter intermedium se han descrito (1). Se han llevado a cabo di-
versas modificaciones del medio M,, descritas en el apartado 3. Consisten
fundamentalmente en la adicién de intermedios metabdlicos. En este caso
se han esterilizado soluciones de los mismos mediante un filtro Seitz EK,
antes de ser incorporados al resto del medio ya estéril (5).

El Pediococcus cerevisiae ATCC 8081, cepa auxotrdfica para la alani-
na, empleada para la titulacién de este aminodcido (7), se mantiene en
Bactolactobacilli-agar AOAC (Difco); para la obtenciéon de fuertes indcu-
los puede utilizarse Bactolactobacilli broth (Difco), centrifugando y lavan-
do posteriormente. El medio de ensayo utilizado para detectar alanina,
medio que contiene todos los elementos necesarios para el crecimiento de
Pediococcus cerevisiae ATCC 8.081, excepto la alanina, viene preparado
por la casa Difco con el nombre de Bactoalanine assay medium. Se utiliza
a razén de 10,5 g/100 ml de agua destilada, esterilizdndose en autoclave,
ya intubado, durante cinco minutos, a 120 °C.

El Leuconostoc mesenteroides P-60 ATCC 8.042, cepa auxotréfica
para el glutamato (6), se desarrolla sobre el medio Bactoglutamic inocu-
lum broth (Difco), incubandose a 37 °C (3). El medio de ensayo utilizado
para detectar glutamato, medio que contiene todos los elementos necesa-
rios para el crecimiento de Leuconostoc mesenteroides P-60, excepto el
glutamato, viene preparado por la casa Difco con el nombre de Bacto-
glutamic assay broth. Se utiliza a razén de 10,5 g/1000 ml de agua desti-
lada, esterilizindose en autoclave, ya intubado, durante cinco minutos, a
120°C (4).



Heterogeneidad colonial de C. intermedium M

2,2. Técnica de revelado de glutamato

El fundamento del método del andlisis colonial con Leuconostoc me-
senteroides P-60 y la técnica bajo la cual se ha llevado a cabo para el estu-
dio de la segregacion de glutamato se consigna en dos trabajos de Guinea
(4-5).

2,3. Técnica de revelado de alanina

La técnica utilizada para poner de manifiesto la segregacion de alanina
a nivel colonial estd basada en la descrita para la demostracién de gluta-
mato.

El procedimiento de revelado es el que se expone seguidamente.

Se obtienen colonias separadas de Citrobacter intermedium C; sobre
placas de medio M;, por extension sobre las mismas de 0,1 ml de una
suspensién adecuada de dicha cepa. Cuando las colonias han alcanzado
un didmetro conveniente, aproximadamente de 1 mm, se extiende sobre
la placa un volumen de 12 ml de medio de ensayo (Bactoalanine assay
medium) solidificando con Bacto-agar Difco doble concentrado. A estos
tubos, fundidos al bafio maria y enfriados alrededor de 50°-60 °C, se adi-
ciona el contenido de otros tubos en el que en 6 ml de Ringer 1/4 se ha
suspendido un asa de P. cerevisiae, a partir de un cultivo sélido en medio
de mantenimiento. Al mezclarse ambos, la cepa auxotrdfica para la alanina
queda perfectamente dispersada, de tal modo que puede desarrollarse en
cualquier punto del medio con tal que encuentre alanina suficiente. Este
extremo ha sido comprobado, asi como la no interferencia de los demis
componentes utilizados.

Una vez solidificado el medio con la suspensién del pediococo, se
incuban las placas a 37 °C, observandose el crecimiento de este microorga-
nismo alli donde se ha acumulado alanina segregada por las colonias dc
Citrobacter intermedium Cs (6).

2,4. Traslado de colonias

Se utiliza la técnica de traslado de colonias desde placas con creci-
miento a placas estériles. Se procede segin el método del tampén de Le-
derberg (4 y 6). Los tampones se preparan mediante el relleno y recu-
brimiento de placas de Petri, de tamafio adecuado, con un tejido des-
gastado.
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Previa esterilizacion de estos tampones, se apoyan suavemente sobre
la placa en la que se han desarrollado las colonias y luego se trasladan
sobre placas estériles. El mismo tampén puede dar hasta tres réplicas y
excepcionalmente cuatro sin perder un excesivo némero de colonias. Estas
placas se incuban hasta que las colonias adquieren un tamafio conveniente.
De esta manera se puede seguir el crecimiento de una misma colonia en
dos o mas placas distintas.

3. RESULTADOS

3,1. Revelados de alanina

Una vez efectuada la técnica descrita en 2,3, se incuban las placas a
37 °C durante treinta-treinta y cinco horas. Se observa el crecimiento del
pediococo alli donde se ha acumulado alanina segregada por las colonias
de Citrobacter intermedium C,. Este crecimiento es perceptible a simple
vista como un halo cuyos limites llevan a confluir con los de otras colonias,
ocupando toda la superficie de la placa. Sin embargo, la opacidad del
mismo decrece radicalmente desde el borde de las colonias de C. interme-
dium C;. Aparentemente se distinguen halos mdas intensos en unas colo-
nias que en otras, pero todas las colonias de C. intermedium C; presen-
tan halo. El examen microscdpico en estas condiciones revela microcolo-
nias de Pediococcus cerevisiae de diverso didmetro, lo cual hace suponer
que su crecimiento estd limitado por la concentracién de alanina. En las
zonas del medio mas alejadas de las colonias de C. intermedium C; sélo
hay un débil crecimiento de fondo.

Alrededor de algunas colonias, el didmetro de las microcolonias de
Pediococcus cerevisiae decrece progresivamente y en forma ostensible des-
de el borde de las mismas. Estss colonias corresponden a las de halo més
manifiesto, en tanto que las otras muestran al examen microscépico una
densidad algo mayor de microcolonias que el crecimiento de fondo, y con
un didmetro sélo ligeramente superior.

Estos resultados permiten clasificar las colonias de Citrobacter inter-
medium C; en dos tipos distintos, si bien en algunos casos resulta ambi-
gua la diferenciacion.

Se ha intentado obtener una mayor discriminacion de los tipos colo-
niales observados. Para ello se han realizado ensayos variando la concen-

4
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tracién de la suspension de Pediococcus cerevisiae en el revelado, el tiem-
po del mismo y el tamafio de las colonias de Citrobacter intermedium Cs.
Con el fin de retardar la difusién de la alanina se ha intercalado una capa
de agar-agar al 1 % (7-10 ml/placa) entre el medio M; y el medio de
revelado, sin mejorar la bondad de las lecturas por visién directa de los
revelados.

Para la obtencién de lecturas de revelados de alanina que muestren
una heterogeneidad clara, comparable a la observada para el glutamato,
han debido modificarse las condiciones de revelado y especialmente las
de su lectura.

Se efectda la técnica del revelado normalmente, sobre las colonias de
Citrobacter intermedium C; obtenidas con un tiempo de incubacién de
30 °C mas corto (veintiocho-treinta horas). La lectura no puede realizarse
directamente, segin hemos visto, ya que cuando se detecta a simple vista
el crecimiento del pediococo todas las colonias poseen halos similares a su
alrededor. Para evitar esto, las colonias se examinan periédicamente al mi-
croscopio con pequefio aumento. A las dieciocho horas de incubacién, no
se observa alrededor de las mismas ningln signo de crecimiento de Pe-
diococcus cerivisiae. A partir de las veintidés horas empiezan a advertirse
microcolonias de P. cerevisiae alrededor de algunas colonias de C. inter-
medium C;. Poco més tarde puede alcanzarse un dptimo para diferenciar
colonias segregadoras y no segregadoras de alanina.

3,2. Andlisis comparativo de colonias segregadoras de glutamato y alanina

De una placa de M; sobre la que se han desarrollado colonias peque-
flas de Citrobacter intermedium Cs, se pasan, mediante la técnica del tras-
lado de colonias, a otras placas de M, estériles. Se incuban a 30 °C hasta
que las nuevas colonias alcancen el tamafo adecuado. Se revela una placa
para un aminodcido y la réplica para el otro. Al quedar las colonias en
idéntica disposicién sobre las placas, son facilmente identificables y pueden
compararse sus lecturas.

Una buena lectura con perfecta diferenciacion colonial en el caso del
revelado con Leuconostoc mesenteroides para el glutamato, se correspon-
de con un resultado equivalente para la misma placa revelando con Pedio-
coccus cerevisiae para la alanina.
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3,3. Ensayos de inhibicion cruzada

Se disponen placas de M; al que se ha adicionado 20 ug/ml de ala-
nina y otra serie paralela también con M, con igual cantidad de glutama-
to monosddico.

El método de traslado de colonias se utiliza para la obtencién de pla-
cas que contienen ambos aminodcidos con la misma poblacién colonial.

Revelando las placas de Mj-alanina con Leuconostoc mesenteroides
P-60, cepa auxotréfica para el glutamato, y las de M;-glutamato con Pedio-
coccus cerevisiae, cepa auxotrdfica para la alanina, veremos la influencia
de un aminodcido sobre la segregacién del otro.

Puede concluirse que la presencia de un aminoécido no inhibe la se-
gregacién del otro, en ambos casos. Por otra parte, se confirman los resul-
tados sefialados en 3,2, en cuanto a correspondencia entre colonias segre-
gadoras y no segregadoras para glutamato y alanina,

3,4. Andlisis colonial sobre medios especiales

Cuando el Citrobacter intermedium C; crece sobre medio M, al que
se adiciona wa-cetoglutarato, el revelado con Leuconostoc mesenteroides
P-60 pone de manifiesto que las colonias presentan todas idéntico halo de
crecimiento, y equivalente al de las colonias A. El a-cetoglutarato hace des-
aparecer la heterogeneidad colonial y pone de manifiesto que en estas con-
diciones todas las colonias acumulan glutamato a su alrededor (4).

Aqui se ha llevado a cabo una experiencia semejante revelando con
Pediococcus cerevisiae, en un medio M, al que se ha sustituido la cuarta
parte de glucosa por su equivalente molar de a-cetoglutarato sédico. Se ha
efectuado un control simultaneo de las mismas colonias, obtenido por
calco, sobre M, normal, para asegurarse de la presencia de colonias menos
segregadoras de alanina.

En todos los casos ha podido verificarse que este tipo de colonias
llega a formar un halo de Pediococcus cerevisiae equivalente al de las co-
lonias mas segregadoras cuando ha crecido en presencia de a-cetoglutarato.

Por otra parte, el andlisis colonial efectuado a Citrobacter interme-
dium C;, con Leuconostoc mesenteroides cuando crece en medio M, al
que se afiade glioxilato, muestra una pluralidad colonial comparable a la
que se halla sobre M; (4).

6
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Un desarrollo colonial sobre M; se traslgda por caldo sobre un medio
igual, en el que la cuarta parte de la glucosa se ha sustituido por su equi-
valente molar de glioxilato sédico. Ambas placas se revelan con Pediococ-
cus cerevisiae. Los resultados obtenidos han puesto de manifiesto que la
presencia de glioxilato no modifica el pluralismo colonial.

4. DISCUSION Y CONCLUSIONES

El revelado con Pediococcus cerevisiae puede considerarse como una
verificacién directa de la produccién de alanina a nivel de colonia. Pone
de manifiesto ademéas que la segregacion de alanina no se lleva a cabo
uniformemente por todos los individuos de la poblacién. Existen individuos
no segregadores o menos segregadores, cuyo desarrollo hasta colonia lleva
como consecuencia el acimulo a su alrededor de suficiente menos cantidad
de alanina como para diferenciarles bien claramente de otras colonias del
mismo cultivo.

Este resultado coincide con el hallado por Guinea, que en experiencias
andlogas, utilizando la cepa auxotréfica glutamato-dependiente de Leuco-
nostoc mesenteroides ATCC 8.042, mostré una heterogeneidad colonial
estable en los mismos cultivos respecto a la segregacion de glutamato.

No obstante, en el caso del revelado de alanina no se logran resultados
tan claros para la heterogeneidad colonial como en el andlisis del gluta-
mato. Esto puede explicarse por la distinta concentracion de aminoacidos,
mucho mayor en la alanina (2). También por la mayor sensibilidad del
Leuconostoc mesenteroides, reflejada en las técnicas de valoracién de ami-
noacidos (3). Puede deberse asimismo a diferencias en la velocidad de di-
fusién de ambos amino4cidos.

Los resultados obtenidos con el revelado separado de las mismas colo-
nias, con una y otra cepa auxotréfica, sugieren la identidad entre ambos
fendmenos. Esto es, las colonias que acumulan poco o nada alanina a su
alrededor no acumulan glutamato y viceversa. Se considera que este resul-
tado es importante por cuanto plantea la posibilidad de que todo el feno-
meno de segregacion de aminoacidos en Citrobacter intermedium C; obe-
dezca a un mismo mecanismo.

Las experiencias indicadas en 3,4 confirman la identidad de la segre-
gacién de alanina y glutamato. El a-cetoglutarato introducido en el medio
de crecimiento produce una conversion fenotipica de las formas no se-

~1
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gregadoras en uno y otro caso. El glioxilato no modifica el f)luralismo
colonial. Se hace, pues, mas consistente la hipdtesis de que la produccién
de los dos aminoécidos esté encadenada y sea consecuencia de un mismo
mecanismo primario que diferenciaria los elementos segregadores de los
no segregadores.

RESUMEN

El Citrobacter intermedium C; (C) es una cepa caracterizada por acu-
mular una considerable cantidad de aminoicidos extracelularmente, du-
rante su crecimiento en un medio mineral con glucosa.

Se ha puesto a punto una técnica microbiolégica para demostrar la
produccién de alanina a nivel de colonia. Se ha hallado una heterogeneidad
colonial, en cuanto a esta segregacion, del tipo de la observada para la
segregacion de glutamato utilizando una técnica similar (4-5).

Mediante traslado de colonias se estudia la heterogeneidad colonial
para ambos aminodcidos en la misma colonia. También cuando el creci-
miento tiene lugar en medios con distintos intermediarios metabdlicos.
Se efectdan asimismo ensayos de inhibicién cruzada.

Del resultado de estas experiencias puede concluirse que la segregacién
de alanina y glutamato obedece a un mismo mecanismo.

SUMMARY

Citrobacter intermedium C, is a bacterial strain characterized by the
extracellular acummulation of a considerable amount of amino acids during
its growth in a mineral medium with glucose (1-2).

A microbiological technique has been developed to reveal alanine
surrounding colonies. As previously pointed out for glutamate (4-5) this
method shows two diferent colonial types, a highly and a poorly segregated
one.

The amino acid types surrounding the same bacterial colonies have
been examined by the replication plating method in media tested for gluta-
mate and alanine respectively. Furthermore, the colonial analysis has also

8
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been made after the addition of a-cetoglutarate, glioxilate, glutamate or
alanine. The colonies segregators fraction remained unchanged. This sug-
gests a unique mechanism for the segregation of both amino acids.
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ESTACION EXPERIMENTAL DEL ZAIDIN (C S I C). GRANADA

INCIDENCIA DE GERMENES MINERALIZADORES
DE FOSFATOS EN SUELOS DE VEGA Y SECANO
DE LA PROVINCIA DE GRANADA

por

J. M. BAREA, A. RAMOS y V. CALLAO

INTRODUCCION

La mineralizacién bioldgica de fosfatos orgénicos y su posible relacion
con la Agricultura, ha motivado numerosas investigaciones. Estos estudios
han sido recientemente recopilados en un trabajo de revision (3).

Consideramos de gran interés, entre los miltiples aspectos de este
tema, estudiar la incidencia de tales gérmenes en suelos de cultivo.

Greaves y Webley (5) investigaron la presencia de estos gérmenes en
la rizosfera de ciertos pastizales, consignando las cifras de incidencia de
mineralizadores.

Diversos autores, entre ellos Kotelev (7) y Pisemskaya (9), estudian
la incidencia de solubilizadores de fésforo organico en los suelos, desde
el punto de vista de una respuesta a la inoculacién con fosfobacterinas.

Ramos y colaboradores (12) tratan la incidencia de poblacién fingica
solubilizadora de fosfatos dedicando un apartado a la mineralizacion de
glicerofosfato.

Pretendemos estudiar la incidencia de este grupo de gérmenes del fés-
foro en suelos de cultivo de la provincia de Granada, realizando unas expe-
riencias encaminadas a investigar la influencia que las condiciones de culti-
vo (regadio, secano, fase de cultivo, abonado con materia organica) tienen
sobre la presencia cuantitativa de dichos microorganismos en los suelos
agricolas.

Microbiol. Espafi., 23 (1970), 149. 1
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MATERIAL Y METODOS

Partimos de muestras de suelos tomadas en parcelas de vega y seca-
no de la provincia de Granada.

Las caracteristicas agricolas méds importantes y las condiciones en que
se cultivan son las siguientes:

Parcela nitm. 1. Secano sin cultivar. Finca de “Las Vifias”, Casa-Nue-
va, término municipal de Pinos-Puente (Granada).

Parcela niim 2. Secano cultivado. Parcela andloga a la de la experien-
cia anterior, situada en la misma finca. Toma de muestras: cuarenta dias
después de la recoleccion del fruto.

Parcela niim. 3. Secano en pleno cultivo (floracién). La misma parce-
la de la experiencia anterior. Toma de muestras: en la rizosfera del suelo.

Parcela niim. 4. Vega sin abonado orgéanico. Finca de “Las Escriba-
nas”, Anzola, término municipal de Pinos-Puente (Granada). Toma de
muestras: en la rizosfera del suelo.

Parcela num. 5. Vega con abonado orgénico (estercolado). Parcela ana-
loga a la de la experiencia anterior, situada en la misma finca .Idéntico
cultivo (trigo) en ambas.

Con las muestras tomadas tal como describe Pochon (10), efectua-
mos suspensiones-diluciones de suelo, seriadas al 1/10 y recuentos en
placa.

El medio de cultivo utilizado fue el R-C (Ramos y Callao, 11) adi-
cionado del fosfato organico en estudio (lecitina, glicerofosfato calcico y
fitato calcico). La preparacién de dichos fosfatos y su adicién al medio
de cultivo es descrita por nosotros (4).

Los gérmenes capaces de utilizar el fésforo de cualquiera de estos fos-
fatos, muestran un halo de solubilizacién en torno a su colonia, De esta
forma, el recuento es doble: de un lado, microflora total, de otro, micro-
flora solubilizadora.

El proceso general seguido estd basado en técnicas recomendadas por
Pochon (10) y Allen (2), expresandose los resultados por el método re-
presentativo grafico de Lavergne (8).

2
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RESULTADOS Y DISCUSION

En las figuras 1-5, exponemos los resultados de los recuentos efectua-
dos en las correspondientes parcelas.

3

Logaritmo del niimero de colonias
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En el cuadro 1, resumimos los valores numéricos resultantes de la in-
terpretacién de las gréficas, referidos ya a peso seco de muestra.

Cuadro 1
Porcentaje de mineralizadores de Flora total
Experiencia B | Glicero- . Gérmenes/
Lecitina l fosfato Fitato gramo

1 16 34 31 33.260.000

2 20 38 42 85.000.000

3 22 40 45 97.800.000

4 18 31 32 112.300.000

5 25 40 47 116.200.000

Los estudios comparativos que realizamos, basindonos en estos datos numéricos,

son significativos para P < 0,01.
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De estos resultados experimentales se deducen las conclusiones que
siguen.

a) En todos los casos estudiados, el nimero de gérmenes que actiian
sobre glicerofosfato y fitato es sensiblemente similar, mientras que el nd-
mero de microorganismos con capacidad lecitinolitica es bastante menor.
Las conclusiones obtenidas por Greaves y Webley en este aspecto, son
semejantes a las nuestras.

b) Consideremos ahora la influencia de la fase de cultivo; concre-
tamente en el cuadro 1, los resultados en las experiencias 1, sin cultivar,
y 2 y 3, en suelo cultivado, podrian orientarnos sobre esa influencia.

Es un hecho concreto que la microflora total aumenta casi en un
300 % en terreno cultivado, con respecto al no cultivado. La planta tiene
una manifiesta necesidad de nutrientes y la flora microbiana experimen-
ta una légica estimulacion para poder cooperar a proporcionarselos.

Punto muy interesante para nosotros es que la estimulacion por el cul-
tivo también se aprecia marcadamente, en el tanto por ciento de minera-
lizadores de fésforo con respecto a la flora total.

- También se observa que tanto la microflora total como los gérmenes del

fosforo en particular, se encuentran perceptiblemente incrementados en
el periodo de floracién (y principios de fructificacién) (experiencia 2)
comparativamente con los resultados obtenidos en el mismo suelo, una
vez realizada la cosecha.

La floracién es un periodo de plétora en cuanto a necesidad de nu-
trientes para la planta. El catabolismo y anabolismo del vegetal aumen-
tan, ocurriendo, como consecuencia, una estimulacién en la actividad bio-
légica de la rizosfera.

c) Es dificil generalizar resultados en la comparaciéon de suelos de
vega y secano, debido a que este estudio, al estar influido por la consti-
tucién del complejo edafico, requeriria unas parcelas idénticas, una con
abundante regadio y otra, de secano, para hacer comparativos los resul-
tados.

Globalmente, confirmamos que el 6ptimo en las condiciones hidricas
parece proporcionar un ldgico incremento en la microflora total; sin em-
bargo, las cifras de tanto por ciento de mineralizadores son superiores en
terreno de secano. Las grandes diferencias aportadas por el factor “suelo”,
nos impiden conceder significacién a los resultados.

d) Las experiencias realizadas en parcelas idénticas (vega), pero ha-
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biendo sido tratada una de ellas con fuerte adicién de estiércol, nos per-
mite estudiar la influencia de la materia organica (cuadro 1, experiencias
4-5).

Los fosfatos organicos, que tan profusamente intervienen en la com-
posicién del estiércol (13), constituyen un substrato ideal para el desarro-
llo de gérmenes movilizadores de fésforo orgénico, por lo que el niimero
de estos microorganismos en la parcela estercolada se encuentra decisiva
y concluyentemente incrementado.

Por esto, es 16gico considerar que la presencia de materia orgénica
parece ser un factor trascendental en la incidencia de este tipo de gérme-
nes en el suelo.

Nuestra opinién en este aspecto concuerda con las conclusiones de
Somoilov (14), Karaguliam (6) y Afanas’Eva (1), entre otros autores, los
cuales establecen la influencia beneficiosa de la presencia de materia or-
génica en la actividad de una fosfobacterina.

RESUMEN

Se aplica la técnica de recuento en placa para estudiar la incidencia
de gérmenes mineralizadores de fosfatos en suelos agricolas.

La mineralizacion se detecta cuantitativamente por la formacién de
halos de solubilizacién.

Los resultados muestran que la incidencia de dichos microorganismos
se incrementa con el cultivo y presencia de materia orgénica en el suelo.

SUMMARY

The standard plate count method is applied to the study of the inci-
dence of the microorganisms decomposing organophosphorus compounds
in soils.

Mineralization is detected and quantitated by using a plate tecnique.

The results show that the incidence os such microorganisms is increa-
sed with the cultivation and presence of organic matter in soils.
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