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MICROBIAL POPULATIONS ASSOCIATED
WITH PEACH TWIGS

P. MELGAREJO, R. CARRILLO and E. M.-SAGASTA

Departamento de Patologia Vegetal, Escuela Técnica Superior de Ingenieros Agronomos, Madrid

(Aceptado: 9 de abril de 1985)
SUMMARY

The microflora of peach twigs has been quantitatively studied.
Numbers of fungi and yeasts were highest in spring and late sum-
mer while bacterial numbers were maximal in winter. These seaso-
nal changes in number of microbes were discussed in relation to the
optimal timing to establish antagonist against peach twig pathogens.

RESUMEN

Se ha realizado un estudio cuantitativo de la microflora de los
brotes de melocotonero. Las mayores cantidades de hongos y leva-
duras se obtenian en primavera y finales de verano, mientras que el
numero de bacterias aislado era maximo en invierno. Se discuten
estas variaciones estacionales en el numero de microorganismos
presentes en los brotes en relacién con el momento dptimo para la
introduccion de antagonistas a patdgenos de brotes de meloco-

tonero.

INTRODUCTION

Current interest in microbiology of
plant surfaces is reflected by nume-
rous publications concerning studies
of microbial populations associated
with the phylloplane (4, 13). In con-
trast, however, there are virtually scan-
ty data on other plant tissues. Such in-
formation is of considerable importan-
ce from the standpoints both of basic

Microbiol. Espan., 38 (3-4), 61, 1985.

microbial ecology and implications
for plant disease control. The know-
ledge could lead to the application of
best strategies of control, for example
by the determination of the appro-
priate timing for application of micro-
bial antagonists to pathogens (2).
Studies on microbial communities
associated with peach twigs are scarce
and fragmentary (14, 16). We have des-
cribed elsewhere data on the fungal
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microflora of these organs and its pos-
sible significance to the biological con-
trol of the peach pathogen Monilia la-
xa (9).

Here we present evidence that subs-
tancial numbers of filamentous fungi,
yeasts and bacteria occur there and
how their populations fluctuate along
the year.

MATERIALS AND METHODS
Field sampling

Samples of healthy peach twigs (Pru-
nus persica L. cv. Jeronimo) were taken
at random from an orchard in Ma-
drid, Spain, in May, July, September
and November 1980 and in January,
March, May, July, September and No-
vember 1981. No chemical treatments
were applied ever to the orchard.

Isolation and quantification

For the isolation of microbial popu-
lations ten 1 cm® (8 cm long X 0.4 cm
diameter) twigs were shaken indivi-
dually in 150 ml sterile distilled water
for 30 min. Dilutions of the washing
were then plated in 1 ml aliquots into
molten agar media, mixed and poured
into Petri dishes. Filamentous fungal
(hereafter abbreviated to fungi) and
yeast populations were counted in po-
tato-dextrose agar medium (PDA) pre-
pared according to Booth (6) and
amended with 0.5 g/ of streptomycine
sulphate as a bacteriostat and bacteria
were counted in plate count agar me-
dium (7) amended with 10 ppm of acti-
dione as a fungistat.

After one week of incubation at
25+1°C in the dark, total colony
counts of fungi, yeasts and bacteria
were made. Variability in number of

T § _

il I I }\i \i/ \} i\{/} ¥ B
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Figure 1.
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Variation on numbers of filamentous fungi, yeasts and bacteria iso-

lated from peach twigs in 1980 and 1981. Values are means from ten twigs (logio

colony forming units/cm? of twig surface) with standard error of the mean. Isola-

tion dates were January (J), March (M), May (My), July (J1), September (S) and
November (N)
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microorganisms isolated was assessed
by standard methods of analysis of va-
riance and Neuwman-Keuls range
tests. Data were¢ previously transfor-
mated by \/x+ ¥ to achieve homoge-
nization of variances (12).

RESULTS AND DISCUSSION

The reliability of the sampling met-
hods used to isolate the peach twig
mycoflora was shown by Melgarejo et
al (9). Similar conclusion could be
drawn for bacterial and yeast popula-
tions since data on number of micro-
bes isolated in 1980 did not differ at
each sampling date from those of 1981
(figure 1). This fact occurs despite the
differences in the prevailing climatic
conditions of each year (i. e. the lowest
average relative humidities of 1980 (fi-
gure 2).

However, numbers of fungi, yeasts
and bacteria did vary in twigs along
the year, as can be observed in figure 1.
The pattern followed by both fungi
and yeasts was similar. Numbers in-
creased in spring months (March to
May), to become minimal in July, in-
creasing again at the end of the sum-
mer and decreased in winter, being the
lowest at November for fungi. Howe-
ver, bacterial numbers were maximal
in winter (January) and minimal in
summer (July). These numbers of mi-
crobes were on an order of magnitude
similar to those obtained by Last and
Deighton (8) in the aerial surface of
trees and Andrews and Kenerley (2-3)
in apple buds. However, they excee-
ded those reported by Wensley (16) in
peach bark. Differences in methodo-
logy may account for these divergent
estimates, or the anomaly could be
due to the organ, varietal, seasonal or
locational variations.

The seasonal changes observed in
the number of microbes isolated from

twigs along the year are in accordance
to those described by Blakeman and
Fokkema (5) in the phylloplane. Bac-
terial populations used to be abun-
dant in leaves in early growing season
while yeasts and fungi increased later.
The low number of bacteria isolated
during the warmest months of the year
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Figure 2. Variation on the average maximal
temperatures (0——o), minimal temperatures
(A—A) and relative humidities (l——1LJ)
along the years 1980 (in blank) and 1981 (in
black). Months were January (J), February (F),
March (M), April (Ap), May (My), June (J), July
(1), August (Ag), September (S), October (0),
November (N) and December (D)
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could be explained by their inherent
sensibility to desiccation (15). In win-
ter, however, they developed quickly
due to the prevailing higher humidity.
On their turn, yeasts and fungi are mo-
re resistant to desiccation (3) and their
numbers were highest in spring and
late summer as their development be-
come favoured by warm temperatures.

Our attention has been directed to
twigs to determine the appropriate ti-
ming for application of microbial an-
tagonist to Monilia laxa (Aderh et
Ruhl) Honey which causes dry wilt of
peach twigs. It has been shown that
primary infection by this pathogen in
Central Spain occurs from March to
July, with occasionally a secondary in-
fection in early autumn (11). On the
other hand, it would seen desirable to
establish antagonists which might
preémpt an unoccupied habitat and
thereby impede invasion by the pat-
hogen (1). This report suggests that the
optimal time to introduce the anta-
gonists in twigs would be at the be-
ginning of March for biocontrol the
primary infection and at the end of
‘September for the secondary one: a
postponement introduction would be
confronted by a more numerous po-
pulation of fungi, yeasts and bacteria
(figure 1) that could impeded the anta-
gonistic action to occur.

This kind of information is of great
value since we have previously found
four fungi (Aspergillus flavus Link ex
Fries, Epicoccum purpurascens Eh-
renb. ex Schlecht, Penicillium frequen-
tans Stoll and P. purpurogenum West-
ling) antagonistic to Monilia laxa (10)
which are resident species in peach
twigs and have their peaks during the
growing season (9). The coincidence
between the best timing of application
and the peaks add to their potential
for biocontrol the disease induced by
M. laxa in peach twigs.
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RESUMEN

Se ha estudiado la presencia de actividad antibacteriana en 179
especies de plantas superiores pertenecientes a 39 familias. Como
microorganismo de prueba se utilizé una cepa de la enterobacteria
productora de beta-lactamasas Yersinia enterocolitica, perteneciente
al serotipo 0:3, descrito como patégeno humano. Se obtuvieron li-
quidos extractivos acuoso y alcohélico (etanol) de la trituracién y
maceracion de las partes aéreas de las plantas, y con ellos se impreg-
naron discos de celulosa cuya actividad inhibidora se estudi6 frente
a cultivos en agar de Miieller-Hinton incubados a 22 °C. Los resul-
tados revelaron actividad antibacteriana en 17 especies botanicas
pertenecientes a 13 familias. El mayor porcentaje de actividades se
obtuvo con los liquidos extractivos alcohdlicos.

SUMMARY

The presence of antimicrobial activity was evaluated in 179 spe-
cies of higher plants belonging to 39 botanical families. Susceptibi-
lity test were performed against a serotype 0:3 strain of Yersinia ente-
rocolitica. This member of Enterobacteriaceae is recognized as a
beta-lactamase producing bacterium, and 0:3 is a human pathogen
serotype. Aqueous and alcoholic (ethanol) extracts were obtained
by grinding and maceration of aerial parts of plants. Cellulose disks
received aseptically 10 pl of aqueous or alcoholic extracts, and they
were tested against the proving microorganism on the surface of
Miieller-Hinton agar plates, incubated at 22 °C. The results shown
antimicrobial activity in 17 plants belonging to 13 families. Antimi-
crobial activities were detected more frequently in alcoholic than in
aqueous extracts.

Microbiol. Espan., 38 (3-4), 67, 1985.
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INTRODUCCION

La importancia clinica de Yersinia
enterocolitica como patégeno humano,
es actualmente un hecho reconocido,
ya que se ha descrito como agente cau-
sal de una gran variedad de sindro-
mes, entre los que ocupan el primer
lugar las infecciones intestinales (2).
Mencionamos, a titulo de ejemplo, los
datos recopilados por Swaminathan y
cols. (11) sobre infecciones intestina-
les en la Republica Federal Alemana,
indicando que Y. enterocolitica se aisld
enel 1,5% delos casos y solamente fue
superado este porcentaje por Salmo-
nella.

Las actividades antimicrobianas
frente a Yersinia enterocolitica han sido
objeto de diversos estudios (7, 10). La
presencia de dos tipos de beta-lacta-
masa (3-4) determina la resistencia
observada en la mayoria de las cepas
frente a los antibidticos beta-lactami-
cos. También suelen detectarse resisten-
cias frente a eritromicina y novobioci-
na, mientras que, en general, resultan
activos el cloranfenicol, tetracilinas,
colistina, acido nalidixico, sulfonami-
das y aminoglucosidos, si bien respec-
to de estos ultimos se han observado
resistencias de posible origen plasmi-
dico a la estreptomicina y kanamicina
(5, 8). Cabe considerar, por tanto, a Y.
enterocolitica como una bacteria gram-
negativa productora de beta-lactama-
sas y moderadamente resistente a di-
versos antibidticos. Puede tomarse, en
consecuencia, Como un microorganis-
mo de prueba adecuado para la bus-
queda de nuevas sustancias antimi-
crobianas con posible interés clinico.

La actividad antimicrobiana en ve-
getales se conoce desde muy antiguo
(9), habiéndose descrito variabilidad
en la deteccidn de dicha actividad se-
gun factores como el tiempo de reco-
leccion (12) y 1a parte de la planta en-
sayada (9).

En el presente trabajo se investiga la
presencia de sustancias con actividad
antibacteriana fente a Yersinia entero-
colitica en vegetales superiores.

MATERIALES Y METODOS

Bacteria

Yersinia enterocolitica TP134 (seroti-
po 0:3) aislada de ganglios mesentéri-
cos humanos y cedida por H. H. Mo-
llaret (Instituto Pasteur, Paris, Francia).

La bacteria se cultivd en agar tripti-
casa soja (BBL Microbiology Systems,
Cockeysville, Md.) a 22°C durante
24 h.

Plantas

Se ensayaron un total de 179 espe-
cies botanicas recogidas en la provin-
cia de Granada y pertenecientes a las
siguientes familias: Amaranthaceae,
1, Anacardiaceae, 1, Apocynaceae, 2,
Aristolochiaceae, 1, Asclepiadaceae,
1, Boraginaceae, 5, Capparidaceae, 1,
Caryophyllaceae, 7, Cistaceae, 3, Com-
positae, 23, Convolvulaceae, 1, Cruci-
ferae, 16, Cucurbitaceae, 1, Cupressa-
ceae, 1, Chenopodiaceae, 6, Dipsaca-
ceae, 1, Equisetaceae, 2, Euphorbiaceae,
6, Geraniaceae, 2, Gramineae, 3, La-
biatae, 16, Leguminosae, 19, Liliaceae,
7, Linaceae, 1, Lythraceae, 1, Malva-
ceae, 3, Onagraceae, 2, Oxalidaceae, 1,
Papaveraceae, 7, Polygonaceae, 5, Pri-
mulaceae, 1, Ranunculaceae, 2, Ru-
biaceae, 1, Scrophulariaceae, 12, Sola-
naceae, 3, Thymelaceae, 2, Umbellife-
rae, 8, Urticaceae, 3, y Verbenaceae, 1.

Procedimiento de extraccion

Las partes aéreas de las especies bo-
tanicas a ensayar se sometieron a sen-
das extracciones acuosas y alcoholi-
cas. Para ello, la planta fresca, pre-
viamente lavada, se troced y sometio a
trituracién en un omni-mixer Sorwall
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junto con el liquido extractor, a razén
de 25 g de planta/100 ml de liquido. La
extraccion acuosa se efectu6 con agua
destilada, y la alcohdlica con etanol
de 96 °. El producto triturado se man-
tuvo en maceracion durante 18 h a
4°C, exprimiéndose a continuacién
sobre lienzo y filtrandose por papel de
filtro corriente. Los liquidos extracti-
vos asi obtenidos, transparentes y co-
loreados, se esterilizaron a través de
Millipore (0,2 um de poro). Y se utili-
zaron para la impregnacion de discos
de papel Whatman n.° 4, a razén de
10 pl por disco, que una vez perfecta-
mente secos a temperatura ambiente,
se usaron en los ensayos de actividad
antimicrobiana.

Prueba de susceptibilidad

La técnica seguida es similar a la
descrita para la realizacién de anti-

biogramas por Bauer y cols. (1), cuya
unica salvedad fue el cambio de los
discos de antibidticos por los discos
anteriormente preparados, y que con-
tenian los liquidos extractivos de las
especies botanicas ensayadas. La tem-
peratura de incubacion fue de 22 °C.

RESULTADOS

Los ensayos realizados sobre liqui-
dos extractivos acuosos y alcoholicos
de 179 especies botanicas permitieron
detectar actividad antimicrobiana
frente a Yersinia enterocolitica en 17 es-
pecies, que se detallan enlatabla 1. Es-
tas especies mostraron actividad al
menos en uno de los liquidos extracti-
vos. Otras tres especies, también in-
cluidas en dicha tabla, deben califi-
carse como de actividad dudosa, al

Tabla 1. Actividad antibacteriana en plantas frente a Yersinia enterocolitica

Didmetro de inhibicion (*)
Especie mm
botanica Extracto Extracto

acuoso alcoholico
Borago officinalis —(**) 10,7
Cistus albidus 12,3 17,0
C. ladaniferus 16,7 17,0
C. monspeliensis 11,7 16,0
Eruca sativa —(**) 133
Lepidium draba 13,0 14,7
Euphorbia helioscopia 12,3 12,7
E. nutans 12,7 18,0
E. pubescens <8,0 (**¥) 11,3
Allium naepolitanum 13,0 11,3
A. roseum 13,7 <8,0
Epilobium hirsutum 12,0 12,0
E. parviflorum —(*¥) 10,7
Rumex crispus —(**) 11,0
R. pulcher —(**) 12,3
Anagallis arvensis 14,0 13,3
Ranunculus repens 19,0 —
Pistacia lentiscus —(**) <80
Erodium moschatum <80 <80
Oxalis cernua <8,0 <80

(*) Los resultados son la inedia aritmética de tres pruebas. (**) Crecimiento hasta el borde del dis-

co. (***) Resultado dudoso en las tres pruebas.
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menos en alguno de los liquidos ex-
tractivos.

El estudio de muestras obtenidas a
partir de una misma especie en distin-
tas épocas del aifio puso de relieve la
influencia de este factor sobre la pre-
sencia de los principios responsables
de la actividad antimicrobiana. En la
tabla 2 se exponen las especies que
mostraron variacion de actividad se-
gin el tiempo de recoleccion.

DiISCUSION

De los resultados obtenidos se des-
prende que la presencia de sustancias
con actividad antibacteriana sobre una
enterobacteria patéogena como Yersi-
nia enterocolitica, no puede considerar-
se como un hallazgo infrecuente, pues-
to que aproximadamente el 9,5% de
las especies estudiadas mostraron po-
seer dicha actividad. En apoyo del in-
terés de este dato hemos de recordar
que los ensayos no incluian ningin
procedimiento de concentracion de li-
quidos extractivos previo a la impreg-
nacion de discos de celulosa.

La distribucién taxondémica de las
especies con actividad antibacteriana
frente a Yersinia enterocolitica debe ca-
lificarse de amplia, ya que de las 39 fa-
milias estudiadas, 13 contaron con
una especie al menos con actividad en

alguno de sus liquidos extractivos, lo
que supone un 33% de positividades
respecto del total de familias. Cabe re-
saltar no obstante, la concentracién
de especies activas en los géneros Cis-
tus, Euphorbia, Allium, Epilobium y Ru-
mex, todos ellos con mas de una espe-
cie con actividad antibacteriana.

Nuestros resultados permiten com-
parar la eficacia del agua y del etanol
en la extraccidn de los principios anti-
bacterianos detectados. En 9 de las 17
especies activas estudiadas, ambos li-
quidos extractivos mostraron activi-
dad, por lo que las coincidencias su-
ponen un 52,9% sobre el total de posi-
tividades. De las 8 especies restantes,
la actividad se detecté solamente en
uno de los liquidos, el alcohdlico en 6
casos (35,3%), y el acuoso enlos otros 2
(11,8%). Por tanto, el etanol extrajo la
actividad en el 88,2% de las especies
positivas, y el agua en el 64,7%.

Las variaciones observadas en la
deteccion de actividad antimicrobia-
na, segun el mesen que se realizala re-
coleccion de ejemplares de las espe-
cies incluidas en la tabla 2, pueden
obedecer a varias causas, tales como
ausencia de produccién de los corres-
pondientes principios activos, degra-
dacion de los mismos, o cualquier fac-
tor que disminuya su concentracion
en las plantas por debajo de los nive-

Tabla 2. Variacion de la actividad antibacteriana en plantas segun la época de recoleccion

Extracto acuoso Extracto alcohoélico
Especie
botanica Actividad Ausencia de Actividad Ausencia de
positiva actividad positiva actividad
Euphorbia helioscopia marzo octubre marzo octubre
Allium naepolitanum marzo marzo mayo
mayo
Borago officinalis marzo marzo
mayo mayo
Lepidium draba marzo mayo marzo mayo
junio junio
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les de actividad detectable con la me-
todologia empleada en este estudio.
Es de resaltar que la variacidn de pre-
sencia a ausencia de actividad detec-
table siguié el mismo curso en los
extractos acuosos y alcoholicos de
Euphorbia helioscopia y Lepidium dra-
ba, pero hubo diferencias entre ambos
extractos en Borago officinalis y Allium
naepolitanum. Entre las posibles expli-
caciones para estas diferencias entre
ambos extractos, tal vez la mas senci-
lla sea atribuirlas a hipotéticas dife-
rencias de solubilidad o de estabilidad
de los compuestos implicados en los
respectivos liquidos extractivos; ello
concuerda con los datos numéricos de
latablal, donde se observa que la acti-
vidad de 4. naepolitanum es mayor en
el extracto acuoso (que resultd positi-
VO en marzo y mayo, mientras el alco-
holico lo fue sdlo en marzo); algo si-
milar, pero en sentido contrario, ocurre
con B. officinalis.

No poseemos actualmente datos que
nos permitan discutir la posible natu-
raleza y propiedades de las moléculas
responsables de las actividades anti-
microbianas observadas. No obstante,
cabe resaltar aqui que, en todo caso,
debe tratarse de estructuras resistentes
ala degradacion por beta-lactamasas,
ya que Yersinia enterocolitica es una
bacteria productora de estas enzimas
(4-5). Esta produccién ha sido com-
probada por nosotros con la cepa
IP134, en ensayos previos no inclui-
dos en el presente trabajo, usando co-
mo substratos penicilina-G y cefaloti-
na (6). Los resultados que hemos apor-
tado suministran la base para, en
posteriores investigaciones, determi-
nar las posibilidades de aplicacion

que puedan ofrecer los agentes anti-
microbianos detectados en este estudio.
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RESUMEN

Cuando la estirpe S-76 de Streptococcus durans se cultiva en anae-
robiosis, en medio carente de glucosa (TSA), ejerce un notable efec-
to antagonista sobre un amplio éspectro bacteriano, debido a la pro-
duccidn de altas concentraciones de perdxido de hidrogeno durante
la posterior aerobiosis.

El estudio de dicho caricter inhibidor en medio TSA modifica-
do revelo la importancia de los glicidos, metabolizados via oxidati-
va, para la excrecion de dicho metabolito, estableciéndose, recipro-
camente, una relacion entre fermentacion y ausencia de inhibicion.

SUMMARY

When Streptococcus durans S-76 is previously grown on TSA me-
dium lacking glucose in anaerobiosis and then incubated under ae-
robic conditions, it produces a remarkable antagonist effect on a ex-
tensive number of bacteria, due to the production of high levels of
hydrogen peroxide during the posterior oxygenation.

The requirements of non fermentable sugars for the excretion of
this metabolite was pointed out in a study carried out modifying the
amount and number of nutrients in such medium. Reciprocally, fer-
mentative sugars inhibit the H,O, production.

INTRODUCCION acidos orgéanicos o perdxido de hidro-
' geno. Estas, en algunas situaciones,
En las bacterias de género Strepto- pueden conferir ventajas de tipo eco-

coccus se ha detectado la produccién  légico en la competencia por un deter-
de diversas sustancias inhibidoras del =~ minado habitat.
crecimiento, tales como bacteriocinas, Uno de estos metabolitos, el perd-
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xido de hidrégeno, es sustancia extre-
madamente toxica para los microor-
ganismos. Los estreptococos, carentes
de citocromos, realizan el transporte

electrénico mediante flavoproteinas

que en muchos casos reducen el oxi-
geno a agua oxigenada, extremo en
parte paraddjico puesto que carecen
de catalasa y por tanto de un sistema
efectivo de descomposicion de ésta.

Mc Leod y Gordon (6) fueron los
primeros en describir la produccion
de este metabolito por las bacterias. A
partir de entonces se ha referido esta
propiedad en distintas especies de los
géneros Streptococcus (4, 8-11), Myco-
plasma (1, 5), asi como en Bacillus.

Ademas se han estudiado los reque-
rimientos nutritivos de los microorga-
nismos antes citados para la produc-
cion de peroxido de hidrogeno. Asi,
LeBien y Brommel (4), Vernazza y
Melville (10) y Thomas y Pera (9) han
propuesto que en algunas estirpes de
Streptococcus mutans 'y S. mitis es nece-
saria la glucosa, que se degradaria via
glucosa oxidada, para la produccion
de este metabolito que incluso llega a
alcanzar cardcter inhibidor. Por el
contrario en Mycoplasma pneumoniae
es la presencia de glicerol, via glicerol-
oxidasa, la que produce su acumula-
cion (5).

Hasta ahora solo se habia descrito
el caracter antagonista debido al H,O,
en estreptococos del grupo viridans,
pobladores de la cavidad oral (4, 10).
En nuestro laboratorio hemos aislado
una estirpe de Streptococcus durans,
S-76, procedente de heces fecales en
base a su alto cardcter antagonista
frente a un amplio espectro de mi-
croorganismos cuando era incubada
previamente en anaerobiosis. En ex-
periencias posteriores (7), se identifico
esta sustancia como perdxido de hi-
drogeno, no habiéndose encontrado
hasta ahora antecedentes bibliografi-

cos de que un enterococo produjese
concentraciones inhibitorias de H,O,.
El presente trabajo aborda el estudio
de los requerimientos nutritivos de S
durans S-76 que determinan su activi-
dad inhibidora.

MATERIALES Y METODOS

1) Microorganismos

Hemos utilizado la estirpe Strepto-
coccus durans S-76, suministrada por
el Servicio de Bacteriologia de la Ciu-
dad Sanitaria Virgen de las Nieves,
de Granada.

Fue aislada a partir de las heces fe-
cales y seleccionada por nosotros en
base a su cardcter inhibidor.

Como bacterias indicadoras se han
ensayado las siguientes especies: Sta-
phylococcus aureus ATCC 8, Coryne-
bacterium glutamicum ATCC 21253 sp.
Bacillus megaterium, Escherichia coli
Delbruck, Pseudomonas fluorescens
CECT 385, Alcaligenes faecalis CCM
1052 y Shigella sonnei.

2) Medios y condiciones de incubacién

La actividad inhibidora de esta es-
tirpe se ensayo en agar de soja y tripti-
caseina (TSA: digerido pancreatico de
caseina 15 g, digerido papainico de so-
ja 5 g, NaCl 5 g, agua destilada 1.000
ml). Para estudiar la influencia de los
distintos componentes del medio se
modificé el mismo tal como se indica
en la tabla 1.

La relacidn entre la via metabdlica
oxidativa o fermentativa y el caracter
inhibidor de Streptococcus durans S-76
se llevo a cabo en TSA y TSA carente
de peptona de soja, adicionados de
purpura de bromocresol (3 ml de solu-
cion en etanol al 1%/1 de medio) su-
plementados con los aziicares relacio-
nados en las tablas 2-3, a una concen-
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Tabla 1. Actividad inhibidora de S. durans S-76 incubada en anaerobiosis, en medio TSA con y sin modifi-

caciones en la concentracion y los componentes del mismo

.. N Caseina Sin Soja Sin
Bactericidas indicadores TSA 075% | caseina | 025% soja
Sta. aureus ATCC 8 +++ +++ +4+ 44+ +
C. glutamicum + + + + +
Micrococcus sp. ++++ ++++ ++++ A+ ++
B. megaterium ++ ++ + ++ —
E. coli Delbruck t + + * -
Ps. fluorescens + ++ + ++ 4
A. faecalis CCM 1052 ++++ ++++  ++++ S+ -+
S. sonnei ++ ++ 4 + —
Sin soja
soidas indi NaCl Sin
Bactericidas indicadores
0,25 % NaCl +5%
caseina +5% EL | +10 % EL
Sta. aureus ATCC 8 +++ +++ + +++ 4+
C. glutamicum + + NE NE NE
Micrococcus sp. ++++ ++++ NE NE NE
B. megaterium + . ++ NE NE NE
E. coli Delbruck + + NE NE NE
Ps. fluorescens ++ B b NE NE NE
A. faecalis CCM 1052 +4++++ ++++
S. sonnei ++ + + S+

—, no inhibicién. +, halo de inhibicion de 1 mm. ++, ‘halo de inhibicion de 2 mm. +++, halo de
inhibicién de 3-5 mm. ++++ halo de inhibicion de mds de 5 mm. NE, no ensayado. EL, extrac-

to de levadura.

tracion final del 0,5%. Ademas la glu-
cosa se adiciondé a menores concen-
traciones (tabla 4). La produccion de
acidos se detectd por el viraje a amari-
llo del indicador.

Los cultivos se llevaron a cabo a
37 °C. Cuando se hicieron en anaero-
biosis se emplearon jarras GasPak
(BBL).

3) Ensayo de la actividad antibacteriana

La estirpe S-76 se inoculd por medio
de gotas de 5 pl de un cultivo en fase
estacionaria sobre placas de Petri con
el medio adecuado, incubAndose a
37 °C durante 48 h en anaerobiosis o

aerobiosis, seglin ensayo. A continua-
cién las placas se cubrieron con una
capa de agar al 0,75% mantenida a
45 °C e inoculada con 0,1 ml de cultivo
de la bacteria indicadora y se incuba-
ron de nuevo, esta vez en aerobiosis, a
37% durante 24 h.

La actividad inhibidora se expreso
en funcidn del tamaiio de los halos de
inhibicidn aparecidos.

RESULTADOS

En la tabla 1 se puede observar el
amplio espectro antagonista de Strep-
tococcus durans S-76 frente a bacterias
gram-positivas y gram-negativas cuan-
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Tabla 2. Actividad inhibidora de S. durans S-76 incubada en aerobiosis y anaerobiosis, detectada en
medio TSA adicionado de diversos aziicares (0.5 %)

Medio TSA Via de utiliza- Aerobiosis Anaerobiosis
adicionado cion de los’
de azucares O/F | Sta. aureus | A. faecalis | Sta. aureus A. faecalis
(0] - - ++++ +++

Lactosa (0] + - ++++ +++
Glucosa F - - + +
Galactosa F - ++ ++
Glucosa + galactosa F - - + +
Arabinosa (e + - +++4 +++
Lactato (o] + — ++++ +++
Glicerol (0] ++ + +4+++ +++
Sorbosa (o] + - ++++ +++
Fructosa F - - - -

Tabla 3. Actividad inhibidora de S. durans S-76 incubada en aerobiosis y anaerobiosis, detectada en

medio TSA sin soja adicionado de diversos aziicares (0,5 %)

Aerobiosis

Medio TSA Via de utiliza- Anaerobiosis
adicionado cién de los
de azucares O/F | Sta. aureus | A. faecalis | Sta. aureus A. faecalis
- (0] - - +++ +
Lactosa (¢} - - +++ +
Glucosa F - - - -
Galactosa F - - - -
Glucosa + galactosa F - = - -
Arabinosa (o) - - ++ +
Lactato (0} - - +++ +
Glicerol (0} + - ++++ +
Sorbosa (¢ - - ++ +
Fructosa F - - - -

Tabla 4. Actividad inhibidora de S. durans S-76 incubada en aerobiosis y anaerobiosis, detectada en
medio TSA adicionado de diferentes concentraciones de glucosa

Medio TSA Aerobiosis Anaerobiosis

adicionado Produgci(’)n

de gl;/;\) cosa de 4cidos Sta. aureus | A. faecalis Sta. aureus | A. faecalis

- NO - - ++++ +++

0,05 SI - - +++ ++
0,1 SI - - +++ ++
0.2 SI - - ++ +
0,5 SI - - + +
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do era incubada en anaerobiosis pre-
viamente al ensayo de la actividad.
Después de descartar la presencia de
fagos liticos y 4cidos organicos, la sus-

tancia inhibidora se identific6 como -

peréxido de hidrégeno (7). Para esta-
blecer los requerimientos de dicha es-
tirpe referidos a la produccion de este
metabolito, se ensayo la actividad an-
tibacteriana en medios derivados de
TSA, en donde inicialmente se habia
detectado, cuyas composiciones se in-
dican en dicha tabla.

Cuando el digerido de caseina esta-
ba presente a la mitad de la concentra-
cion inicial o bien el medio carecia de
él, la actividad inhibidora no se afec-
taba de modo significativo, al igual
que ocurria cuando se modificaba del
mismo modo la concentracién de
NaCl. Por el contrario, la reduccion, y
m4ds aun la ausencia de peptona de
soja, implicaba una disminucion sig-
nificativa del tamario de los halos de
inhibicidn de los distintos microorga-
nismos ensayados. Estos resultados
ponen de manifiésto la relacion entre
la peptona de soja y el caracter anta-
gonista de la estirpe S-76. Ademas,
cuando el medio carente de soja se su-
plementaba con peptona de caseina,
no se recuperaba la actividad antibac-
teriana, hecho que por el contrario su-
cedia cuando se suplementaba con ex-
tracto de levadura al 5y 10%.

El estudio de la composicién de las
peptonas de soja y caseina y del ex-
tracto de levadura recogido por Lar-
pent y Larpent-Gourgaud (3), nos re-
velé como diferencia mas significativa,
la ausencia de glicidos en la caseina 'y
la presencia de éstos en un 37% en la
soja y en 16,6% en el extracto de le-
vadura.

La relacion entre los glicidos y la
actividad inhibidora de Streptococcus
durans S-76 se estudié en los medios
TSA y TSA sin soja, suplementados

por los azucares expresados en las ta-
blas 2-3.

En dichas tablas se indica la activi-
dad antagonista obtenida en ambos
medios, que era maxima cuando la es-
tirpe S-76 crecid previamente en anae-
robiosis y en general se puede decir
que, en ausencia de soja, los halos ob-
tenidos son siempre menores.

Por el contrario, en condiciones ae-
robias no se detectaba dicha activi-
dad, salvo en el caso del glicerol. De
igual forma, en ambos casos se hace
patente la relacidn entre la presencia
de azucares metabolizados oxidativa-
mente y la de halos de inhibicidn,
mientras que los azucares fermenta-
bles (glucosa, galactosa y fructosa) im-
plicaban la ausencia de dicho caracter
inhibidor.

La influencia del tipo de metabolis-
mo en la excreccion de H,0, se expo-
ne en la zabla 4, en donde la disponi-
bilidad de la glucosa se ha hecho
variar, desde concentraciones tan ba-
jas (0,05%), que en principio hacian
suponer su utilizacidn por via oxidati-
va, hasta la concentracién anterior-
mente ensayada (0,5%) que favorecia
la acumulacion de acidos en el medio.

En dicha tabla se puede observar
que incluso en aerobiosis y a las mas
bajas concentraciones, se acumulan
acidos a partir de la glucosa. En anae-
robiosis la produccion de acidos era
légicamente mayor, produciéndose
halos de inhibicidn cuyo tamano esta-
ba en relacion inversa a la concentra-
cion de glucosa.

DISCUSION

Los resultados expuestos en el apar-
tado anterior evidencian la relacion
entre los glucidos y el carcter antago-
nista de Streptococcus duransS-76, de-
bido a la excrecion de altas concentra-
ciones de peroxido de hidrdégeno.
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En ausencia de peptona de soja, el
tamaiio de los halos de inhibicidn era
siempre menor y ello no puede ser
atribuido al empobrecimiento del me-
dio, ya que la adicion de peptona de
caseina (5%) no suponia la total recu-
peracion de la inhibicidn, mientras
que al suplementar con extracto de le-
vadura (5y 10%) se recuperaba tal ac-
tividad (tabla 1). Parece clara, pues, la
influencia de los glicidos presentes en
la peptona de soja y el extracto de
levadura.

Ademas diversos autores (4, 9-10)
habian sefialado la necesidad de glu-
cosa, metabolizada via glucosa-oxi-
dasa, para la produccion de H,O, en
estreptococos del grupo «viridans».
Sin embargo, nuestros resultados apun-
tan en otro sentido, puesto que la adi-
cion de azucares fermentables como
glucosa, galactosa y fructosa inhiben
la producciéon de tal metabolito, que
solo se produce, de otra parte, cuando
la fuente de carbono de que disponen
se utiliza oxidativamente, hecho mas
acentuado en el caso del glicerol, con
el que alcanzaron valores de H,O; cla-
ramente inhibidores, cuando la estir-
pe S-76 habia sido incubada previa-
mente en anaerobiosis (tablas 2-3).

En bacterias con metabolismo fa-
cultativo, la concentracion de un azu-
car en el medio, condiciona la via de
utilizacion del mismo. Sin embargo,
los resultados obtenidos al disminuir
la concentracion de glucosa hasta va-
lores diez veces inferiores a los antes
ensayados (tabla 4) ponen de mani-
fiesto un metabolismo tipicamente fer-
mentativo en Streptococcus durans S-
76, en el cual el oxigeno no es nunca
ultimo aceptor de electrones.

Los azicares metabolizados oxida-
tivamente, incapaces de ser degrada-
dos en ausencia de oxigeno, serian los
responsables del acumulo posterior
de H,0O; posiblemente via flavoprotein-

oxidasa, dependiente de una coenzi-
ma reducida, que podria ser el limi-
tante en aerobiosis, de acuerdo con
numerosos autores.

El glicerol, sin embargo, produce
concentraciones claramente inhibi-
doras en aerobiosis, lo que parece in-
dicar la existencia en esta estirpe de
una glicerol-oxidasa, dependiente so-
lo del oxigeno, enzima detectada en
otras especies de Streptococcus y en el
género Mycoplasma (95).
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RESUMEN

Este trabajo (*) forma parte de un plan de investigacion para el
desarrollo de un proceso de tecnologia sencilla sobre el «Aprove-
chamiento del bagacillo de caiia para la alimentacion de ganado,
mediante la multiplicacion de levaduran».

En el estudio realizado se eligié un tratamiento de hidrdlisis de
30 min a 1 atm de presidon con H,SO, (1 %) y una relacion sélido/
liquido de 1/5. La seleccion de especies de levaduras se llevo a cabo
respecto a una mejor utilizacién de la fuente carbonada y a un ma-
yor rendimiento en biomasa frente a la materia reductora utilizada.
Las especies seleccionadas fueron Hansenula-anémala (cepa 925),
Geotricum candidum (cepa 1471) y Trichosporum penicillatum (cepa
1735), las cuales presentaron un rendimiento en biomasa sobre
fuente de carbono utilizada de un 53, 59 y 62 %, respectivamente.
Las especies Geotricum candidum (cepa 1471) y Trichosporum penici-
llatum (cepa 1735) se han utilizado en el estudio de cultivo semi-
solido cuyos resultados se presentaran en una proxima publicacion.

SUMMARY

This work is part of a Research Project for the development of a
process requiring simple technology for the «Utilization of sugar-
cane bagasse for cattle feed through yeast multiplication».

The results given here correspond to the study of diverse aspects
of bagasse preparation by means of an acid hydrolysis process and
to the selection of the most suitable yeasts for their multiplication

(*) Es parte de una tesis doctoral y esta financiado parcialmente por el CONICIT (Venezuela).

Microbiol. Espan., 38 (3-4), 81, 1985.
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for conventional submerged culture or for semi-solid substrate cul-
ture on hemicelluloses obtained in the hydrolysis process.

The hydrolysis treatment selected for the study was 30 min at a
pressure of 1 atm with 1 % H,SO, and a solid/liquid ratio of 1 to 5.
Yeast species were selected according to best utilization of the car-
bon source and best biomass yield on reducing matter utilized. The
species selected were Hansenula anomala (strain 925), Geotricum can-
didum (strain 1471) and Trichosporum penicillatum (strain 1735)
which gave good biomass yields on the carbon source utilized: 53, 59
and 62 % respectively. Geotricum candidum (strain 1471) and Trichos-
porum penicillatum (strain 1735) have been utilized in semi-solid
substrate culture studies and the results will be presented in a follo-

wing paper.

1. INTRODUCCION

Paralelamente a la linea de investi-
gacién de obtencion de proteinas me-
diante la multiplicacion de levaduras,
a partir de substratos adecuados para
plantas de 100.000 Tm/afo, existe la
necesidad de desarrollar trabajos de
investigacién sobre substratos reno-
vables a corto plazo, como son los re-
siduos celuldsicos.

La transformacion de estos resi-
duos, a pesar de encontrarse en canti-
dades limitadas, puede ser rentable
cuando estan concentrados en puntos
concretos o cuando sea necesario eli-
minar residuos que puedan crear pro-
blemas de contaminacion (aprove-
chamiento de residuos agricolas o
industriales como bagazo, bagacillo
de cana, paja, cascara de arroz, lejias
bisulfiticas, etc.) (8).

A partir dela década delos setentay
a causa de la crisis mundial de energia
y materias primas, numerosos investi-
gadores han centrado su atencién en
Ta utilizacion de desechos celuldsicos
como substrato para la obtencidn de
proteinas (1, 5, 9).

Nosotros tratamos de realizar un
primer estudio biotecnoldgico de un
proceso de obtencion de proteinas a
partir de bagacillo de cana.

En una primera etapa, teniendo en
cuenta la posibilidad de obtener pro-
teinas mediante la multiplicaciéon de
levaduras sobre los azicares proce-
dentes de la fraccion de hemicelulo-
sas, se estudiaron distintos aspectos de
la preparacién del bagacillo de cana
mediante un proceso de hidrolisis aci-
da. Sobre los hidrolizados acidos ob-
tenidos se efectué una seleccion de
especies de levaduras seglin su rendi-
miento en biomasa frente a materia
reductora consumida y se estudio la
multiplicacion de dichas especies se-
leccionadas en cultivo liquido.

En una segunda etapa, cuyos resul-
tados se presentaran en posteriores ar-
ticulos, se dedico especial atencién a
la multiplicacion en cultivo semi-soli-
do de las especies seleccionadas para
la obtencién de un producto fermen-
tado constituido por el bagacillo hi-
drolizado + la biomasa.

2. MATERIALES Y METODOS

2.1.  Microorganismos

Las especies de levaduras utilizadas
procedian de la coleccidn del Institu-
to de Fermentaciones Industriales
(CSIC), Madrid.
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2.2. Me¢étodos de andlisis

En los cultivos de levadura se deter-
mino la levadura seca obtenida y los
azucares y acidos volatiles utilizados
en el desarrollo de levaduras.

El andlisis de azicares totales en los
hidrolizados de bagacillo y en los cul-
tivos de levaduras se llevo a cabo se-
gin una modificacion de Figarella (4)
al método de Shaffer-Somogyi (11).

La determinacion de pentosas y he-
xosas presentes en los hidrolizados se
realizéd segun una modificacion de
Cruz y Figueroa (2) al método fenol-
sulfurico de Bernett.

Los acidos volatiles se midieron se-
gin el método de Ribereau-Gayon (7).

La determinacion cuantitativa de la
proteina se llevo a cabo por el método
de Kjeldahl.

2.3.  Substrato

El substrato utilizado fue el bagaci-
llo de cania procedente de una azuca-
rera de Venezuela.

2.4 Métodos de hidrdlisis

2.4.1. Hidrdlisis dcida a 1 atm de
presion. Series de muestras de 1 g de
bagacillo, previamente ciclonado, se
adicionaron con 3,5y 7 ml. de diferen-
tes concentraciones de acido sulfirico
en orden creciente (0,5, 1,0, 1,5,2,0, 2,5,
3,0 expresadas siempre como % v/v).

Cada serie de muestras se mantuvo
en autoclave a 1 atm de presion duran-
te 15, 30 6 45 min. Al finalizar el trata-
miento las muestras se enfriaron, fil-
traron y se llevaron a 1 1 con agua
destilada. Una vez homogeneizadas
las muestras tratadas se determinaron
las hexosas, pentosas y azucares tota-
les obtenidos con estos tratamientos
de hidrolisis.

2.4.2. Obtencion del hidrolizado dci-
do del bagacillo Para obtener un hidro-

lizado homogéneo, una cantidad ade-
cuada de bagacillo —previamente ci-
clonado— se adicion6 con H,S0,4 1 %
hasta una relacion so6lido-liquido 1/5,
y se sometié a un tratamiento de hi-
drolisis durante 30 min en autoclave a
1 atm.

Una vez homogeneizado este hidro-
lizado, se disluyo hasta obtener una
concentracion de 10-12 g/1 de materia
reductora, conservandolo en una cé-
mara fria —sin neutralizar— para ser-
vir de base en los medios de cultivo
utilizados en el estudio de seleccion de
especies de levaduras.

2.5. Meétodos de cultivo

La seleccion de especies de levadu-
ras y la multiplicacién de las especies
seleccionadas se llevd a cabo en ma-
traces de 250 ml con capacidad util de
50 ml bajo condiciones aerdbicas, en
agitador a 200 rpm.

Cada matraz, conteniendo 50 ml
del medio de cultivo, se inoculd con
2 ml de inéculo.

El medio de cultivo se preparé adi-
cionando las sales al hidrolizado aci-
do de bagacillo (previamente neutrali-
zado con NaOH hasta pH 4,5), en la
proporcion siguiente: KH,PO,, 1,3 g/1;
MgSO,-7TH,0, 0,37 g/1; (NH,),SO,,
1,4 g/1; urea, 1,25 g/1. El medio inicial
contenia en todos los casos 10-12 g/l
de materia reductora.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

El bagacillo de caiia, ya sometido a
un proceso de ciclonaje para la elimi-
nacidén de polvo, se sometié a un pro-
ceso de hidrolisis quimica con H,SO,
diluido con objeto de solubilizar 1a fi-
bra celulésica y transformarla en azui-
cares utilizables para el desarrollo de
las levaduras.

En el estudio de la hidrdlisis acida
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los ensayos se llevaron a cabo seginse  gieron de forma que con un gasto de
describe en el apartado de Materiales  energia o 4cido menores se obtuviera
y Métodos. una concentracion de materia reduc-

Las condiciones de hidrolisis se eli-  tora adecuada para la multiplicacién

Tabla I. Seleccion de distintas especies de levaduras sobre hidrolizado de bagacillo de cana.

Especie . Materia Acidos
de M:;g:a reductora volatiles pH
levadura ) consumida consumidos
g/l g/l g/l
Saccharomyces
carlbergensis 0,3 1,4 0,0 4.5
(cepa 384)
Cryptococcus :
laurentii 0,4 0,3 0,2 4.5
(cepa 1496)
Sporobolomyces
pararoseus 0,5 0,5 0,2 4,5
(cepa 985)
Debaryomyces
nicotianae 09 32 0,1 45
(cepa 843)

Valores iniciales: materia reductora, 12,4 g/lI; dcidos volatiles, 2,0 g/1. Cultivo en agitador a 30 °C
durante 48 h. Indculo procedente de un cultivo sobre hidrolizado.

Tabla 2. Seleccion de distintas especies de levaduras sobre hidrolizado de bagacillo de cana.

b vecie . Materia Acidos
de Mate:a reductora volatiles pH
levaduara sec consumida consumidos
g/l g/l g/l
Saccharomyces
pasteurianus 1,0 54 0,0 4,5
(cepa 556)
Schizosaccharomyces
pombe 10 6,1 0,3 45
(cepa 936)
Klowckera
apiculata 1,5 5,1 1,1 55
(cepa 1014)
Torulaspora
rosei 1,7 59 1,3 58
(cepa 717)
Kluyveramyces
phaseolosporus 1,8 53 1,1 52
(cepa 983)

Valores iniciales: méteria reductora, 12,4 g/1; acidos volatiles, 2,0 g/1. Cultivo en agitador a 30 °C
durante 48 h. Indculo procedente de un cultivo sobre hidrolizado.
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Tabla 3. Seleccion de distintas especies de levaduras sobre hidrolizado de bagacillo de cana.

Especie . Materia Acidos
de M:;g:a reductora volétiles pH
levadura consumida consumidos
g/l g/l g/l
Saccharomyces
cerevisiae 19 6,4 1,8 54
(cepa p-2)
Pullularia
pullulans 19 9,1 1,6 52
(cepa 1741)
Torulopsis
insconspicua 2,0 6,0 1,3 38
(cepa 1328)
Sac. elzps(()é(:;:;s &) 23 63 19 50
Candida
rugosa 29 6,6 1,0 6,0

(cepa 1272)

Valores iniciales: materia reductora, 12,4 g/l; acidos volatiles, 2,0 g/l. Cultivo en agitador a 30 °C
durante 48 h. Indculo procedente de un cultivo sobre hidrolizado.

de levadura en cada caso (cultivo su-
mergido convencional o cultivo semi-
solido).

Tenicndo en cuenta estas conside-
raciones, las condiciones de trabajo
elegidas para efectuarla hidrolisis 4ci-
da de bagacillo a 1 atm de presion fue-
ron: concentracion de H,SO,, 1 % (v/v);
relacion solido/liquido, 1/5; tiempo de
hidrolisis, 30 min.

En los ensayos realizados en estas
condiciones, la cantidad de azucares
totales hidrolizados fue del 23,1 %.

Este porcentaje de azicares obteni-
dos corresponde a la fraccion de he-
micelulosas que en las condiciones de
estos ensayos es la inica fraccion que
puede ser hidrolizada.

La seleccidon de especies de levadu-
ras para su utilizacion en la multipli-
cacion del bagacillo de caiia, se reali-
z0 respecto a la cantidad de materia
seca obtenida a partir de la utilizacion
de los 4cidos volétiles y de la materia

reductora presentes en los hidroliza-
dos de bagacillo.

Operando en las condiciones des-
critas en Materiales y Métodos se ob-
tuvieron los resultados presentados en
las tablas 1-4.

Como podemos observar en €l caso
de las especies de levaduras que apa-
recen en la tabla 1, 1a produccion de
biomasa es practicamente despreciable.

En el grupo que aparece en latabla 2
la produccién de materia seca es su-
mamente baja a pesar del apreciable
consumo de materia reductora.

En la tabla tabla 3 cabe destacar el
hecho de que Pullularia pullulans pro-
duce tan solo 1,9 g/l de biomasa a pe-
sar del alto consumo (73 %) de materia
reductora (9,1 g/l).

Como podemos observar, las leva-
duras agrupadas en la tabla 4 presen-
tan los mejores resultados respecto a
la cantidad de materia seca obtenida a
partir de los azuicares totales y de los
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Tabla 4. Seleccion de distintas especies de levaduras sobre hidrolizado de bagacillo de cania.

Especie . Materia Acidos
de Materia reductora volatiles pH
levadura seca consumida consumidos
g/l g/l g/l
Trichosporum
penicillatum 39 10,3 1,5 3,8
(cepa 1735)
Rhodotorula
rubra 40 8,6 1,8 6,0
(cepa 1471)
Geotricum
candidum 4,2 10,6 1,9 3,5
(cepa 1471)
Hansenula
anomala 49 99 1,2 55
(cepa 925)

Valores iniciales: materia reductora, 12,4 g/1; acidos volatiles, 2,0 g/1. Cultivo en agitador a 30 °C,
durante 48 h. Inéculo procedente de un cultivo sobre hidrolizado. .

acidos volatiles procedentes de la hi-
drolisis acida del bagacillo.

En este grupo de levaduras el con-
sumo de la materia reductora es del 80
al 85 % (9,9 a 10,5 g/1), exceptuando el
caso de Rhodotorula rubra que consu-
me tan sélo el 69 % (8,6 g/1).

En la tabla 5 se presentan los rendi-
mientos en biomasa obtenidos frente
a la fuente de carbono total utilizada.
Como podemos observar, el peor ren-
dimiento se obtuvo con Rhodotorula
rubra, con un 44 %.

Por tanto, teniendo en cuenta estos
resultados se seleccionaron las tres es-
pecies con mejor rendimiento: Geotri-
cum candidum (53 %), Hansenula and-
mala (59 %) y Trichosporum penicillatum
(62 %).

La especie de levadura Hansenula
andémala (cepa 925) se seleccidond por
su buen rendimiento y teniendo en
cuenta los antecedentes de su utiliza-
cion para la obtencion de proteinas
en otros procesos a partir de deshe-
chos ligno-celuldsicos (10) o a partir

de alcoholes (13), donde se puso de
manifiesto la posibilidad de alcanzar
con esta especie biomasas con un alto
contenido en proteina, asi como un
excelente perfil de aminoécidos.

Por otra parte se seleccionaron las
especies Geotricum candidum y Tri-
chosporum penicillatum por su desa-
rrollo de tipo miceliar mas adecuado
para su utilizacion en cultivo semi-
solido sobre bagacillo hidrolizado, y
por su posible cardcter celulolitico y
hemicelulolitico como se demuestra
en los trabajos de Dennis (3), Stevens
y Payne (12) y Kudryashova y cols. (6),
quiénes comparan la actividad celulo-
litica del G. candidum con la de Tricho-
derma viride.

Una vez seleccionadas estas espe-
cies de levaduras se estudié su multi-
plicacion en medio liquido para eva-
luar su rendimiento en biomasa frente
a la materia reductora utilizada y se
estudiaron distintas modificaciones
del medio de cultivo.

Los ensayos realizados no presenta-
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Tabla 5. Desarrollo sobre hidrolizados de bagacillo de caria de las especies de levaduras seleccionadas.

Rendimiento en biomasa
sobre fuer_lt_e de carbono
Especie Tiempo | pro.o.. | Materia | Acidos utilizada
de de seca (*) reductora | voldtiles Materi
levadura cultivo (*) consumida|consumidos . ateria
Materia | reductora
horas gl g/l gl reductora | 4cidos
% volatiles
%
Rhodororula
rubra 28 44 89 0,9 49 44
(cepa 1389)
Hansenula
anomala 20,30 49 7,6 0,7 64 59
(cepa 925)
Geotricum
candidum 19 5.2 8,8 1,0 59 53
(cepa 1471)
Trichosporum
penicillatum 15 59 8,7 0,8 68 62

(cepa 1735)

(*) Periodo de cultivo en que se alcanza el punto maximo de materia seca indicado en (**). Cul-
tivo en agitador a 30 °C. Valores iniciales: 11 g/l de azucares reductores; 1,3 g/l de dcidos volatiles; pH,
4,5. Inoculo procedente de un cultivo sobre hidrolizado.

ron datos que permitan mejorar signi-
ficativamente los resultados obteni-
dos con el medio de cultivo utilizado
en la seleccion de especies de levadu-
ras (hidrolizado de bagacillo con adi-
cion de fuente de fosforo, nitrogeno,
[SO4 (NH,),+ urea], magnesio y po-
tasio.

Este resultado es ldgico, ya que el
substrato empleado (bagacillo de ca-
fia) es un producto natural que puede
contener los requerimientos minimos
para el desarrollo de las especies uti-
lizadas.

Estos ensayos permitieron llegar a
un conocimiento de la transforma-
cion de la materia reductora en bio-
masa por estos microorganismos y
permitieron seleccionar aquellas es-
pecies que presentaban mejores ren-
dimientos en biomasa y mejores ca-

racteristicas para su aplicacion a un
sistema de cultivo semi-sélido, ya que
este tipo de cultivo parecia el mecanis-
mo mas adecuado para el enriqueci-
miento proteico del bagacillo.

4. CONCLUSIONES

12 Las condiciones elegidas para
obtener hidrolizados de bagacillo pa-
ra cultivo liquido fueron: Relacién
solido/liquido 1/5, con H,SO, 1 % y 30
min a 1 atm de presion.

22 De las cuatro especies que pre-
sentaban mejores rendimientos se se-
lecciono la especie Hansenula anoma-
la (cepa 925) para los ensayos sobre
hidrolizados de bagacillo en cultivo li-
quido por su desarrollo celular homo-
géneo en medio liquido.
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Para los ensayos en cultivo semi-
solido, sobre bagacillo hidrolizado, se
seleccionaron las especies Geotricum
candidum (cepa 1471) y Trichosporum
penicillatum (cepa 1735) por su buen
rendimiento y su desarrollo de tipo
miceliar.

3.2 Los ensayos en cultivo liquido
pusieron de manifiesto que la adicién
de factores especificos (oligoelemen-
tos y vitaminas) al hidrolizado 4cido
no mejoraba los rendimientos de la
multiplicacidn de las especies de leva-
duras utilizadas.
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RESUMEN

Este trabajo (*) forma parte del desarrollo de un proceso que con
una tecnologia sencilla permitird incrementar el contenido protéico
del bagacillo de caifia para su empleo en la alimentacién de ganado,
mediante la multiplicacién de levadura en cultivo semi-s6lido sobre
el bagacillo hidrolizado. En un trabajo anterior (9), se selecciono la
especie de levadura a utilizar (Trichosporum penicillatum) y las con-
diciones de hidrdlisis acida del bagacillo a aplicar para obtener la
materia reductora que constituye la fuente de carbono para el desa-
rrollo de la levadura.

Los resultados aqui presentados corresponden al estudio del de-
sarrollo de la especie de levadura Trichosporum penicillatum (cepa
1735) sobre bagacillo hidrolizado en cultivo semi-solido en bandejas.

Utilizando los parametros de cultivo elegidos (30 °C y 6 1-aire/
min 100 g de bagacillo) se consiguié un coeficiente de proteina de
56. Este coeficiente representa una excelente transformaciéon en
proteina (56 g de proteina/100 g de materia reductora). Este sistema
permitié practicamente triplicar el contenido inicial en proteina del
bagacillo de caiia utilizado en nuestros ensayos (3,5 % a 9,1 %).

SUMMARY

This work is part of the development of a process which, by
means of simple techniques enables the increase in protein content
of sugar-cane bagasse for its use as animal feed, through yeast pro-

(*) Esparte de una tesis doctoral dentro de un plan de investigacion sobre el «Aprovechamiento
de bagacillo de cafia para la alimentacion de ganado. mediante la multiplicacion de levadura» y esta
financiado parcialmente por el CONICIT (Venezuela).

Microbiol. Espan., 38 (3-4), 89, 1985.
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INTRODUCCION

pagation in a semi-solid substrate culture on hydrolysed bagasse. In
previous experiments the yeast species Trichosporum penicillatum to
be used was selected, as well as conditions to be applied in the acid
hydrolysis of the bagasse to obtain reducing matter which constitu-
tes a carbon source for yeast growth.

The results presented here correspond to the study of the deve-
lopment of the selected yeast species Trichosporum penicillatum
(strain 1735) on hydrolysed bagasse in semi-solid substrate culture
in trays. This yeast development permits the obtention of a protein-
enriched fermented product consisting of hydrolysed bagasse and
biomass.

Using the selected parameters for culture (30 °C and 61 air/min
100 g of bagasse) a protein coefficient of 56 was obtained. This coef-
ficient represents an excellent protein transformation (56 g of
protein/100 g of reducing matter) taking into account the fact that
the results in conventional submerged culture do not exceed a coef-
ficient of 30.

The results obtained with the tray system show that the semi-
solid substrate culture may be an efficient mechanism for transfor-
mation of reducing matter from cellulose residue into protein. This
system permits the initial protein content of the sugar-cane bagasse
utilized to be practically tripled in our experiments (3,5 % to 9,1 %).

A following paper will give details of studies carried out using
other mechanisms for semi-solid substrate culture of yeasts (rota-
ting vessels) to achieve greater transformation of reducing matter in-
to protein due to improved mixing and aerating systems.

Entre los trabajos mas destacados

A partir de la década de los afios se-
tenta y a causa de la crisis mundial de
energia y materias primas, numerosos
investigadores han centrado su aten-
cion en la utilizacion de desechos ce-
lulésicos como substrato para la ob-
tencion de proteinas (3, 5, 10).

En estos ultimos afios, y a causa del
auge creado por la innovacidn de tec-
nologias para la produccion de protei-
nas a partir de desechos celuldsicos, se
han sefialado las ventajas de llevar a
cabo los procesos de obtencidn de bio-
masa en sistema semi-solido (20-30
p/v) en el cual se afiade suficiente li-
quido para saturar los sélidos, pero
sin permitir agua libre (2).

en este campo se encuentran los de
Han y Anderson (6), quienes utiliza-
ron el H,SO, para hidrolizarla pajade
césped que constituia la matriz semi-
solida para el cultivo de Candida utilis
logrando, en un periodo de cultivo de
3 d, un 124 % de proteina.

Lequerica y La Fuente (7), utilizan-
do una cepa de Candida utilis y como
substrato la corteza humeda triturada
de naranja, lograron un incremento
del contenido bruto de proteinas del
7,3 al 18,5 % sobre materia seca, des-
pués de 48 h de cultivo a temperatura
ambiente.

Siempre en la misma linea de investi-
gacion, Pamment y cols. (8) estudiaron
el cultivo de Chaetomium cellulolyti-
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cum sobre serrin deslignificado pre-
viamente con NaOH. En un periodo
de cultivo de 20 d obtuvieron incre-
mentos de proteina brutadeun 8%y
un 10 %, utilizando un sistema de ja-
rras rotatorias o de bandejas, respec-
tivamente.

Otros autores (12), lograron desa-
rrollar un cultivo mixto de microorga-
nismos (Chaetomium celluloliticum, Tri-
choderma lignorum y Candida lipolitica)
sobre paja de trigo en un fermentador
horizontal de 31 de capacidad con ai-
reacion y agitacion. A los 7 d de culti-
vo, el contenido de proteinas de la pa-
jaaumenté deun 12-14 % aun 16-18 %
y la degradacion de la celulosa fue
del 33 %.

En nuestro grupo de trabajo se ha
llevado a cabo un estudio sobre el
aprovechamiento del bagacillo de ca-
fia mediante el desarrollo de levadu-
ras en cultivo semi-sélido.

Los resultados que se presentan a
continuacién corresponden al estudio
del desarrollo de la especie de levadura
Trichosporum penicillatum (cepa 1735)
sobre bagacillo hidrolizado en cultivo
semi-solido en bandejas.

Este desarrollo de levadura permite
obtener un producto fermentado enri-
quecido en proteinas, constituido por
el bagacillo hidrolizado mas la bio-
masa, que una vez secado podria utili-
zarse para la alimentacidon de ganado.

2. MATERIALES Y METODOS

2.1. Microorganismos

La especie de levadura utilizada
fue el Trichosporum penicillatum (cepa
1735), procedente de la coleccion del
Instituto de Fermentaciones Indus-
triales (CSIC), de Madrid. Selecciona-
da en un anterior trabajo (9), por su
buen rendimiento en’biomasa frente a

materia reductora y utilizada por su
caracteristico crecimiento miceliar.

2.2. Me¢étodos de andlisis

En el cultivo semi-sélido de bagaci-
llo el desarrollo celular se determino
por el incremento del porcentaje de
proteina bruta respecto a materia seca
total (bagacillo hidrolizado + bioma-
sa). Ademas se determind la materia
reductora utilizada en el desarrollo de
la levadura.

El analisis de los azucares totales se
llevé a cabo segun una modificacion
de Figarella (4) al método de Shaffer-
Somogyi (11).

La determinacion cuantitativa de la
proteina se llevo a cabo por el método
de Kjeldahl.

2.3.  Substrato

El substrato utilizado fue el baga-
cillo de cafa procedente de una azu-
carera de Venezuela.

El bagacillo hidrolizado constituia
una matriz celuldsica adecuada para
el desarrollo de la levadura en cultivo
semi-sélido.

2.4. Material utilizado

Estufa adaptada para cultivo semi-
solido de bagacillo. Estufa marca Mem-
mert mod. V-30, provista de un com-
presor y un conducto de entrada de
aire que pasa a través de un burbujea-
dor en un tanque de humidificacién
para mantener saturado de humedad
el ambiente.

La adaptacion de este sistema fue
realizada por Vittori y cols. (datos
no publicados).

2.5. Me¢étodos de cultivo

Cultivo semi-sélido en bandejas. Se
pesaron 30 g de bagacillo/bandeja,
que se sometié a un tratamiento de hi-
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Tabla 1. Condiciones de hidrolisis del bagacillo de cafia para cultivo semi-sélido en bandejas
Relacion Tiempo de SO.H, rgéat:g?a
Hidrolizado soélido/liquido reaccion i nLi‘ cial
p/v min % viv %
A 1/3 30 0. 0 atm 4,7
B 173 30 0,5 0 atm 9,0
C 1/3 30 0,5 1 atm 14,0

drolisis segun las condiciones que se
detallan en cada caso y que fueron de-
terminadas en un trabajo previo (9).
Una vez hidrolizado, el bagacillo se
neutralizé con NaOH 0,5 M (pH 4,5) y
se enriquecié con el medio de cultivo

oge g »

\\\

num. 1. El substrato se inocul6 con un
cultivo de contenido celular equiva-
lente en materia seca a 3 g/l y en pro-
porcion de 2 % (p/v) de células frescas
cultivadas en fermentador.

El medio de cultivo utilizado para
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Figura 1.

Comparacion del desarrollo de T. penicillatum sobre dife-

rentes hidrolizados con distintos flujos de aireacion a 30 °C de tempera-

wra. 1 I/min: O———o0 hidrolizado A; O
A hidrolizado C. 2,5 l/min: 0———o0 hidrolizado A; O———0O
A hidrolizado C. 6 l/min: ~————= hidrolizado
B hidrolizado B; A

A
hidrolizado B; A
AR

O hidrolizado B;

A hidrolizado C
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los ensayos sobre cultivo semi-sélido
de bagacillo fue el medio num. 1 que
contenia una relacion, fijada/g de ma-
teria reductora, de: KH,PO, 0,13 g/1,
MgSO,-7H,0 0,037 g/1, (NH,),S0, 0,14
g/l y urea 0,125 g/1.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

Los ensayos en cultivo semi-sélido
en bandejas se llevaron a cabo sobre
bagacillo hidrolizado con tres trata-
mientos de hidrélisis diferentes (ta-
bla 1).

Utilizando los parametros de traba-
jo de 30 g de bagacillo/bandeja, rela-
cion sélido/liquido 1/7 y periodo ma-
ximo de cultivo 72 h, se estudio la
influencia de la aireacion (figura I).

Las diferencias entre los porcenta-
jes de proteina obtenidos se deben
principalmente a la utilizacion de los
diferentes hidrolizados, debido a los
diferentes contenidos en materia re-
ductora inicial.

Cuando se eleva el flujo de airea-
cion a 61/m se aprecia una ligera dife-
rencia en el porcentaje de proteina ob-
tenido (6 %) al utilizar el hidrolizado
B (9,8 % de materia reductora) y una
respuesta apreciable (20 %) al utilizar
el hidrolizado C (14 % de materia re-
ductora), lo que demuestra que es ne-
cesario un mayor aporte de aire para
utilizar el 14 % de materia reductora
presente en el hidrolizado C.

Teniendo en cuenta estos resulta-
dos se estudio la posibilidad de desa-
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Figura 2.  Comparacion del desarrollo de T. penicillatum sobre dife-
rentes hidrolizados a 30 °C o a temperatura ambiente y 6 I/min de flujo

de aireacion. 30 °C: e
A

zado A; O

( ® hidrolizado A; M———M hidrolizado B;
A hidrolizado C. Temperatura ambiente: 0———0 hidroli-
0O hidrolizado B: A

A hidrolizado C
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Tabla 2. Coeficiente de transformacion en proteina de T. penicillatum en cultivo semi-sélido en bandejas,
sobre bagacillo de cafia hidrolizado

Temperatura Flujo Proteina Coeficiente de
de de % proteinas (**)
cultivo aire (¥)
°C 1/min A | B ] C A l B C
25 1 0,6 1,4 2,7 23 20 -
6 0,6 2,1 29 17 35 36
30 1 1,7 33 4,6 46 47 42
6 1.8 36 5.6 49 51 56

(*) g de proteina producida/100 g de materia inductora consumida. (**) Por 100 g de bagacillo.

rrollar el Trichosporum penicillatum
con un flujo de aire de 6 I/min, pero a
temperatura ambiente (figura 2). Las
diferencias en los valores de porcenta-
jes de proteinas en ambos casos son
muy significativas.

Si se tienen en cuenta los coeficien-
tes de proteinas obtenidos (tabla 2),
queda claramente de manifiesto que
el mejor resultado obtenido se logro
utilizando el sistema de bandejas con
el hidrolizado de mayor contenido en
materia reductora (hidrolizado) a 30 °C
y con 6 1 de aire/min 100 g bagacillo,
cuyo coeficiente de transformacion en
proteinas (*) fue de 56.

Teniendo en cuenta que un mayor
aporte de oxigeno favorece la transfor-
macién de materia reductora, en nues-
tro grupo de trabajo se realizaron una
serie de ensayos cuyos resultados apa-
recerdn en un proximo articulo sobre
el desarrollo de la especie Trichospo-
rum penicillatum sobre bagacillo hi-
drolizado en proteinas en jarras gira-
torias. El objetivo de estos ensayos era
buscar un sistema de cultivo semi-
s6lido que permitiera una mejor mez-
cla y aireacion del cultivo y de este
modo obtener una mayor transforma-
cidn de materia reductora en proteina.

(*)gde proteina obtenida/100 g de materia re-
ductora transformada.

4. CONCLUSIONES

1.2 Enel caso de cultivo semi-solido
en sistema de bandejas,a30°Cycon 6
1 de aire/min 100 g de bagacillo, se ha
conseguido un coeficiente de proteina
de 56.

22 Este coeficiente representa una
excelente transformacion en proteina
(56 g de proteina/100 g de materia re-
ductora) teniendo en cuenta que los
resultados en cultivo convencional su-
mergido no sobrepasan un coeficiente
de 30.

32 Esta excelente transformacion
de materia reductora, obtenida con
Trichosporum penicillatum, permitio tri-
plicar el contenido en proteina del ba-
gacillo utilizado.
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RESUMEN

Se ha estudiado el comportamiento de dos reactores de lecho fijo
funcionando en continuo para la acidogénesis de vinazas de remo-
lacha. El primero, relleno en su totalidad con bolas de arcilla expan-
dida de 1 cm @, presenta flujo descendente y reciclaje 0,5-0,9 veces su
volumen/h. El segundo fermentador posee un biofiltro de 10 cm de
espesor constituido por bolas huecas de alimina de unos 5 mm &, si-
tuado a 15 cm por debajo del nivel del liquido. Este ultimo fermen-
tador funciona con flujo ascendente y reciclaje interno una vez/h.
El inéculo empleado en ambos casos procede del aparato digestivo
del ganado vacunoy la temperatura en que transcurre la acidogéne-
sis es de 30 °C.

Del estudio estadistico de los resultados se deduce que no exis-
ten diferencias significativas en cuanto a la cantidad méaxima de
acidos organicos (acético, propionico y butirico) producidos; los
tiempos de retencion hidraulica dptimos son aproximadamente
iguales en ambos fermentadores (7,5 h). Con el primer fermentador
se consiguen tiempos de retencion atn rentables, de 1,1 h, debido a
una fijacidn de la microflora mayor que en el segundo fermentador,
en el que solo se consigue trabajar con tiempos de retencion mini-
mos de 3 h. La productividad obtenida en ambos fermentadores es
de 63 y 70 kg/m* d, respectivamente.

SUMMARY

Two kinds of fixed-bed anaerobic reactors have been studied in
relation to the acidification of beet-root vinasses. The first, which is

Microbiol. Espan., 38 (3-4), 97, 1985.
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full of expanded clay balls, has down-flow flux and a rate of recy-
cling varying between 0.5 and 0.9 times per hour. The second one
contains a 10 cm thick biofilter, composed of alumina balls, placed
15 cm bellow the surface of the liquid; it works with an up-flow flux
and completes its internal recycling in 1 h. Having studied the results
statistically, it has been established that there are no great differen-
ces as regards the maximun guantity of organic acids produced
(acetic, propionic and butiric); the best hydraulic retention time for
each of the two fermenters is approximately the same (7,5 h). Reten-
tion times of 1,1 h have been achieved with the first fermenter, due to
a greate fixation of microflora, while retention times in the second
kind are only profitable as from 3 h. The productivity achieved with
the first fermenter was of 63 kg/m?® a day, and with the second of

70 kg/m® a day.

INTRODUCCION

Uno de los principales objetivos de
este trabajo, ha sido lograr una micro-
flora estable y adecuada parala acido-
génesis de las vinazas de remolacha
en proceso continuo.

En la bibliografia existen modelos
de digestores que pueden utilizarse
para el tratamiento de residuos (1, 5-6)
y que comprenden desde los digesto-
res tradicionales de mezcla completa
hasta aquellos en que la masa bacte-
riana se mantiene en suspension en el
seno del fluido, por adicién de par-
ticulas inertes.

Las primeras experiencias efectua-
das por nosotros con dispositivos de
mezcla completa, decantacion de las
bacterias y reciclaje al digestor, no die-
ron resultado debido al caracter no
floculante de la flora microbiana, por
lo cual se recurrid a los reactores de re-
lleno cuyo fundamento consiste en el
empleo de algun tipo de soporte capaz
de retener la biomasa en el fermenta-
dor (8), siendo asi posible trabajar con
tiempos de retencidon realmente bajos,
para rendimientos de proceso muy
altos.

En este trabajo se han ensayado dos
tipos de relleno para la retencion de la

microflora durante la acidogénesis de
las vinazas de remolacha y se ha heho
un estudio comparativo del comporta-
miento de los dos fermentadores dise-
flados para este fin.

MATERIALES Y METODOS

Materia prima

Para este estudio se utiliz6 vinaza de
melaza de remolacha, recién obteni-
da, cuya demanda quimica de oxige-
no es de 70-80 g/L

Para facilitar el desarrollo de la flo-
ra acidogénica se diluyo la vinaza en
una cuarta parte y se enriquecio con
sales nutrientes: 2,5 g/l de (NH,),SO,,
0,4 g/l de MgSO,-7H,0 y 0,1 g/l de
KH,PO,.

Preparacion de la siembra

Como fuente de bacterias, se ha uti-
lizado un in6culo procedente del apa-
rato digestivo de ganado vacuno.

Para la adaptacion de la microflora
a la vinaza, se introdujo el indculo en
un matraz conteniendo vinaza dilui-
da, en la misma proporcién en que se
halla en el fermentador. Se deja en es-
tufa a 30 °C controlando diariamente el
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Figura 1. Esquema de los dos fermentadores empleados para la acidogencis de vinazu

pH hasta que alcance un valor en tor-
noa 5,5, al cual se considera que la flo-
ra esta adaptada al medio.

Meétodos analiticos

El control de la acidogénesis se ha
llevado a cabo por cromatografia de
gases empleando un método que per-
mite cuantificar los acidos grasos vo-
latiles (acético, propidnico y butirico)
producidos durante el proceso. Las
condiciones de analisis son las si-
guientes: columna rellena de PORA-
PAK-QS, temperatura de la columna
200 °C, temperatura del inyector (FID)

250 °C, y flujo del gus portador (N»),
30 ml/min.

La demanda quimica de oxigeno se
determina segun Tecator (7).

Fermentadores

Se disefiaron dos dispositivos tubu-
lares de vidrio (figura 1). de 100 ¢m de
altura y 20 cm de didmeto. de 9 1de ca-
pacidad, con doble camisa para la re-
circulacion de agua termostatizada.
Los materiales utilizados como relle-
no, suministrados por el Instituto de
Cerdmica y Vidrio (CSIC) consisten
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en bolas de arcilla expandida y bolas
huecas de alimina.

Descripcion de lo jz*mentadores

Fermentador num. 1. Este fermenta-
dor esta relleno, en su totalidad, de bo-
las de arcilla expandida. Las bolas, de
1 cm de didametro, presentan una su-
perficie irregular muy apropiada para
la retencidn de bacterias. La superficie
del relleno se evaltia en unos 1,7 m?y
su volumen es de 31, porlo que el volu-
men real de vinaza en este fermenta-
doresde 61

Por la parte superior entra la ali-
mentacion y en forma de ducha el re-
ciclado. La ducha tiene la ventaja de
romper la espuma que se pudiera acu-
mular en la parte superior de la co-
lumna.

El flujo descendente de este fermen-
tador dificulta la eliminacion de los
gases desprendidos, principalmente
CO,, alo largo de toda la columna, lo
que conduce a la oclusidén de bolsas
gaseosas. Para la eliminacién de estos
gases se tuvo que instalar un «by-
pass» en la recirculacion del medio.

Fermentador num. 2. Este fermenta-
dor es equivalente al anterior en tama-
o y forma.

Difiere del fermentador num. 1 en
que tiene instalado un filtro, unos 15
cm debajo de la superficie del liquido
que contiene. El filtro consiste en una
capa de 10 cm de espesor formado por
bolas de alumina de 5 mm de didme-
tro, retenidas entre dos mallas de
plastico.

La finalidad primordial de este fil-
tro fue evitar que el efluente arrastrara
la flora del fermentador. Como era de
prever, con el tiempo se fija la flora so-
bre este filtro, pasando a funcionar co-
mo un biofiltro.

RESULTADOS Y DISCUSION

Influencia del relleno en la retencion
de la microflora

Como ensayo preliminar, se com-
probo el efecto de la introduccion de
un soporte, en la retenciéon de la mi-
croflora. Los ensayos se realizaron a
partir de una misma siembra inicial,
en un fermentador sin lecho y en un
dispositivo similar al que se le afiadio
el relleno (fermentador 1).

En la figura 2(A) se muestra la varia-
cion en la concentracidn de acido bu-
tirico frente al tiempo (dias) en el fer-
mentador sin lecho, a un tiempo de
retencion hidraulico de 12 h.

La microflora se mantiene durante
5 d en este fermentador, mientras que
en el fermentador con soporte (figura
2(B), funcionando al mismo tiempo de
retencion hidraulica, se consigue in-
crementar a 20 d la retencion de la bio-
masa activa.

g/
15,

Acido butirico

e

5 10 15 20

Figura 2. Retencion de la microflora en los fer-
mentadores medida en funcion del dcido butirico
formado a un TRH de 12 h. A) fermentador sin
lecho. B) fermentador al que se le ha introducido
un soporte (véase fermentador 1 de la figura 1)

La adicién de un nuevo indculo a
este fermentador hace que la micro-
flora se adhiera definitivamente al
relleno, lo que permite continuar la
marcha del proceso sin necesidad de
realizar una nueva siembra (figura 3).
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Figura 3. Asentamiento de la microflora en
el fermentador I durante el mes siguiente a la
siembra

El tiempo de retencion como variable
significativa en la produccion de dcidos
(acético, propidnico y butirico). Tiempo
de retencion dptimo

Con el fin de determinar el tiempo

de retencion éptimo al cual la produc-
cion de acidos es maxima, se estudio

la produccion de acido butirico a dis-
tintos tiempos de retencidon hidrauli-
ca. Se eligio como respuesta a estudiar
¢l acido butirico, por ser el mayorita-
rio en la produccion total de 4cidos, y
como primer paso se estudio la in-
fluencia que en esta respuesta pueda
tener la variable tiempo de retencion.

En latabla I se presentan los distin-
tos tiempos de retencion a los que se
ha operado, los valores medios de bu-
tirico obtenidos, la desviacidn tipica,
los coeficientes de variacion y los pa-
rdmetros estadisticos para las varia-
ciones en la concentracién de acido
butirico debidas a la variable tiempo
de retencion.

Para comprobar si el tiempo de re-
tencidn es un factor significativo en la
produccion de acido butirico y que las
variaciones observadas no son pro-
ductos del azar, se realiza un analisis
de la varianza a los datos experimen-

Tabla 1. Pardmetros estadisticos calculados para las variaciones experimentales en la concentracion de
dcido butirico debidas al tiempo de retencion en los fermentadores
TRHGM) | 223 | 120 | 80 | 40 [ 30 | 11 | 1o
m; (g/1) 8,28 743 11,84 8,81 8,56 8,50 1,6
o 22 1,56 1,04 11,6 0,95 0.6 0,27
Cy 20,6 20,0 8.8 18,0 11,2 7.4 17.0
Dy Dr D Ve Vi " F F
x—M)  (x-m;) (Dg—Dgr) (Dg/K—1) (Dr/n—K) calculada tabulada
34248 68,78 27431 47,72 2,08 22 2,5
TRHGM) | 345 | 15 | 75 | 40 | 30 | 20 | 8
m; (g/1) 11,24 9.1 13,53 9,16 9,7 0,275 0,27
o 1.9 1,03 25 1,42 047 0,043 0.04
cy 17,5 114 19,1 15.6 5,0 15,75 15,70
Dr Dr Dx Ve Vr F F
T(x—M) Z(x—m;) (Dg—Dg) (D&/K—1) (Dr/n—K) calculada tabulada
846.3 82,65 763.6 127,27 3.06 41,58 2,6

TRH, tiempo de retencion hidrdulica =

vol. ferment.
caudal

. m;, valores medios obtenidos. o, desvia-

cion estandar. c,, coeficiente de variacion. Dr, dispersion total. Dg, dispersion debida al azar. D, dis-
persién debida al factor. Vg, varianza factorial. Vg, varianza debida al azar. F, estadistica de Snédé-
cor. M. media total. n, nimero de datos. K, nimero de factores.



102 Microbiol. Espan., 38 (3-4). 1985

Tabla 2. Prueba de Newman-Keuls aplicada a los valores experimentales de dcido butirico obtenidos a dis-
tintos flujos en el fermentador 1. Nivel de significacion P<0,05

‘o S(error- | Q. experi- . Conclusion
Comparacion Rango | ma-mb estandar) menl:al Q. tedrico m = concentr. media
7-1 7 10.24 0,64 16,00 4,46 m;>m,
7-2 6 441 0,57 7,73 4,30 m; > m;
7-3 5 3.56 0,59 6,03 4,10 m;> m;
7-4 4 334 0,54 6,18 3.85 m;>my
7-5 3 3.28 0,57 5,75 349 m;> ms
7-6 2 3,03 0,59 5,13 2,84 m;>mg
6-1 6 7.21 0,68 10,60 430 mg>m,
6-2 5 1,38 0,62 222 4,10 mg = my
6-3 4 0,53 0,64 0,83 3.85 Mg~ m;
6-4 - 3 0,31 0,59 0,52 349 mg= my
6-5 2 0,25 0,62 0,40 2,89 me = ms
5-1 5 6,96 0,66 10,50 4,10 ms>m,
5-2 4 1,13 0,59 191 385 ms = m,
5-3 3 0,28 0,62 045 3,49 ms=m;
5-4 2 0,06 0,57 0,10 2,89 ms= mg
4-1 4 6,90 0,64 10,80 3.85 my>m,
4-2 3 1,07 0,57 1,88 3,49 my~m,
4-3 2 0,22 0,59 0,37 2,84 my~ m,
3-1 3 6,68 0,68 9,82 349 mi>m,
32 2 0,85 0,62 1,37 2,89 m.~m;
2-1 2 5.83 0,66 8,83 2,89 m >m,

my > Mg~ Ms™~ My~ M3~ Mmy>m,.

tales v se calcula la F de Snédécor; si F
calcuiada es mayor que F tabulada
podemos concluir que el factor objeto
del estudio influye significativamente
(3) para un nivel designificacién de P
menor que 0,05.

Para el fermentador 1, F calculada
(22) es mayor que F tabulada (2,5); pa-
ra el fermentador 2, F calculada (41,58)
es mayor que F tabulada (2,6) con lo
cual podemos concluir que el tiempo
de retencion influye muy significati-
vamente en el proceso, como ya se in-
tuia en los datos experimentales.

Una vez comprobada la influencia
del tiempo de retencion mediante ana-
lisis de la varianza, se estudia el tiem-
po de retencién éptimo en la produc-
cion de 4cido butirico.

Se ordenan de mayor a menor las

medias de todas las niuestras, como
paso previo a la aplicacion de la prue-
ba de Newman-Keuls.

En las tablas 2-3 se exponen los va-
lores obtenidos aplicando la prueba
de Newman-Keuls a los datos experi-
mentales.

Se calcula el parametro Q experi-
mental que debe ser mayor que el va-
lor de la Q tabulada para una diferen-
cia significativa (3). De los resultados
correspondientes al fermentador 1, se
concluye que puesto que m;>me=
=ms=my=m;=m,>m, (mes el valor
de la media de la concentracién de
acido butirico) la mayor concentra-
cion de acido butirico se obtiene a un
tiempo de retencion de 8 h.

De la misma manera, para el fer-
mentador 2 se concluye que puesto
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Tabla 3. Prueba de Newman-Keuls aplicada a los valores experimentales de dcido butirico obtenidos a dis-
tintos flujos en el fermentador 2. Nivel de significacion P<0,05

- . S(error- | Q. experi- - Conclusion
Comparacién Rango | ma-mb estandar) mental Q. tedrico m = concentr. media
7-1 7 13,26 0,78 17.00 4.50 m;>m,
7-2 6 13,25 0,78 16,99 433 m; > m;
7-3 5 443 0,72 6,15 4,13 m; > mj
7-4 4 4,37 0,72 6.07 3.88 m;>my
7-5 3 383 0,72 532 3,51 m; > ms
7-6 2 229 0,72 3.20 2,90 m; > me
6-1 6 10,97 0,83 13.21 433 me> m,
6-2 5 10,96 0,83 3.20 430 me> m,
6-3 4 2,14 0,78 2,74 3,88 me = m;
6-4 3 2,08 0,75 2,77 3,55 me =~ my
6-5 2 1,54 0,83 1,85 290 me = ms
5-1 5 9.43 0,87 10,83 430 ms>m,
5-2 4 942 0.87 10,83 3.88 ms>m;
5-3 3 0,60 0,78 0.77 3,55 ms=~mj
5-4 2 0,54 0,83 0,65 290 ms =~ my
4-1 4 8.89 0,83 10,7¢ 3.88 Comy>m
4-2 3 8,88 0,83 10,70 3,55 my>m,
4-3 2 0,06 0.78 0,077 290 my =~ ms
3-1 3 8.83 0.83 10,64 3.55 m;> m;
3-2 2 8.82 0,83 10,63 2,90 m;> m;
2-1 2 0,005 0,87 0.006 2,90 m;~m,

my7 > Me= Ms= My = M3 > Mo = Mm,.

que m; > Mme=Mms= My = Mm;=m,>m,,
la mayor obtencion de 4cido butirico
se consigue a un tiempo de retencion
de 7.5 h.

Tiempo de retencion 1inimo

Tiempo de retencion minimo es el
tiempo al cual la velocidad de produc-
cion de microorganismos es igual al
lavado de los mismos por dilucidn.

En el caso de los fermentadores de
relleno, este concepto de tiempo de re-
tencién minimo esta afectado por la
pretendida retencion de las bacterias
y. por tanto, en este tipo de fermenta-
dores se consiguen tiempos de reac-
cion menores.

Volviendo a los datos de la tabla 1,
¢n donde se exponen las concentra-

ciones medias de 4cido butirico a dis-
tintos tipos de retencion, se comprue-
ba que para el fermentador 1 el tiempo
de retenciéon minimo es de 1,1 h, al
cual se obtienen concentraciones de
acido butirico aceptables; por debajo
de este valor la produccion baja dras-
ticamente (se obtienen 1,6 g/l de 4cido
butirico a un tiempo de retencion de
1 h).

En el caso del fermentador 2, el
tiempo de retencion minimo al que es
posible obtener un rendimiento de
acido butirico aceptable es de 3 h.

A tiempos de retencion de 2y 1,8 h,
la disminucién en el rendimiento de
acido butirico es significativa.

Bories (2) y Gosh y cols. (4) operan a
tiempos de retencion hidraulica de 1 d.
empleando dispositivos de mezcla
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Tabla 4
Fermentador | m; 1 c | Cy
1 11.84 1.4 8.8
2 13,53 25 19,1

completa con vinaza de vino (DQO
= 80 gO,/1) y un medio sintético (DQO
=12 gOy/1), respectivamente.

Comparacion de los dos fermentadores
de relleno empleados

En la comparacion de ambos fer-
mentadores para un TRH de 8 h se de-
muestra que las diferencias entre las
medias de concentracion de butirico
no son significativas, pero de 1a obser-
vacion de la tabla 4, en la que se repre-
sentan la desviacion tipica y coe-
ficientes de variacion para ambos
fermentadores a los flujos 6ptimos co-
rrespondientes a cada uno, podemos
deducir que existe menos dispersion
en los datos obtenidos para el fermen-
tador 1, lo cual ya nos indica que, de-
bido a su relleno, la producciéon de
acido butirico no experimenta tantas

fluctuaciones, como consecuencia de
que la microflora estd mas uniforme-
mente distribuida en todo el fermen-
tador.

Productividad del proceso

La productividad del proceso basa-
da en la totalidad de los 4cidos produ-
cidos al tiempo de retencidon Optimo
reflejados en la tabla 5 seria de 63 kg/
m?®d en el fermentador 1 yde 70 kg/m’ d
en el fermentador 2. Queda reflejado
en dicha tabla que mas del 50 % de los
acidos formados corresponde al 4acido
butirico.
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SUMMARY

Studies were made on 45 local Streptomyces isolates for their po-
tentialities to introduce a hydroxyl group into carbon 16 of the
progesterone.

Streptomyces coriofaciens appeared to be the most potent proges-
terone 16 a-hydroxylator. This microorganism has not been pre-
viously reported to posses 16 a-hydroxylating activity for steroids.
The identity of the transformation products was confirmed by esti-
mation of their physical and chemical constants after their indivi-
dual separation by the preparative thin layer chromatograms.

The progesterone-transforming enzyme system produced by the
experimental organism was markedly influenced by the composi-
tion of the transformation medium, the pH value as well as the cul-
ture age. The starch-nitrate medium adjusted to pH value ranged
between 7 and 8, and inoculated with cultures representing the loga-
rithmic phase of growth (2 d old) allowed good bioconversion
efficiencies.

This manuscript presents a report on the potentiality of some lo-
cally isolated Streptomyces species to perform this type of microbial
oxidation, viz, the introduction of a hydroxyl group at C-16 position
of one of the A*-pregnene steroids; namely progesterone (A*-pregn-
3,20-dione). Additionally the productivity of progesterone-16 o-
hydroxylation reaction was investigated under different physiologi-
cal conditions. ‘

RESUMEN

Se han efectuado estudios sobre 45 Streptomyces locales aislados
por sus potencialidades para introducir un grupo hidroxilo en el
carbono 16 de la progesterona.

Microbiol. Espan., 38 (3-4), 107, 1985.
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Se ha encontrado que el Streptomyces coriofaciens es el mas po-
tente hidroxilador-16a de la progesterona. La identidad de los pro-
ductos de transformacidn se ha confirmado mediante la determina-
cién de sus constantes fisicas y quimicas después de su separaciéon
por medio de cromatografia de capa fina.

El sistema enzimatico que transforma la progesterona, produci-
do por Streptomyces coriofaciens, estaba fuertemente influido por la
composicion del medio, el valor del pH y la edad del cultivo. El me-
dio almidén-nitrato (pH 7-8) inoculado con cultivos en fase logarit-
mica (2 dias) permite obtener una buena bioconversion.

INTRODUCTION

Since 1952, some workers (7-8, 14)
had reported in the introduction of a
hydroxyl group into a steroid at Ci.
Progesterone was converted to 16a-
hydroxy-progesterone as well as to
160-hydroxy-58-pregnane-3,20 dione
with Streptomyces species, this reac-
tion proved to be of great significance
in the synthesis of one of the commer-
cially available potent cortical hormo-
ne derivatives; namely 16a-hydroxyflu-
oro-prednisolone (triamicinolone) (17).
Few other Streptomyces species had al-
so been reported to perform the 16a-
hydroxylation reaction (1-3, 5-8,10-11,
18). As still fewer, are the studies devo-
ted to outline the physiological and
the biochemical factors controlling
the microbial 16a-hydroxylation of
steroids.

MATERIALS AND METHODS

Cultivation

The organisms used are 45 different
Streptomyces cultures isolated from
Egyptian soil. The most active 16a-
progesterone hydroxylator was identi-
fied through Centraalbureau voor
Schimmelcultures at Baarn, Holland
and reported to be Streptomyces corio-
faciens.

The cultivation was made in 250 ml
Erlenmeyer flasks, each containing
50 ml portions of the following me-
dium (g/1): KNOs, 1.0; K;HPO,, 0.5;
MgSO,-7H,0, 0.5; FeCl;-6H,0, 0.01;
starch, 10. The medium was adjusted
to initial pH of 7.0. The flasks were au-
toclaved for 20 min at 15 Ib/inch?, and
inoculated with 2 ml of 36 h shaked
aged culture; maintained on the above
medium. The culture flasks were agi-
tated on a reciprocal shaker (180 sha-
kes/min, amplitude 7 cm) at 30+ 2 °C
for 72 h. There after, 5 mg progestero-
ne dissolved in 0.5 m1 96 % ethanol we-
re added to each flask and fermenta-
tion was continued for another 72 h.

Extraction

At the end of the fermentation pe-
riod, the contents of each flask were
homogenized in a blender (16.000 rpm)
with 2 volumes of chloroform. The ex-
traction was repeated three times to
ensure that all the transformation pro-
ducts were extracted. The combined
chloroform extracts were washed with
half its volume 5 % NaHCO; solution,
followed by an equal volume distilled
water, then dried over anhydrous
Na,SO,, filtered and then distilled to
give a semisolid residue referred to as
the test material.
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Analysis

The test material was dissolved se-
parately in a measured volume of
chloroform: methanol mixture (1:1;
v/v). Analysis was carried out by the
thin-layer chromatography (TLC) on
silica gel-G plates (16). For the resolu-
tion of the different products encoun-
tered during this work, the following
four solvent systems proved to be sui-
table: a) cyclohexane: acetone: chlo-
roform (15:5:4; v/v/v); b) cyclohexa-
ne: chloroform: iso-propanol (10:5:2;
v/v/V); ¢) toluene: ethyl acetate: aceto-
ne (3:2:1; v/v/v) and d) benzene: aceto-
ne: ethanol (4:1:1; v/v/v). The transfor-
mation products as well as the untrans-
formed progesterone were identified
by TLC after careful comparison with
the authentic steroids using different
colour reagents (16).

Quantitative estimation of the pro-
ducts was made by the preparative
thin-layer chromatography using stan-
dard equipments. A measured volume
of the test material was applied as
streak across the bottom of glass pla-

tes (20 X 20 cm) covered with a layer of
silica gel G (1 mm thickness). After de-
velopment of the plates, the bands of
the individual steroids were marked,
scrapped from the plates and quanti-
tatively eluted with spectroscopic etha-
nol. The concentracion of each com-
pound was then determined colorime-
trically (12).

Estimation of protein content

The protein content was estimated
by grinding 50 mg of the dried micro-
bial powder (at 80 °C) in a porcelain
mortar using quartz sand and 10 ml of
20 mM sodium phosphate buffer of
pH 6.8 (19). This was followed by cen-
trifugation and then the absorbance
of a known volume of the supernatant
was measured at 235 and 280 nm in a
UV spectrophotometer. To avoid dif-
ferent sources of error, various con-
centrations of bovin serum albumin
were used as reference protein.

Protein concentration (mg/ml)=

= A235 'Azgo)/z.sl

Table 1. Transformation of progesterone (5 mg/50 ml medium) by the active Streptomyces isolates
Transformation mixture
Streptomyces
Converted
No. progesterone 16a-hydroxyprogesterone (HP)
mg/50 % mg/S0 % to added % to converted
ml med. ml med. progesterone progesterone
(*) *% (t#*)
42 243 48.6 2.09 41.8 86.0
31 2.58 51.6 1.61 322 624
19 2.70 54.0 1.41 282 52.6
41 2.64 52.8 1.30 26.0 49.2
27 2.36 47.2 1.13 22,6 428
11 1.62 324 0.90 18.0 55.5
(*) % Prog. conversion = amount of converted prog. X100. (**) 16a-HP% to added prog.=

initial prog. conc.
X 100. (***)16a-HP% to converted prog.=

__amount of 16a-HP
initial conc. of prog.

amoun t of 16a-HP
amount of converted prog.
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RESULTS AND DISCUSSION

1. Bioconversion of progesterone at
C-16 position by Streptomyces
isolates

. Among4s5 different isolates of Strep-

tomycgs tested, only six isolates refe-
rred to by the numbers 11, 19, 27, 31,
41, 42 are able to perform the desired
16a-hydroxylation of progesterone.
These promising isolates (table 1) ma-
.nifested condiderable variations in
capacity to accumulate 16a-hydroxy-
progesterone. However, isolate n.° 42
(Streptomyces coriofaciens) proved to be
the most potent since it converted near-
ly half the amount of the added pro-
gesterone together with the formation
of the desired 16a-hydroxy derivative
in 42 % yield. It is interesting to note
that no previous reports have been gi-

ven on the 16a-hydroxylation of ste-.

roids by S. coriofaciens. According to
the available literature, the last na-
med property was confined to S. ro-
seochromogenes (1, 3, 5-8, 11), S. argen-
teolus (3-4), S. olivaceus (3), S. halstedii
and S. mediocidicus (10).
Accordingly, it is safe to conclude
that the present finding is the first re-
port on the 16a-hydroxylation of pro-
gesterone by Streptomyces coriofaciens.

2. Identification of progesterone-
transformation products
obtained with S. coriofaciens

This was approached by study of
their thin-layer chromatographic pic-
tures (table 2), together with the esti-
mation of their physical and chemical
constants.

Streptomiyces coriofaciens was cultu-
red on the basal medium charged with
1.0 g progesterone. After a period of 72
h transformation, extraction of the ste-
roidal compounds present in the cul-
ture was carried out. The obtained re-
sidue (1.28 g) was dissolved in the mi-
nimal volume of (chloroform: metha-
nol mixture 3:1 v/v) and its steroidal
constituents were separated by the
preparative thin layer chromatogra-
phic technique, eluted from the plates
with absolute ethanol. The fraction
corresponding to the progesterone au-
thentic sample (i.e. unchanged sub-
strate) was crystallized from chloro
form: methanol to afford crystals (483
mg), m.p. 126 °C, reported 128-130 °C
(15). [@]D + 195° (in cloroform), re-
ported +195°-AE%H 244 my reported
242 my.

The produced 16 a-hydroxyproges-
terone was crystallized from methanol
to give crystals (397 mg), m.p. 225-6 °C,

Table2. Chromatographic properties of the steroid compounds encountered during the bioconversion process

RfX 100 Colour with
" Compound with solvents (*) Liebermann-Burchard
I,/KI
I 11 i v ’ Day light | UV fluoresence
Progesterone 93 87 80 81 Brown Brown Blue
16a-hydroxy- 75 64 47 65 Blue Brown Violet
progesterone

(*) Solvent systems (v/v/v): I: Cyclohexane: chloroform: isopropanol (15:5:4); II: Benzene: ace-
tone: ethanol (20:5:5); II1: Toluene: ethyl acetate: acetone (15:10:5); IV: Cyclohexane: chloroform: iso-

propanol (15:10:5).
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.reported 225-6 °C (14)-[a]D + 161 ° (in
cloroform), reported +158° (3), A%<,
239 my, reported 239 mp. No depres-
sion of the m.p. was observed upon
mixing the isolated products (namely;
residual progesterone or 16a-hydro-
xyprogesterone) with the authentic
samples.

3. Suitability of the fermentation
.medium

To test the effect of the composition
of the medium and the nature of its
constituents on the 16a-hydroxylation
of progesterone, Streptomyces coriofa-
ciens was cultivated in five different
media. The results given in table 3
show that the media containing starch
as sole carbon source allowed better
bioconversion activities. Best efficien-
ces were however recorded upon using
the starch-nitrate medium (medium I),
whereby about 42 % of the added pro-
gesterone were converted into 16a-
hydroxyprogesterone.: On the con-
trary, poor transformation yields were
attained with media containing sim-
ple sugars as carbon source and am-
monium chloride or urea as nitrogen
source.

It follows from this discussion that
the composition of the basal starch-
NO; medium provides all the neces-
sary nutrients for growth as well as the
production of adequate level of the
progesterone-16a-hydroxylase system.
It may be of importance here to point
out that the starch-NO; medium is
routinely used by some investigators
for the cultivation of a variety of spe-
cies of Streptomyces (9, 13).

4. pH relations

The effect of different starting pH
values on the transformation of pro-
gesterone by Streptomyces coriofaciens
was investigated using aliquots of the
basal medium which were initially ad-
justed either with 1 N solutions of HCI
or NaOH to pH values ranging from 4
to 9. The results presented in figure I
show that the initial adjustment of the
medium to pH 4.0 is deleterious for the
growth and consequently for progeste-
rone conversion by the tested orga-
nism. On the other hand, the progeste-
rone 16a-hydroxylase functioned op-
timally at a pH range from 7 to 8. A

Table 3. Progesterone bioconversion with S. coriofaciens grown on different fermentation media

Converted progesterone 16a-hydroxyprogesterone

Medium
mg/50 ml med. % to added prog. mg/50 ml med. % to added prog.

I 2.19 43.8 2.09 : 41.8
II 1.89 378 1.65 : 33.0
111 1.35 27.0 0.66 13.2
h\% 1.26 252 0.60 12.0
\% 1.88 37.6 "133 26.6

Progesterone (5 mg/50 ml) was added to 72 h old cultures and the transformation period continued
for 72 h. The reaction of the tested media was initially adjusted to pH 7.0. Media (g/1) I: starch, 10;
KNO;, 1.0; K;HPO,, 0.5; MgSO,-7H;0, 0.5; FeCl;-6H,0, 0.01. II: starch, 15; (NH4);HPO,, 1.0;
MgSO,-7H,0, 0.5; FeSO,-7H,0, 0,01. I1I: glucose, 20; NH,CI, 2.0; K;HPO,, 0.5; MgS0,-7H;0, 0.5;
ZnS0;-TH,0, 0.01. IV: sucrose, 20, urea (*), 2.0; K,HPO,, 0.5; MgSO;4- TH,0, 0.5; FeCl3-6H,0, 0.01. V:
starch, 10; peptone, 10; MgSO,-7H,0, 0.5; K,HPO,, 0.5.

(*) Urea was sterilized by filteration and added aseptically to the autoclaved balanced medium.



112 Microbiol. Espan., 38 (3-4). 1985

Transformation mixture
as % to added progesterone

601 (a) —---—converted progesterone

16 o¢ ~hydroxyprogesterone

Figure 1.

SOF

Transformation of progesterone by S. coriofaciens as influenced by the pH value of the fermen-

tation medium using (a) initially pH adjusted media and (b) buffered media

fact worthy of notice is that the reac-
tion of the medium always shifts to
higher pH values due to the metabolic
activities exhibited by the tested orga-
nism. To overcome this difficulty, a
sodium phosphate buffered medium
was used. As expected maximal out-
puts of 16a-hydroxyprogesterone (46-
49 %) were obtained with pH,s 7.4 and
7.8. This result compare very favou-
rably with that of other workers (7-8,
10).

5. Growth phases-relations

For the estimate of the growth pha-
ses of Streptomyces coriofaciens, por-
tions (50 ml) of the basal medium were
dispensed in 250 m] Erlenmeyer flasks,
sterilized and mixed with standard
inocula of the tested microorganism
(1 ml of 36 h old culture). The culture
flasks were then shaked at 30+2 °C.
Samples were collected at different ti-
me intervals for determination of the
culture dry weight, the protein content

and the final pH value of the culture
medium (figure 2).

The conversion of progesterone (5.0
mg) was performed by selected cultu-
res of Streptomyces coriofaciens repre-
senting the different growth phases;
the initial lag phase (12 h old culture),
logarithmic growth phase (2 d old cul-
ture), stationary phase (5 d old cultu-
re), and decline phase (10 d old cultu-
re). The transformation process was
conducted in phosphate buffer solu-
tion (pH 7.4) using equal amounts (1
g) of the washed S. coriofaciens cells
(resting cells); representing the diffe-
rent selected growth phases. The cul-
tures did not undergo any further in-
crease in their dry weight values during
the conversion process which lasted
for 72 h. The results presented in table
4 indicated that the culture age
influenced the rate of progesterone
transformation but not the type of the
resulting metabolites. Thus 16a-hydro-
xyprogesterone was produced in diffe-
rent yields in all cases. The microbial
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Figure 2.  Final pH values, dry weight and
protein % of S. coriofaciens during 10 days
period of growth

culture representing the logarithmic
phase of growth exhibited the highest
progesterone conversion efficiency.
Nearly half the amount of the added
progesterone was converted in this
phase. Thus it may be concluded that
the enzyme productivity was greatest
at the logarithmic growth phase of the
test organism. Similar conclusions we-
re arrived at for the activities of 11a-
and 21-hydroxylases produced by 4s-
pergillus nidulans cultures representing
both the accelerated and logarithmic
phases of growth (4).
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RESUMEN

Se estudia la actividad heterotrofica bacteriana por incorpora-
cion de timidina y el nimero de bacterias mediante recuento directo
por epifluorescencia en las aguas de playa de una zona de costa de
aproximadamente 30 km al norte y al sur de la ciudad de Barcelona,
Espana. Se observa que el comportamiento de la poblacidn bacte-
riana de la zona al norte de Barcelona (Barceloneta-Montgat) es sus-
tancialmente distinto del detectado en las aguas de playa al sur de
Barcelona (Castelldefels-El Prat). En esta ultima zona se observa
una poblacion bacteriana relativamente uniforme a lo largo de todo
el afio, con un gran incremento de actividad bacteriana asociada al
periodo estival. Sin embargo, 1a zona al norte de Barcelona presenta
unas fluctuaciones de actividad y nimero de bacterias mds acusa-
das que el otro sector de playa, y que se atribuyen a la influencia de
la contaminacién municipal e industrial a que estdn sometidas es-
tas aguas, considerada superior a la de la zona al sur de Barcelona.

SUMMARY

Heterotrophic activity and direct counts by epifluorescence has
been done in beach waters from a litoral of 30 km where Barcelona,
Spain, is situated in the midle of the studied area. The sector situated
at the north of Barcelona behaves differently when compared with
the area situated at the south of Barcelona. Fluctuations of bacterial
numbers and activities are much more apparents in the north part
than in the south part of the beaches. Such differences are atributed
to the municipal and industrial pollution which is much more im-
portant at the north of Barcelona than to the south.

Microbiol. Espan., 38 (3-4), 115, 1985.
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INTRODUCCION

Las bacterias planctonicas son res-
ponsables de la degradacién de la ma-
teria orgdnica autdctona y aloctona.
La materia orgdnica autoctona pro-
viene del fitoplancton, de las macroal-
gas (macrofitos) y de la fauna planc-
tonica y bentdénica (2). El material
aléctono proviene de la descarga de
los rios y de las costas, que, en el caso
de las costas proximas a Barcelona,
tienen un alto contenido en contami-
nacion organica. Este aporte de mate-
ria organica es responsable general-
mente de niveles de actividad hetero-
trofica superiores a las de las aguas
marinas distantes, poco contamina-
das (4,8). Sin embargo, no debe des-
cartarse que el posible efecto téxico de
estas descargas pueda inhibir parcial-
mente esta actividad (6). Existen va-
riaciones estacionales de la actividad
heterotréfica y de la densidad bacte-
riana, aunque por el momento no hay
modelos comunes para todos los eco-
sistemas acudticos. En zonas poco
contaminadas, como el Inner Kiel
Fjord, 1a concentracién media de par-
ticulas sélidas en suspension (medida
a 2 m de profundidad y en el periodo
de un afio) es de 4,1 mg 1", mientras
que en el estuario de Humber varia de
300 mg 1" en verano a 1.900 mg 1" en
invierno-primavera. Las densidades y
actividades bacterianas de ambos eco-
sistemas presentardn un comporta-
miento netamente distinto (2). Los
cambios de temperatura, la salinidad
y el «bloom» de las algas han sido tres
caracteristicas estudiadas por distin-
tos autores, en relacion con la activi-
dad y densidad bacteriana en medios
naturales, aunque en muchas ocasio-
nes intervienen factores externos aje-
nos al propio ecosistema. Lancelot y
Billen (9) describen en una zona del
mar del Norte, como el aumento de la

actividad bacteriana va precedido de
un pico de produccién de clorofila
«a» entre abril y mayo. Wright (13)
concluye que el efecto de la tempera-
tura esta relacionado directamente con
un aumento de la actividad heterotro-
fica y actividad especifica en el trayec-
to que va desde el estuario de Essex
hasta 14 km de distancia del golfo de
Maine. Parece ser que en aguas dulces
el porcentaje de bacterias ligadas a
particulas de materia orgénica es su-
perior al de aguas marinas. Cuando
estas aguas fluyen al mar, el grado de
bacterias ligadas a la materia organica
decrece con el aumento de la salini-
dad (1), asumiéndose que las bacterias
ligadas a particulas de materia organi-
ca son mas activas que las libres (1-2).

En el presente trabajo se aportan
datos del numero de bacterias, activi-
dad heterotrofica y actividad especifi-
ca de las aguas de playa de una zona
de costa de aproximadamente 30 km
(desde Castelldefels a Montgat), en la
que mas o menos en ¢l centro se sitia
Barcelona. Los objetivos de este traba-
jo son fundamentalmente dos: 1) estu-
diar la poblacion bacteriana costera
de Barcelona; 2) intentar modelizar su
evolucion a lo largo del aiio.

Para una mejor comprension de los
fenomenos que alli suceden, hemos
dividido esta zona de costa en dos
areas: area al sur de Barcelona (Cas-
telldefels-El Prat) y area al norte de
Barcelona (Barceloneta-Montgat). Los
datos obtenidos para cada area sugie-
ren un comportamiento estacional dis-
tinto, atribuible a la acusada contami-
nacion urbana e industrial de la zona
costera situada al norte de Barcelona.

MATERIALES Y METODOS

Muestreo

Se toman las muestras de agua de
playaenbidones de251a 101y se tras-
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ladan inmediatamente al laboratorio,
donde se mantienen al resguardo dela
luz a 4 °C hasta que se procesan en un
plazo maximo de 24 h.

Los puntos de muestreo del area
Castelldefels-El Prat son: Castellde-
fels (CAS), La Pineda (PIN) pertene-
ciente al municipio de Gava, La Mur-
tra (MUR) y El Prat de Llobregat
(PRA). El principal foco de contami-
nacidn de este sector es el rio Llobre-
gat [DBO;s = 20 mg O, I''; N-NH, =
0,6-3,4 mg 1''; caudal de agua: 20 m’
seg’; DQO = 112 mg O, 1" (12)].

Los puntos de muestreo del area
Barceloneta-Montgat son: Barcelone-
ta (BAR), Playa de Marbella, en el
municipio de Barcelona (MAR), San
Adridn del Besds (SA), Badalona
(BAD) y Montgat (MON). El princi-
pal foco de contaminacidn de este sec-
tores el rio Bes6s [DBOs=300 mg O,17%;

N-NH, =20 mg1"; caudal de agua: 3 m®
seg’; DQO =386 mg O, 1" (12)].

Una descripcién mds precisa del
emplazamiento de estos puntos de
muestreo la han efectuado Parés y col.
(10). La representacidn de los mismos
se encuentra en la figura 1.

Actividad heterotrdfica

La actividad heterotréfica del bac-
terioplancton se determina mediante
la incorporacién de timidina tritiada
en la fraccion insoluble en el 4cido tri-
cloroacético frio, de acuerdo con la
metodologia de Fuhrman y Azam (4-
5). Se utiliza 20 nM de metil—*H—ti-
midina (80-90 Ci/mmol, Amersham,
Inglaterra). La incubacion se efectia
en el laboratorio a temperatura am-
biente (18-22 °C) durante 30 min. La
fraccion insoluble en acido tricloroa-

Estany
Murtra,

Castelldefels

Ripollet /
Montcada Montgat
i Reixac 8

Figura 1. Situacion de los puntos de muestreo en la zona de estudio
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cético frio se recoge en filtros de aceta-
to de celulosa de 0,2 u de didmetro de
poro (Sartorius), que una vez coloca-
dos en los viales de centelleo se disuel-
ven con 1 ml de acetato de etilo, afa-
diéndose después 10 ml de liquido de
centelleo. La radiactividad se mide
por centelleo liquido en un tri-carb
460 C, Packard Instruments Co. La
eficiencia se determina mediante un
estindar interno de n-hexadecano tri-
tiado. La actividad heterotréfica se ex-
presa en nmol de timidina incorpora-
da por litro y por hora.

Enumeracion de bacterias por epifluo-
rescencia

Se realizan recuentos de la pobla-
cion bacteriana por epifluorescencia,
basdndose en el método descrito por
Hobbie y col. (7). Las submuestras se
fijan inmediatamente al llegar al labo-
ratorio con formaldehido 0,2 % con-
centracion final. La tincion se efectia
con una solucion de anaranjado de
acridina (0,01 % concentracion final
en tris 0,02 M, pH 7,2-8,0, 20 °C, 2-3
min). Las bacterias tefiidas se recogen
sobre filtros nuclepore de policarbo-
nato de 0,22 p de didmetro de poro.
Las observaciones se efectian con un
microscopio Nikon Optiphot, dotado
con un sistema de fluorescencia epis-
copica EF-D, ldmpara de mercurio
Osram 100 W/2 vy filtros B y NDy,
(Nikon).

Actividad especifica

El concepto de actividad especifica
es usado habitualmente en enzimolo-
gia y hace referencia a la cantidad o
tasa de actividad enzimatica con res-
pecto a la cantidad de proteina. En es-
te trabajo, el término de actividad es-
pecifica hace referencia a la actividad
heterotrofica (medida por incorpora-

cion de timidina tritiada) en relacion
con el niumero total de microorganis-
mos detectados por epifluorescencia,
sin precisar volumen celular, biomasa
o contenido proteico; a pesar de que
esta enumeracion de bacterias no dis-
tinga entre bacterias activas, inactivas
o muertas. Los criterios de actividad
especifica de este tipo han sido usados
previamente por otros autores (13). En
este trabajo la actividad especifica se
expresa en nmoles de timidina incor-
porada por hora y por bacteria (nmol
timidina h!' bact.™).

RESULTADOS

Para evaluar las variaciones esta-
cionales que presenta la poblacion
bacteriana de la zona de costa Cas-
telldefels-Montgat, se ha determinado
la actividad heterotrofica (por incor-
poracién de timidina tritiada (4-5), la
densidad bacteriana (recuento directo
por epifluorescencia (7) y la actividad
especifica (actividad heterotréfica/
densidad bacteriana (13); a su vez se
determinan los valores de la tempera-
tura en el momento de la recogida de
las muestras. La evolucion de dicha
poblacién se ha seguido durante el pe-
riodo comprendido entre noviembre
de 1983 y octubre de 1984.

En la figura 2 estan representados
los valores obtenidos de actividad he-
terotrofica y densidad bacteriana de la
zona de costa considerada (Castellde-
fels-Montgat), durante el periodo de
estudio. Se observa que el drea Barce-
loneta-Montgat presenta en lineas ge-
nerales una actividad heterotrdfica y
densidad bacteriana superiores a las
del area Castelldefels-El Prat.

En el area Castelldefels-El Prat, los
valores de actividad heterotréfica os-
cilaron entre 0,00095-2,077 nmol timi-
dina 1'' h! y la densidad bacteriana
fluctud entre 0,5-101X10° bact. ml™;
excepcionalmente los puntos de mues-
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Figura 3. Actividad especifica de la poblacion bacteriana a lo largo
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treo de CAS, PIN y PRA arrojaron ¢l mes de abril,y no se han vuelto a re-
unos valores de 204X10° 187X10°y  petir en ningln otro caso, siendo sor-
180 10° bact. ml', respectivamente. ~ prendentemente elevados sin que po-
Estos resultados fueron obtenidos en ~ damos dar una explicacion coherente,
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ya que durante estas fechas la tempe-
ratura del agua es baja y la poblacién
humana que puede ocupar la zona de
playas es escasa.

El area Barceloneta-Montgat pre-
sento un intervalo de valores de activi-
dad heterotréfica entre 0,0011 —2,457
nmol timidina 1" h! y de densidad
bacteriana que oscilo entre 0,04 — 102
X10° bact./ml”’. Ambos intervalos de
valores son similares a los obtenidos
en el area Castelldefels-El Prat; sin
embargo, en lineas generales, durante
todo el aifio fueron superiores en el
area Barceloneta-Montgat (figura 2).

En el area Castelldefels-Fl Prat se
observa un maximo en el nimero de
bacterias durante el mes de abril, sien-
do la actividad heterotréfica muy baja
en este punto (figura 2). Al establecer la
relacion entre la actividad heterotrofi-
ca/densidad bacteriana (actividad es-
pecifica) para esta misma zona de pla-
ya se obtienen valores muy bajos (figura
3), sugiriéndose que no todas las bac-
terias son uniformemente activas, de-
bido a que predominen las bacterias
poco activas o bien que exista una po-
blacién bacteriana aldctona propor-
cionalmente alta y por tanto inactiva.
Sin embargo, en el mes de junio se ob-
serva un maximo de actividad hetero-
trofica, mientras que el nimero de
bacterias es relativamente bajo, sien-
do por tanto la actividad especifica
elevada (figuras 2-3), sugiriéndose la
presencia de bacterias activas y autoc-
tonas. La temperatura del agua en ju-
nio es de 23,4—242 °C mientras que
desde noviembre a mayo (inclusive)
oscila entre 9,6 — 15,7 °C. Este hecho
induce a pensar que las variaciones
estacionales de actividad heterotrofi-
ca y actividad especifica en el area
Castelldefels-El Prat, estarian relacio-
nadas con la temperatura, ademas de
otros factores ambientales acudticos
(materia orgénica facilmente utiliza-

ble, «bloom» de las algas, salinidad).

En el area Barceloneta-Montgat se
obtienen dos picos maximos de activi-
dad heterotréfica durante los meses
de abril y octubre (figura 2). Sin embar-
2o, los valores de actividad especifica
son bajos en ¢l mes de abril para todos
los puntos de esta zona, lo que puede
explicarse por la presencia de bacte-
rias aléctonas que reduzcan la activi-
dad especifica, que, sin embargo, se
incrementa en ¢l mes de octubre para
los puntos BAD y MON (figura 3). Du-
rante el mes de julio la actividad espe-
cifica aumenté en todos los puntos de
muestreo (excepto en SA), presumi-
blemente debido a un mayor incre-
mento de la temperatura, que oscilé
entre 23 —23,7 °C.

En el cuadro 1 se expresan los coefi-
cientes de correlacidn entre actividad
heterotrofica-temperatura y actividad
especifica-temperatura, para cada uno
de los puntos de muestreo. En los pun-
tos CAS y PIN se obtienen unos coefi-
cientes de correlacion mucho mas sig-
nificativos que los obtenidos en MUR
y PRA. Posiblemente se deba a que es-
tos dos ultimos se encuentran someti-
dos (por su situacion) a una mayor in-
fluencia de los vertidos de la zona. El
punto de muestreco MUR recibe de
manera intermitente y no de manera
periddica los vertidos de la laguna de
La Murtra; por otra parte, El Prat se
encuentra muy cercano a la desembo-
cadura del rio Llobregat. Para los pun-
tos de muestreo de BAR, MAR y SA
los coeficientes de correlacién entre
las actividades y la temperatura son
muy poco significativos. Este sector
esta influido directamente por el nu-
cleo urbano de Barcelona y por la de-
sembocaduca del rio Besos (principal
foco de contaminacidn de este sector
de costa) en la playa de San Adrian de
Besds. En los puntos de BAD y MON
(menos contaminados que BAR, MAR
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Cuadro 1. Coeficientes de correlacion entre temperatura y actividad heterotrdfica (t-A;) y entre temperatura
y actividad especifica (1-A,)
Puntos de a Parametros r t,
muestreo correlacionados P
CAS 8 t-Aq 0,91621 <1% 5,60098
8 t-A. 0,86641 <1% 4,25021
PIN 9 t-Ay 091451 <0,1% 5,98100
8 t-A. 0,77213 <5% 2,97629
MUR 9 t-Ap 0,66189 <10% 2,33600
8 t-A, 0,81609 <2% 3,45893
PRA 9 t-Ay 0,66627 <10% 2,36391
9 t-A, 0,65347 <10% 2,28405
BAR 8 t-Ap 0,13414 <80 % 0,33157
8 t-A, 0,53023 <20% 1,53185
MAR 8 t-Aq -0,10833 <80% 0,26692
8 t-Ae -0,15421 <80% 0,38231
SA 8 t-Ay -0,01811 <90 % 0,02893
8 t-A. -0,07105 <80 % 0,17452
BAD 8 t-Ap 0,79517 <2% 3,21213
8 t-A. 0,73546 <5% 2,65880
8 t-Ap 0,84602 <1% 3,88802
MON 8 tA. 073927 <5% 268910

n, pares de valores. r, coeficiente de correlacion. P, significacion, expresada como probabilidad de

rechazo de la hipotesis segun la t-student.

y SA) presentan unos coeficientes de
correlacion entre las actividades y la
temperatura con un mayor nivel de
significacidon que los anteriores.

La observacion de las bacterias (pre-
viamente tefiidas con anaranjado de
acridina) al microscopio de epifluo-
rescencia puede orientarnos sobre su
estado fisiologico, ademads de consta-
tar una gran heterogeneidad morfolo-
gica en todo el sector de costa estu-
diado.

El anaranjado de acridina a bajas
concentraciones y pH basico tiene la
propiedad de ligarse a los acidos nu-
cleicos (ADN y ARN). Cuando el ADN
es mayoritario con respecto al ARN

las células se tifien de color verde fluo-
rescente; contrariamente, si el ARN
predomina la coloracion es roja fluo-
rescente (7). La tasa de crecimiento de
las bacterias marinas en aguas poco
contaminadas es baja; en ellas hay un
predominio de ADN, por tanto la co-
loracion observada al microscopio de
epifluorescencia sera verde. Cuando
la tasa de crecimiento es alta la canti-
dad de ARN aumenta y la coloracién
observada sera roja (7).

En la zona Castelldefels-El Prat, en
general, predominan las formas baci-
lares pequenas y de color verde duran-
te el afio de estudio. En el mes de junio
el predominio de bacterias de peque-
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fio tamafo va acompaiado de color
rojo fluorescente intenso. Este hecho
estaria de acuerdo con el aumento de
actividad especifica que experimenta
este sector en este mes (figura 3). En el
area Barceloneta-Montgat se obser-
van formas bacilares de mayor tama-
o que en el area Castelldefels-El Prat.
En el punto de SA aparecen largas ca-
denas de bacilos de gran tamario y de
color rojo intenso, asi como la presen-
cia de una gran diversidad de formas,
tamanos y predominio del color rojo.
Esta flora bacteriana visualizada en
este punto (SA) es muy semejante a la
observada en muestras del rio Besos,
que descarga sus aguas en esta zona.
Desde julio a mediados de septiembre
en los puntos de BAR, MARyBAD la
poblacidn bacteriana es de pequeio
tamaiflo con acusada fluorescencia ro-
ja, mientras que en MON la fluores-
cencia es predominantemente verde.
Posiblemente se trataria de bacterias
autoctonas, las cuales serian respon-
sables del incremento de la actividad
especifica, sobre todo la que corres-
ponde al mes de julio. Los puntos de
muestreo de BAD y MON presentan
una poblacion bacteriana mas similar
ala que se observa en la zona al sur de
Barcelona, es decir, predominio de
formas pequeias con coloracion ver-
de, lo que aun es mas evidente en
MON.

En conjunto, los resultados obteni-
dos sugieren una variacion biestacio-
nal a lo largo del aiio, tanto del nime-
ro de bacterias como de la actividad
heterotrofica en la zona situada al
norte de la ciudad de Barcelona (Bar-
celoneta-Montgat). El area situada al
sur de Barcelona (Castelldefels-El
Prat) presenta un modelo unimodal
mucho mas semejante a las variacio-
nes estacionales en mares poco conta-
minados. Las diferencias entre ambas
zonas de costa tan proximas entre si,

se atribuyen a la acusada contamina-
cion urbana e industrial del area si-
tuada al norte de Barcelona.

DISCUSION

Hasta la fecha muchos han sido los
intentos realizados para establecer un
modelo de variacion estacional de ac-
tividad y densidad bacteriana en dis-
tintos ecosistemas acuaticos (lagos,
rios, estuarios, aguas oceanicas y ma-
rinas). Los resultados obtenidos para
cada uno de ellos son distintos, inclu-
so dentro de un mismo ecosistema (2),
evidencidndose que las variaciones
estacionales de actividad y densidad
bacteriana pueden depender del pH,
temperatura, salinidad, fitoplancton,
presencia de materia organica facil-
mente utilizable (2, 6, 10-11).

Las zonas costeras presentan un
grado elevado de turbulencia y un en-
riquecimiento en materia orgdnica
constante de la costa, lo que implica
un aumento de actividad con respecto
a las aguas mas interiores. Es posible
que en aguas poco profundas los pro-
cesos microbioldgicos estén influidos
por una interaccion entre el agua y el
sedimento (3).

El estudio de las variaciones esta-
cionales de actividad y densidad bac-
teriana en las aguas de playa de la zo-
na litoral de Barcelona, indica un
modelo muy variable entre puntos de
la costa proximos entre si. Este hecho
induce a pensar que la variacion de la
actividad y del numero de bacterias
esta mas influido por los aportes de la

-costa que por parametros estaciona-

les. Los resultados obtenidos ponen
de manifiesto que la poblacién bacte-
riana de las aguas de playa al sur de
Barcelona (Castelldefels-El Prat) pre-
senta un comportamiento distinto al
de la poblacion bacteriana al norte
de Barcelona (Barceloneta-Montgat).
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Globalmente podemos considerar que
la zona al norte de Barcelona presenta
a lo largo de todo el afio una pobla-
cion bacteriana numéricamente supe-
rior, mas activa y de mayor tamaiio
celular al de la zona de playa corres-
pondiente al sur de Barcelona. Sin
embargo, los niveles de actividad es-
pecifica son equivalentes en ambas
Zonas.

La evolucion de la actividad especi-
fica muestra un modelo unimodal en
la zona al sur de Barcelona en rela-
cion conla época estival, mientras que
las fluctuaciones de actividad especi-
fica en la zona al norte de Barcelona
son mucho mads variables y no se pue-
den ajustar a un modelo unimodal
estival.

El mayor tamaiio celular observado
en la zona al norte de Barcelona po-
dria indicar un mayor aporte de nu-
trientes en dicha zona; si asi fuera, la
actividad heterotrofica y la actividad
especifica detectadas deberian ser su-
periores, Por tanto, este mayor tama-
o celulary las'variaciones atipicas de
las actividades podrian atribuirse al
impacto de la contaminacion costera
debida por una parte a la descarga del
rio Besds (materia orgéanica, toxicos,
bacterias autdéctonas y aloctonas), y
porotro lado a la elevada densidad ur-
bana e industrial: situacién contra-
puesta alo que sucede en el area al sur
de Barcelona, en la que la contamina-
cion producida por la descarga del rio
Llobregat parece ser inferior a la del
Besds y la densidad industrial y urba-
na es mucho menor que en la zona
anterior.

Por otra parte, los coeficientes de
correlacion entre 1a temperatura y las
actividades tienen un mayor nivel de
significacidn en la zona al sur de Bar-
celona que en el area Barceloneta-
Montgat; no obstante, en ambas zo-
nas, cuanto mas alejados estan los

puntos de muestreo del nuicleo urbano
de Barcelona, mas alto es el nivel de
significacion. Este fenémeno se hace
mucho mads evidente en el area Barce-
loneta-Montgat (cuadro 1), lo que in-
duce a pensar que en los puntos de
playa mas alejados del nucleo urbano
de Barcelona las variaciones de activi-
dad y densidad bacterianas no estdn
tan influidos por el impacto de la con-
taminacion urbana y si por parame-
tros ambientales naturales acudticos.
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