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c A P_Í T U L o I

INTRODUCCIÓN

El acetilmetilcarbinol o acetoina es un cuerpo que
tiene una situación excepcional en el estudio de la siste­

mática y biología de las bacterias. Puede decirse que está

entre los primeros cuerpos que pudieron ser reconocidos por
un método sencillo y cuya presencia adquirió muyprecozmen­

te un valor taxonómico de primera magnitud. Probablemente

junto con el indol ha sido el cuerpo investigado más fre­

cuentementeen la rutina de la investigación bacteriológica.

Por ello, son múltiples los métodos para facilitar su forma­

ción en los medios de cultivo y reconocerlos.

La irregularidad de la intensidad de las reacciones de

la acetoína y la falta de precisión de algunas indicaciones

para llevar a efecto su investigación y su determinación

cuantitatiVa,decidieron la elección del tema de tesis que

consiste en el estudio comparativo de los métodos para de­

mostrar la presencia del acetilmetilcarbinol y la utiliza­
ción de los mejores métodos de cultivo para lograr dicho

propósito.



Ademásnos propusimos estudiar la posibilidad de a­

plicación de un buen método de determinación cuantitativa

para poderlo utilizar en forma de micro-método.

Por último, se resolvió investigar los problemas

vinculados a la formación y desaparición de la acetoípa.

fenómenosque estén relacionados con la utiliZación de di­

cha substancia comofuente de carbono por las bacterias.

En la realización de este trabajo de tesis se ha se­

guido el plan que se detalla a continuación:

19. Elección de material y de métodos y enumeración

y descripción de los mismos.

29. Investigación experimental. En el curso de las

investigaciones experimentales se realizó el examende los
métodos cualitativos a los efectos de determinar su sensi­

bilidad y aplicabilidad. Se comparóel resultado de la a­

plicación de dichos métodos a liquidos fermentados, se es­

tudió y adaptó un método cuantitativo para la determinación

de pequeñas cantidades de acetoina y por último se investi:

gó la desaparición del acetilmetilcarbinol y la utilización
del mismo como fuente de carbono.
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CAPÍTULO II

ANTECEDENTES BIBLIOGRÁFICOS

El trebrjo de O. Voges y B. Proskauer publicado en

1808, describiendo la producción de una coloración parecida

e la de le eosina on cultivos de ciertos organismos en blu­

eosa-peptona. a los que se habia añadido una solución de po­

tesa el 10 fi, y el descubrimiento posterior de que la reac­

ción depende de la produccion de acetil-metil-carbinol (AAC).
marcan el comienzo de une serie de estudios sobre este cuer­

po en su releción con la Microbiología.

Según Parden (1905), el AMCse oxida por el agregado

de potasa, y en presencia de peptona se comunica al medio

una colorpción semejente a la de la eosina. Harden y Norris

(1911) informaron que el diacetilo en presencia de una solu­

ción concentrada de HOKreacciona con las proteinas dando u­

na coloración rosada con una fluorescencia verde. La colora­
' H\N_C/NH2cion parece depender del grupo H/ ‘NH , aunque se descono­

ce la importancie del radical -R. La reacción de Voges-Pros­

kauer (V-P) pueie indicarse así¿
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06H1206 (glucosa) -9 CHS-CO-CHOH-CH3 (AMC) 1- HOK -9

CHS-CO-CO-CHS(diacetilo) 1- peptona -> coloración rosada,

Recordaremos, desde la primitiva reacción de V-P. los

diversos ensayos para mejorarla, pues la reacción original

es débil y poco clara.

Se trató al principio de facilitar la oxidación de AMC

a diacetilo, ya sea haciendo pasar aire a través del medio,

como ensayara West en 1908, o bien. según sugirieron Chen y
Rettger (1920) por agitación e incubación a 3090 durante 1-3

horas y agitación nuevamente.

Se trató también de agregar agentes oxidantes. Levine,

Weldin y Johnson (1917) después de estudiar varios de dichos

agehtes (H202, 3902. Cr207K2), recomendaron el agregado de

2 ó 3 gotas de H202 a 6 ml. del medio alcalino, calentado en

un baño de agua hirviente durante 8 minutos. El uso de Hzoz

no resultó completamente satisfactorio cuando el medio era

coloreado. En 1929 Bedford ensayó el Nazoz, agregando lo mg.

a 2,5 ml. del medio de cultivo, seguidos por l ml. de HONa

40 fl; el tubo de cultivo se ponia en agua hirviente l minu­

to y después se agitaba.

Una dificultad importante experimentada con el uso de

agentes oxidantes es la naturaleza transitoria de la colora­
ción de los resultados positivos. Para obviar estos inconve'



nientes sugiere Werkman (1930) el empleo de ClSFe como cata­

lizador, con el cual el color permanecedurante varios días,

y aún después de l semana o más, es claramente visible. El

ClsFe parece catalizar la oxidación del AMC,pues la reac­

ción no se desarrolla en ausencia de un aceptor de hidrógeno,

Asi la reacción no debe ocurrir en ausencia de oxígeno atmos­

férico si no se provee otro aceptor de H apropiado. Aparente­

mente, ésta es la primera vez que se ha buscado una mejora

de la reacción de V-P usando un catalizador químico. Los en9

sayos anteriores han empleado agentes oxidantes que daban

por resultado una oxidación rapida y la aparición transito­
ria de la coloración eosina.

Otro de los catalizadores propuestos es el sulfato de

cobre amoniacal (Leifson, 1932).

O'Meara (1931) partió de una base distinta. Hasta el

momento se usaba el medio de cultivo de Clark y Lubs para

los ensayos de investigación de AMC.Él decidió adoptar un

medio sintético incoloro para que no interfiriera con el de­

sarrollo del color. Para eso, partió del mediosintético ci­

tratado de Koser. con el agregado de 0.5 % de glucosa. La ree

acción se observaba en 2-3 minutos, pero se encontró que ha­

bía una tendencia del AMCa desaparecer de los cultivos he­

chos en dicho melio al aumentar el tiempo de incubación, que



se debía según el autor, a la reducción a 2-3 butilenglicol.

Comprobó además que el agregado de glucosa no aumnntaba la

intensidad de la reacción y que por el contrario, el agrega­

de de l % de glucosa daba una reacción mucho menos intensa

que en un medio con 0,5 %.

O'Meara agregó entonces otro aceptor de hidrógeno al

medio, con el objeto de aumentar la formación del AMCe im­

pedir su reducción a 2-3 butanediol. Ensayó con NOSK,fuma­

rato de sodio. aspartato de sodio y azul de metileno, sien­

do el fumarato el más satisfactorio, pues daba resultados

muy constantes y seguros en concentración del l fi. Según

O'Hepra, al actuar comoaceptor de H, compite con el ace­

taldehido. con lo que disminuye la cantidad de éste reduci­

do durante la fermentación, quedando más substancia capaz de

conventirse en AMC,y en segundo lugar, tiende a acortar la

velocidad de reducción del AMCa 2s3 butilenglicol.

Para el ensayo en sí, teniendo en cuenta la ley de ac­

ción de masas de que la velocidad de una reacción es propor­

cional a la concentración de los reactivos, utiliza una so'

lución de potasa mucho más concentrada de lo que se acostum­

brarp hasta el momento (40 % o mayor), y como catalbzador

la creatina, o a falta de ésta. diciandiamida, aunqueasí
Ea reacción se desarrolla mas lentamente;



Epstein y Levine (1933) modifican ligeramente la téc­

nica de O'Meara. empleando la creatina en solución al 0,3 fi
en HOK40 fl. con lo que obtienen el 70 z de las positivas

dentro de l hora de agregado el reactivo y el 99 fi dehtri de

las 4 horas. Comparanel uso de los métodos de O'Ieara.

Werkmany el de Leifson. prefiriendo el de O'neara con los
reectivos en solución.

También W. Dorner y E. Hellinger (1935) hacen un estu­

dio comparativo de los métodos utilizados hasta el momento

para investigar le presencia de AMC.y aconsejan como conse­

cuencia una combinación de los métodos de Werkmany O'Meare

(creatina y ClSFe).

En 1936, M. Barritt trata dd aumentar la sensibilidad
de la reacción utilizando una solución alcohólica de alfa­

naftol. Berritt realizó un estudio muycompleto sobre la esp
pecificided química de la reacción con alfa-naftol, tratando

de reemplazsr sucesivamente cada uno de los factores de la

reacción: alfa-neftol, peptonay discetilo.
Tratando de reemplazar el alfa-neftol por cuerpos aná­

logos (con grupos -OH, o anillos naftslénicos), vió que és­

tos intensificabah poco o nada la reacción; ni siquiera el

betP-naftol puede sustituirlo. El poder de intensificar el
rojo de le reacción de V-P parece pertenecer pues exclusiva­



menteal alfa-naftol.

El alfa-naftol reacciona con el diacetilo y HOKno só­

lo en presencia de la peptona, sino también con otros com­

puestos nitrogenados. comogelatina, caseína. pepsina, cal­

do, arginina. diciandiamida. creatina. acetato de ¿uanidina,
etc. De estas experiencias deduce Barritt que la reacción

con elfa-naftol requiere substancias nitrogenadas muysimi­
lares a las de la reacción ordinaria de V-P.

Se vió finalmente que reemplazando el diacetilo se ob­

tuvieron resultados positivos con AMC.2-3 butilenglicol,g­

tilenglicol y también con caldo infusión y metanol indus­

trial. Con2-3 butrnediol y etilenglicol las positivas se
veían hasta 1:25. No se sabe si estos resultados se deben a

una reacción de los glicoles, a la presencia de alguna im­

pureza de los preparados, o si hubo alguna oxidación a dia­

cetilo durante la reacción. Comoestas substancias no apa­

recen en los cultivos en concentraciones tan grandes, este

error no afecta el ensayo. EfectiVamente, ambas substancias

dieron resultados negativos en el V-P ordinario.

El caldo de infusión ordinario dió también positivo

con alfa-naftol, probablemente por el extracto de carne pre­

sente, pues reaccionaron analogamente los extractos de

músculo fresco de buey, caballo y gallina, especialmente
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cuando fueron preparados por extracción a baje temperatura

seguidos por un tratamiento con vapor. La reacción se.debe

aparentemente s alguna substancia análoga el diacetilo o AMC

extrsída del músculo. Resulta obvio entonces que el caldo

infusión no puede servir comomedio de cultivo para ensaJar

la formrción de AMC.

Una solución al 5 fi de alfa-nnftol en metanol indus­

trialda color rosa con peptona y HOK.probablemente por los

productos nafténicos de le madera presentes en el alcohol,

que posiblemente contiene trazas de substrncias de naturale­

zn cetónice relacionadrs o idénticas 91 diacetilo. Es por lo
tanto esencial usar alcohol etílico absoluto comodisolvente

del alfa-naftol en este ensayo, concluye Berritt.

Los trabajos posteriores no introducen ya cambios radi­

cales en la técnico, pues sc limitan sólo a modificaciones o

combinaciones de los métodos fundamentales de O'Meara y de
Barritt.

Así, Batty-Smith (1941) modifica la técnica de Barritt

agregando una pizce de creatina, según lo ya oconsegado por

éste. y emplea además el C15Feque intensifica algo el color,

y le egitnción durante 5 minutos para aumentar la Velocidad

de desprrollo e intensidad del color; Coblentz (1943) aconSe­

jp le combinación de alfa-naftol con la solución de HOK­
creatina.



De fundamento completamente distinto es el ensayo que

pr0ponen Pirot, Bourgain y Dufau-Casanabe (1943). Se basan en

que el AMCtiene una función alcohólica secundaria vecina a

una función cetona y aconsejan usar para la investigación

cualitativa de laacetoina. la formaciónde la fenil-osazona.
de forma cristalina perfectamente definida y reconocible.

que Grimbert ya había señalado en 1901.

Las primeras determinaciones cuantitativas de AMCfue­

ron gravimétricas, por transformación en níquelodimetilglio­
ximn.

Lemoigne (1920) describió una reacción esgecífica para

el dosaje de AMCque consiste en agregar solución de ClSFe a

una porción del cultivo para oxidar la acetoina a diacetilo,

y destilar. El destilada se agrege a una mezcla de HONH4.

ClH.H2NHOHy ClZNi. El diacetilo se convierte en dimetilglio­

xima y ésta reacciona con la sal de níquel dando un precipi­

tado rojo. la níquel-dimetilglioxima, que se estima por pesado.

Van Niel (1927) modificó la reacción. que si bien muy

sensible, no daba resultados cuantitativos ni constantes. A­

grega un exceso de ClSFe a una parte alícuota dek cultivo.

destila lentamente y recoge el destilsdo en una mezcla de

ClH.H2NHOH.acetato de sodio y ClZNi. Los resultados son

constantes, pero sólo se puede determinar asi el 84 %del



AMCaproximadamente.

La modificación de van Niel fué también adoptada por

Tomiyasu(1937) quien hace el ensayo sobre menores cantida­

des de líquido fermentado. e igualmente Roland Knnze (1936)

propone una microdeterminación gravimétrica sobre 2-20 ml.

del líquido a analizar. Kniphorst y Kruisheer (1937) aumen­

tan el rendimiento de la reacción de Lemoigne-V.Niel llevan­

do a cabo la oxidación con una mezcla de SO4Fey ClSFe.

La formación de níquel-dimetilglioxima se utilizó tam­

bién para determinaciones colorimétricas (Prill y Hammer.

1938; Hooreman.1946), y para investigaciones cualitativas,

habiéndose propuesto en este caso el empleo de sales ferro­

sas en vez de níquel (Pirot, Bourgain. Dufau-Casanabe.1943).
Más cómodoque el método gravimétrico resulta el volu­

métrico propuesto por Langlykke y Peterson (1943), basándose

en que el AMCtiene el grupo acetilo unido directamente al C.

por 10 cual puede dar la reacción halofórmica. Para aplicar
1a reacción del iodoformo es necesario eliminar todos los

demás compuestos que puedan reaccionar con el iOdO. La aceto­

na está generalmente en gran exceso en algunas fermentacio­

nes, pero es prácticamente eliminada por completo por la

destilación de la mitad del volumen de una solución acuosa.
.1 . . .I .e] etanol en concentra016n aprec1able tambien reaCCiona con
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el iodo, pero esta reacción es muy incompleta a temperatura

ambiente y en el corto tiempo de reacción usado. Sin embar­

go, es también eliminado completamente por la destilación

de la mitad del volumen. El 2-3 butilenglicol reacciona con

el iodo alcalino en 15 minutos a la temperatura ambiente y

da un contenido aparente de AMCequivalente a lO % de su

propio peso. Sin embargo, la no volatilidad de este compues­

to hace que el error resultante det tercer cuarto del desti­

lado sea despreciable.

Olson y Johnson (1948), variando la concentración de

los reactivos, han modificado el método para 0.2‘1.0 mg. de

ncetoina por muestra.

A. Qureshi, Mansa Ramy J. N. Ray (1944) estudiaron a­

demás 19.posibilidad de reacción entre el ¡mc y el licor de

F hling para estimar acetoína en presencia de otros compue39
tos neutros.

En este trabajo hemos tenido especialmente en cuenta la

producción de AMCpor el A. aerogenes. pues es una reacción

diferencial de E. coli, sumamenteutilizada en el análisis
corriente de aguas.

Así hemos visto úna interesante propiedad que poseen

algunas cepas de Aerobacter aerogenes. de "destruir" el AMC,

os decir. que a medida que aumenta el tiempo de incubación.

las reacciones positivas de acetoina pasen a ser negativas;
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este hecho fué observado ya por Linton (1924), quien informó

la desaparición de una V-P positiva en 60 horas. En 1927,

Frederick S. Paine encontró que al usar un caldo de glucosa­

peprona (1 % de cada uno), algunas cepas de A. aerogenes que

daban una reacción positiVa franca de AMCen 36-48 horas, te­

nian una reacción dudosa a los 4 dias, y negativa a los 7 di­

as. Se presentaban entonces dos alternativas: a) la acetoina

es destruida por el microorganismo, ó b) se termina el apro­

visionamiento de peptona parcialmente necesario para el desa­

rrollo del color. Para demostrar que b) no es la responsable,

en tubos de distintas edades se agregó solución recién prepa­

rada de peptona el lO %, la cual no produjo diferencias apre­

ciables. De ahi que Paine opinara que "parece muy probable que

la mayoria de las reacciones de desaparición del AMCse de­

ben a su destrucción" y probablemente no a1 consumo de la

peptonc¡

En 1928 O. B. Williams y Mhrie B. Morrow ensayaron la

prepiedad de "destruir" el AMCen 113 cepas. comprendiendo

todas las coliformes, las fluorescentes verdes, y represen­

tantes de los géneros Salmonella, Eberthella, Proteus, ¿garg­

tifi y Bacillug, observándose la desaparición del color de u­
na reacción positiva en las bacterias coliformes, especial­

mente A. aerogenes (no todas las cepas), algunas bacterias
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verdes fluorescentes, y todos los aerobios esporulados ensu­

yados (B. subtilis, B. cereus, B. mycoides, B. vulgatus, l

cepn de cada uno; 3 esporulados no identificados).

Para determinar si lr velocidad de destrucción del AMC

era influenciada por el agregado de material nutritivo extra.

se reforzó el medio con glucosa de 0,1 a l z; con glucosa y

peptona 0,5 % de cada una, y con peptona sola 0,5 %. La pep­

tona sola no produce efecto, pero en cambio el agregado de

glucosa en cantidades mayores al 0,1 %. produjo, salvo en un

cultivo, una destrucción retardada, siendo este retardo a­

proximadamenteproporcional a la cantidad de glucosa agrega­

da. De ahi que los autores supongan que la desaparición del

AMCse debe a que es utilizado como fuente de C. Ya estos au­

tores observan ademas que le capacidad de i'destruir" AMCno

se corresponde con ninguna otra característica que se haya
determinado.

Ralph P. Tittsler (1938), repasando los trabajos ante­

riores, hace la salvedad que la desaparición de AMCno está

claro si se debe a que las bacterias lo fermenten o lo re­

duzcan a 2-3 butanediol.

Los ensayos de fermentación se hicieron en un caldo

extracto de carne con 1 % de AMC.y la habilidad de las bac­

terias de utilizer acetoína presente en el medio comoúnica

fuente de C se determinó en un medio sintético del tipo del



de Koscr, reemplazando el citrato por AMC.Se observó que a­

proximadamente la mitad de las cepas de A. aerogenes y ¿¿_g—

¿ytocum fermentaban esa substancia, pero no era atacado por

ninguna de las cepas de A. cloaqag. A. levans o por ninguno

de losmiembros del grupo Escherichia o el grupo intermediario.

No hubo nunca producción de gas. Todas las cepas del género

¿9r0b“gtgg, salvo dos, que fermentaban el AMCen caldo nutri­

tivo, también crecian y producían ácido en el medio sintético,

y daban V-P negativa en el medio de Clark-Lubs después de

3-5 díasc

TampocoTittsler encontró ninguna relación entre la ca­

pacide de fermentar AMCy alguna otra característica de cul"
tivo.

E1 autor aconseja. por lo tanto, ensayar la producción

de AMCen cultivos de menos de 3 días, Sugiere además como ex­

plicación de la distinta actividad de diferentes cepas, que
estén relacionadas con diferencias en los potenciales de 6­
Xido-reducción.

También en 1938, como parte de una serie de estudios so­

bre el AMC,Yukio Tomiyasu (') observa la ausencia de produc»

ción de acetoina por E. coli, y la desaparición de AMCen a1­

Ï' Desgraciadamente, por encontrarse los trabajos en J
nes, sólo hemos podido consultar los resumenes de lo
mismos.



gunos cultivos de An aerogenes° Además, no hay producción de

AMCcuando le solución de azúcar es demasiado diluída, indú­

cando 0,5 % como concentración óptima. Observó también el cre9

cimiento en un medio artificial inorgánico con AMCcomoúnica

fuente de C. Tomiyasu afirma que el ácido acético es un pro­

ducto de descomposición del AMC.Basándose en sus obserVacio­

nes, establece una clasificación del grupo coli-aerosenes
desde el punto de vista de la producción y descomposición del

AMC:los coli no producen ni asimilan AMC,el grupo aerogenes

produce AMC,pero sólo algunos de ellos lo asimilan. Sostiene

que la desaparición de la reacción de V-P no debe ser atri­

buida a la transformación en 2-3 butilenglicol.

Existen también algunos trabajos sobre fermentación de

acetoina por otras bacterias: Virtancn y Kontio (1939) obser­

van que cultivos aislados de manteca son capaces de "destruir"

el AMCo diacetilo agregado a la leche. Segal (1940) aprove­

che la capacidad del gtaphylococcuswalbus de utilizar el AMC

comoúnica fuente de C para diferenciarlo del gtgpgylgggggug

EEEEEÉ<

Más recientemente, H. Lemoigne y M. Hooreman (1948), es­

tudiando el problema de la utilización del AMC.coinciden en

que 1a importancia de la cepa es innegable, y de que las con­

diciones de nutrición del organismo son por lo menos igual­



mente importantes. Puesto que la no toxicidad del AMCy del

butpnediol hacen innocua su acumulación, cuando las condi­

ciones para el crecimiento microbiológico son desfavorables
o cuandofalta el azúcar, el butilenglicol y la acetoina pue­

den actuar comosubstitutos de fuente de C y energía. Asi es­

tos productos desempeñanen ciertos casos, el papel de subs-_
tancias de reserva extracelulares.

Todos los autores coinciden en la necesidad de la ae­

reación para la mejor producción de AMC:es así que todas

las patentes de producción de AMCpor fermentación utilizan

una aereación intensa (Verhave 1928, 1929, 1933; KluyVer y

Scheffer 1933) para impedir la formación de butilenglicol o

para transformar éste en AMC.Amboscuerpos forman un siste­

ma de óxido-reducción; todo factor que levante el potencial

de óxido-reducción favorece la acumulación de AMC.mientras

que un bajo potencial lleVa el sistema a la formación del

glicol (Stahly y Werkman,1942). Así 00mprobaronreciente­
mente Paretsky y Werkman (1947) que el agregado de azul de

metileno a las fermentaciones dc glucosa por A. aerogeggg au­

menta los rendimientos de AMCa expensas dwl 2-3 butilengli­

col. El azul de metileno lleva el sistema a un potencial red­

ox en que puede funcionar comoaceptor de hidrógeno para re­

alizar la oxidación del glicol al carbinol. El oxígeno o el



aire a presión también aumentan la conversión del 2-3 butó­

lenglicol a AMCpuesto que funcionan comoaceptor de hidró­

geno, resultando la combinación de azul de metileno y pre­

sión más efectiva que cada uno de ellos por separado.

Pirot, Bourgain y Dufau-Casanabe (1943) han estuuiaáo

la importancia de los factores de óxido-reducción en la pro­

ducción de acetoina, especialmente el acido fumárico, emplea­

do en el medio de O'Meara y han comprobado que dicho ácido

permite apreciar después de 24 horas de incubación la produc­

ción de AMCa expensas de la glucosa por un germen tipo ¿igor

bacter. En ausencia de factores de óxido-reducción hay forma­

ción lenta y progresiva de acetoina. Los factores de óxido­

reducción hidroquinona y acido ascórbico no pueden reempla­

zar a1 fumárico; la adrenalina tiene una acción favorecedora

positiva, pero débil, en 1a producción de AMC.



CAPÍTULO III

MATERIAL Y MÉTODOS

La acetoína usada en estas experiencias fué traída de

los Estados Unidos, proveniente de la Fairmount Chemical Co.

Era un liïuido que conservado unas semanas en la heladera.

separó un sólido soluble en agua y alcohol e insoluble en é­

ter. Se lo purificó según lo aconsejado por Stahly y Werkman

(195€) lavéndolo con éter y se lo secó en corriente de carbó­

nico Se obtuva asi un sólido blanco y cristalino, sin punto

de fusión definido (el dinero), que se utilizó en todas las

experiencias‘

A continuación se detallan los reactivos empleados en

los métodos cualitativos de determinación de acetoína, y se

indica la técnica empleadapor los autores para investigar
el ANC =

ÏQEÉÉZEEQEEÉRÉEF

Se agrega al cultivo un volumen igual de solución de

HCKal 10 fl. Al cabo de 24 horas se observa una coloración

parecida a la de la eosina.
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Werkman:

Emplea ClSFe al 2 Z y solución de HONaal lO %.

A 5 ml. del medio se agregan 2 gotas de ClSFe y luego

5 ml. de HONa.El Clee debe agregarse antes para impedir u­

na floculación abundante. El resultado positivo está caracte­

rizado por una coloración cobriza que comienza en la superfi­

cie y se extiende por el medio después de unos minutos. Se­

gún obserVaran Ruchhoft, Kallas, Chinn y Coulter (1931) con­

viene llevar los tubos después de la reacción, a 379, lo que
acelera la formación de color.

O'Meara:

Usa una pizca de creatina sólida (unos 25 mg.) segui­

dos por 5 ml. de HONaconcentrado, nunca menor de 40 %.

Nosotros hemos usado la modificación de Levine, Eps­

tein, Vaughn.

Levine, Epstein, Vaughn:

Emplean una solución de 0,3 z de creatina en HOK40 %.

Esta solución puede conserVarse durante 4-6 semanas si se

guarda en la heladera y no más de 2 semanas a la temperatura

ambiente (22-259C), mientras que a mayor temperatura se dete­

riora muyrápidamente.



me
El reactivo se prepara así;

1 g. de SO4Cu.5H20 se disuelve en 4o m1.. de HONH4coné;

dens. 0,90. Esta solución se agrega a 960 ml. de HONapor lo

menos al 10 fl (una concentración inferior al 10 % puede pre­

cipitar el Cu). La solución azul resultante es estable si se
conserva en botella tapada.

Se mezclan cantidades iguales de reactivo y cultivo. A

la temperatura ambiente. sin agitar, se forma en la superfi­

cie una coloración rojo-brillante en 10-20 minutos. Inmedia­

tamente después de mezclar el reactivo se desarrolla una co­

loración levemente purpúrea en el tubo, Que desaparece en po­

cos minutos, y no debe confundirse con el positivo que se for­

ma en la superficie.

Dornerz Hollinger:
El método recomendado es tomar l ml. del cultivo en un

tubo de ensayo ancho, agregar una gota de creatina 1 %, agi­

tar. una gota de C13Fe 2 Z, agitar bien; l ml. de HONa20 %

y agitar. Colocar a unos 379 pero no agitar al principio pa­

ra observar antes y con mayor claridad el resultado positivo

indicado por una coloración rosa eosina a rojo brillante for­

madoen la superficie y que se difunde hacia abajo al medio.
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Barritt:
Usa l ml. del cultivo al que se agregan 0,6 ml. de al­

fa-naftol al 5 % en solución alcohólica, y 0.2 ml. de HOKal

40 %. Resultados también buenos se obtienen con 0,5 ml. de

alfa-naftol al 6 %y 0,5 ml. de HOKal 16 z. Es necesario no

agreger un exceso de HOKporque tiende a enmascarar las reac­

ciones más débiles al dar una coloración cobriza con el alfa­

nsftol solo.
Conesta técnica se obtienen resultados positivos 2-5

minutos después de agregado el reactivo.

Battx-Smiths
A 5 ml. del cultivo se agrega una pizca de creatina y

2 gotas de ClSFe 2.%. y se agita un poco la mezcla. Se agre4

gan 3 m1. de una solución 5 % de alfa-naftol en alcohol ab­

soluto, seguidos de 1 ml. de HOK40 %. Se agita la mezcla vi­

gorosamente 5 minutos en un agitador de Kahn;

Nosotros hemos empleado la solución de creatina de Le­

vine, Epstein, Vaughn, y a falta de agitador mecánico. hemos

agitado la gradilla 5 minutos a mano.

Coblentz:

A 2 m1. de medio se agregan 0,6 ml. de alfa-naftol (5 g.

en 100 m1..de alcohol 95 %). seguidos por 0,2 m1. de HOK4o z



al que se había agregado 0,3 % de creatina. Se agitaron los

tubos vigorosamente durante 30-60 segundos. Una reaccion po­
sitiva se caracteriza por una intensa coloración rosada que

se desarrolla desde unos pocos segundos a 5-10 minutos des­

pués de agregados los reactivos.

Osaz na:

Se lleva a baño maría durante 20-30 minutos una mez­

cla.de volúmenes iguales del cultivo microbiono y del reac­
tivo fenilvhidrazina (l ml, o aún menos de cada uno bastan

para la reacción). El examenmicroscópico directo entre por­

ta y cubre, nuestra cristales muycaracterísticos, de lon­

gitud bastante variable, entre 50 y 120 P; al cabo de 2 mi­
nutos al baño maría ya se nota la presencia de pequeños

cristales muy regulares, en forma de cruz de S. Andrés o de

X; si se mantiene el contacto al baño maría durante una ue­

dia hora, la forma cristalina inicial se desarrolla y seme­

Jn dos hojas de helecho cruzadas, pudiendo modificarse la

disposición inicial y completar el número8.

Para le determinación cuantitatiVa se empleó la téc­

nica de Langlxkgg v Egtgrsggz

Se utilizó un aparato de destilación construído por
el Sr. G. Klobassa, consistente en un balón de 500 ml. ¿e
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cuello esmerilado que se adapta a un refrigerante corto.

La técnica es la siguiente:

Se ponen en el balón 100 m1. del liquido en el que se

quiere determinar AMC.La velocidad de calentamiento se a­

justa de tal modoque el destilado que se recoge esté frío

y el medio que destila hierva regularmente. Se recoge una

fracción de exactamente 50 m1. en una probeta, que puede de­

secharse o usarse en la determinación de los productos más

volátiles de la fermentación. Se recoge luego una segunda

fracción de exactamente 25 ml. y se analiza por la reaccion
del iodoformo.

Los 25 ml. destilados se agregan a 15 m1. de HONaN/l

en un Erlenmeyer de 150 ml. Se enjuaga la probeta con 3 por­

ciones de unos pocos m1. de agua y se agregan al Erlenmeyer.

Después, mientras se agita constantemente el Erlenmeyer con

una mano, se agregan rápidamente exactamente 5 ml. de iodo

0,2 N con una pipeta sostenida en la otra mano. La precipi­

tación del iodoformo comienza casi inmediatamente y después

de 10 minutos la reacción es completa. Después de permane­

cer 10-15 minutos fuera de la luz solar, se echan 20 ml. de

SO4H2N/l y el iodo liberado se titula inmediatamente con

S203Na2 0,1 N, usando almidón como indicador. Se usa una se­

mimicrobureta que permite apreciar 0,01 ml. Se hace un blan­
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co con 5 m1. de la solución de iodo, con agua destilada re­

emplazando a la muestra.

CHS-CO-CHOH-CH3 + 3 I2 + 4 HONa -9 CHIS + 3 INa *

+ NaOOC-CHOH-CH3 f 3 HZO.

Como 1 molécula de AMCequivale a 6 átomos de iodo, 1

milimol (ó 88 mg.) equivalen a 60 ml. de iodo O,l N. Por lo

tanto, por cada ml. de iodo 0,1 N usado en la reacción del

iodoformo hay 1,467 mg. de acetoína en la muestra. Comose

ha comprobadoque en el tercer cuarto del destilado pasa el

23,9'% de la muestra, para obtener el contenido total de AMC

de los 100 ml. destilados. se divide el contenido del tercer

cuarto del destilado por el factor 0,239.

mg. de AMC en 100 ml. -__z__146__'7__XA ml. S203Na2_ 0.239

Para la determinación empleando una cantidad menor de

liquido fermentado, se empleó otro aparato de destilación,

también construído por el Sr. Klobassa. Consta de un tubo de

vidrio Pyrex de 4 cm. de diámetro y 20 cm. de largo, con

borde esmerilado, que se adapta a un refrigerante. Hemosu­

tilizado un tubo de ese largo porque el líquido fermentado

por A. aerogenes produce siempre mucha espuma al destilar y

se disminuye así el peligro de que pase ésta al destilada,
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Se introducen en el tubo de destilación 20 m1. de li­

quido a analizar, y se calienta directamente con cuidado.

Los primeros 10 m1. se recogen en probeta de lO m1., y los

5 m1. siguientes (la fracción a titular) en un matracito de

5 m1.. también hecho por el Sr. Klobassa, y aforado por pe­

sada con agua destilada.

El tercer cuarto del destilado se agrega a 5 ml. de

HONaN/l en un Erlenmeyer de tapa esmerilada, se enjuaga el

matracito con tres porciones de agua, y se Juntan éstas al

destilado, Después se agregan 5 ml. de iodo 0,05 N rápidamen­

te y se deja en la oscuridad 10-15 minutos, se echan 5.5 ml.

de SO4H2N y se titula inmediatamente con szObNaZ 0,025 N.

Se hace también un blanco con agua destilada.

Veremos el cálculo del contenido de AMCal estudiar es­

te método.

Comomedios de cultivo, se emplearon el que indican

Clark y Lubs para la reacción de V-P y que es el mismo adop­

tado por Difco:

Peptona. . . . . . . . . 5 g.

Glucosa. . . . . . . . . 5 g.

PO4HK2 . . . . . . . . . 5 g.

Agua destilada ., . . .Iooo m1.
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Se ajusta a pH7.2 y se esteriliza 20 minutos a 1209.

El medio de O'Hbara es el siguiente:

ClNa . . . . . . . . . . . . . 5 g.

SO4Mg. . . . . . . . . . . . . 0,2 g.

P04H2NH4 . . . . . . . . . . . l g.

Citrato de sodio (cristalino). 2,77 gt

Glucosa . . . . . . . . . . . 5 g.

Ácido fumárico . . . . . . . . 7 g.

Agua destilada hasta 1000 ml.

Ésta es la fórmula que indican Pirot. Bourgain y Dufau

Casanabe, quienes han reemplazado los lO g. de fumarato de

sodio que indica O'Meara, por 7 g. de ácido fumárico. El me­

dio con fumarato de sodio no requiere ajuste de la reacción¡

el de fumárico, por el contrario, debe llevarse a pH 7,5. Nos­

otros hemos usado el ácido fumárico por ser la droga de que

disponíamos.

Hemosagregado la glucosa asépticamente al medio, pues

esterilizándola con los demás ingredientes el medio tomaba un
color amarillento. Tambiénhemos esterilizado el medio com­

pleto, filtrándolo por Seitz.

La producción de AMCse ensayó también en un medio sin­

tético con glucosa comoúnica fuente de carbono:
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PO4HNaNH4.4H20. .

PO4H2K . . . . .

SO4Mg . . . . . .

Glucosa . . . . .

Agua destilada .

Se lleva a pH 6.8-7,0 y

1,5 g.

1,0 g.

0,2 g.

5,0 g.

lOOO ml.

se esteriliza a 120Qdurante

20 minutos. La glucosa se agregó asépticamente al medio.

Para los ensayos de utilización de AMCse empleó el

medio recomendadopor Tittsler:

PO4HNaNH4.4H20 .

PO4H2K . . . . .

SO4Mg . . . . . .

Acetoína . . . .

Agua destilada .

Se lleva a pH 6,8-7,0 y

120°;

1.5 g.

1,0 g.

0,2 g.

2.0 g.
1000 ml.

se esteriliza 20 minutos a

La cantidad de AMCse varió de modo de contener 0,1 %;

0,05 % y 0.02 %. También se preparó un medio que contenía

0,5 % de glucosa y 0,02 % de AMC

Ademáslos ensayos de fermentación se efectuaron so­

bre caldo extracto de carne común, con el agregado de AMCen

concentraciones de 0.2 %, 0,1 %, 0,05 %y 0,02 fl; con 0,5 z

de glucosa; con 0,5 % de glucosa y 0.02 z de “MC.



Se utilizó también el medio de O‘Mearasin glucosa; sin

glucosa y con AMCal 0,2 % y 0.02 %; el mismo medio sin fumá­

rico y sin glucosa, pero con AMCal 0,2 % y 0,02 %.

Las cepas empleadas provienen en parte de las utiliza­

das comomaterial de enseñanza, algunas del Instituto Nacio­

nal de la Nutrición, otras de Obras Sanitarias de la Nación

y algunas fueron aisladas por nosotrosn Las cepas de B. poli­

gxgg y las de B. macerans fueron cedidas por la Srta. Nélida
Giambiagi de las utilizadas para su tesis, proviniendo en

parte del N.R.R.L.

La lista es la siguiente:

Aerobacter aerogenes, 6 cepas (2 "destructora5").
Escherichia coli I, Intermediario I y II, Irregular Iy
Bacillus polxmng, 10 cepas.
Bacillus macerans, 5 cepas.

Los cultivos se mantuvieron en agar extracto de carne,

salvo en el caso de B. polxgng, en que también se empleó el

agar rojo neutro. Se utilizaron las temperaturas óptimas de

incubación, 309 (289 en nuestro caso) y 379.
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CAPÍTULO IV

RESULTADOS EXPERIMENTALES

Se trazó el siguiente plan de trabajo:

l) Examende los métodos cualitativos más importantes

de determinación de acetoína y resultados comparativos de los

mismos.

2) Aplicación de los métodos cualitativos a líquidos
fermentados.

3) Métodos cuantitativos de determinación de AMC:estu­

dio del método volumétrico de Langlykke y Peterson.

4) Ensayo de determinación volumétrica empleando meno­

res cantidades de líquido fermentado.

5) Ensayo de crecimiento de distintas bacterias en me­

dios con AMCcomo única fuente de carbono.

6) Estudio de las condiciones de "desaparición" de AMC

con ciertas cepas de A. aerogenes.

A continuación se detalla el trabajo experimental y los

resultados obtenidos correspondientes a cada uno de los tópi­
cos enumerados.



l) Examendo los métodos cualitativos más imgortantes

de determinación de acetoing y resultados comparativos de
los mismos.

Se estudiaron y compararon los métodos cualitativos e—

numeradosen el capítulo anterior, siguiendo las técnicas a­

lli indicadas. con el objeto de determinar su sensibilidad y

oOmparar sus ventajas e inconvenientesh

Para determinar el límite de sensibilidad de cada uno

se hicieron diluciones crecientes de AMCen dos medios dis­

tintos de cultivo, que son los que se utilizaron para los en­
sayos de fermentación: el de Clark-Lubs, y el medio sintéti­

c0 con glucosa como única fuente de carbono.

Para tener valores comparativos de limite de sensibili­

d¿d se redujeron las cantidades de todos los reactivos para
1 ml. de cultivo.

Comola técnica original de V-P dió resultados defi­

cientes y exigió un tiempo demasiado largo para la lectura

(24 horas), no se la utilizó en la comparación.

Werkman:

Según el autor. el ClSFe no lleva a cabo la oxidación

2-3 butanediol en las condiciones del ensayo, y cualquier

organismo que haya reducido el AMCa 2-3 buti.englicol no
. I . .dara une falsa positiva.
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Revela una concentración de AMCde l:l0.000-l:ï¿0.0u0.

La reacción es muypoco neta. y lenta en aparecer, a­

celerándose un poco si se desarrolla el color a 37h, según

lo ya aconsejado por el autor.

Leifson:

Presenta una serie de inconvenientes: la coloración

purpúrea que se desarrolla en el primer momentoimpide dis­

tinguir con nitidez una reacción dudosa de una negativa. Por

otra parte, sólo es positiva en 1: 2.000 y 1:5.000 en medio

ya peptonado. En medios sintéticos no es aplicable, pues

falte el grupo guanidina que se combine con el diacetilo pa­

ra dar el compuesto rosado. Hemosresuelto la dificultad a­

gregando al medio sintético, en éste y en los demás casos

análogos, una pizca de peptona (en polvo para no diluir),
en el momentode realizar la reacción.

O'Heara:

Esta técnica no fué utilizada, usándose en cambio la

modificación de Levine-Epstein-Vaughn, Según su autor, puede

revelarse fácilmente 1:20.000 y aún 1:50.000 de AMC.Proba­

blemente la intensificación de la reacción con creatina se

debe a que provee ¿avnr cantidad de grupo guanidina.
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Levine-Epstein-Vauggg:

El uso de la solución creatina-HOK permite la realiza­
ción de la reacción con un solo reactivo.

E1 desarrcïlo de la reacción es bastante rápido y al

cabo de media hora se tiene el 52 % de los resultados posi­

tivos, y en 24 horas el 96,5 %, según lo indican Vaughn,

Mitchell y Levine.

Puede aplicarse directamente en cualquier tipo de me­

dio, aún sintético.

Permite apreciar el AMCen una concentración de hasta

1:100.000.

QQEEÉÏZHÉ21ÁEEÉE‘

Permite apreciar el AMCen una concentración de hasta

1:100.ooo, a1 cabo de media hora.

Mejora la sensibilidad de la reacción de O'Meara, pe­

ro el desarrollo de la reacción no es tan rápido comoen

técnicas posteriores.

Barritt:
Esta reacción es la de uso general en los laborato­

rios.

Según su autor, revela una concentración de AMCde

1:500.000-1:l,000.000, y hasta de 1:2.500.000 con creatina.
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Nosotros hemos encontrado esa sensibilidad al cabo de media

hora.

Es un método muysatisfactorio por su sencillez, su ala

ta sensibilidad y la nitidez de lectura. Ademásla colora­

ción se desarrolla rápidamente, especialmente si se agita.

Vaughn, Mitchell y Levine han encontrado que en media hora

se tiene el 94,5 z de las reacciones positivas, el 99,5 z a

la hora, y el lOO % a las 2 horas.

Al usarla en medios sintéticos, hemosdebido asrcgar

una pizca de peptona en el momentode efectuar la reacción.

Battx- Smith:

El tono es más intenso que en la reacción de Barritt, y

las reacciones más netas; las dudosas son casi inexistentes.

Puede revelarse 132.000.000 de AMC,pero el uso de este mé­

todo resulta fastidioso, pues exige la agitación en agitador

de Kahn (ncsotros hemos agitado a mano) durante 5 minutos.

Coblentz:

Se puede revelar 1:2.000.000 de AMC.

La reacción es sumamentesencilla de realizar, rápida

en desarrollar, más si se la agita, y neta. A igual sensibi­
lidad que 1a modificación de Batty-Smith, es muchomás sen­

cilla de ejecutar, por lo que se la ha elegido en todas las



ocasiones subsiguientes en que fué necesario investigar la

presencia de AMC.Además es aplicable en cualquier medio de

cultivo, aún sintético.

Osazona:

La técnica es relativamente sencilla, pues puede eje­
cutarse en el medio tal cual, pero no resulta neta. Además

requiere el uso del microscopio.
Su sensibilidad es de 131.500.



2) Aplicación de lospmétodos cualitativos a líquidos
fermentados.

Todas las reacciones cualitativas se aplicaron a seguir

el curso de una fermentación. Se usó comoejemplo la del ¿¿

aerogenes, empleandodistintas cepas y en distintas condicio­
nes. Se eligieron especialmente cepas "destructoras" por ser
en este caso más interesante el conocimiento del momentode

la desaparición de una reacción positiva de acetoina.

Diariamente se sacó muestra estérilmente. y se ensayo

la reacción de AMCpor los distintos métodos, en diluciones

crecientes de la muestra con el medio utilizado en el ensayo,

considerándose comolimite la mayor dilución en que la reac»

ción resulta positiva.
Deseábamosver así en qué forma acusan las distintas

técnicas las variaciones del contenido en AMC.Para ello se

realizaron los enSayos en medios muydiferentes: el de Clark­

Lubs, que es el recomendado en casi todas las reacciones; un

medio sintético en que la única fuente de carbono es la glu­

cosa. y también el medio de O'Meara. Se ensayaron además

dos temperaturas de incubación: 379 y 289 (309 es lo que in­

dica la literatura). Esta última es la temperatura óptima

de crecimiento del A. Perogenes, y la recomendada actualmen­

te para la producción de AMC.Se probaron dos cepas "des­
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tructoras" de n- aerogenes: la 14 y la 15.

Les cifras que figuran en los cuadros corresponden al

denominador de la dilución de l parte de.la muestra en el me­

dio ensayado,;en la que aún se observa una reacción positiva.

I) Cepa 15 de A. aerogenes, incubada a 379 en el me­

dio de Clark-Lubs. Esta temperatura y este medio son los que

se recomendaban hasta hace unos años para la reacción

(Standard methods of the American Public Health Association,

1933, 1936; Barritt, 1936, etc.).

Cuadro I.

Tiempo de‘incubaciónMetodo dlas
l Z 5 4 6

Werkman - lO i ­

Leifson - 2- ­

Levine-Epstein-Vaughn lO lO ; ; ­
Dorner-Hellinger 25 25 10 lO ­

Berritt 150 75 15 ­

Betty-Smith 50 150 50 15 ­

Coblentz 200 100 35 ­

II) Cepa 15 de A. aerogenes, incubada a 289 en medio

de Clark-Lubs. Hemosadoptado en este ensayo la temperatura

recomendadapor los trabajos más recientes (Vaughn, Mitchell



y Levine, 19392 Coblentz, 1943; Taylor, 1945), conservando el

medio de Clark-Labs para comparar resultados.

Cuadro II.

, Tiem o de i cub ción
Metodo p (día: a

2 3 4 6 7

Werkman _+_ 1 ­

Leifson i ­

Levine-Epstein-Vaughn 20 15 5 ­

Dorner-Hellinger 20 10 5 ­

Barritt 250 100 25 ­

Batty-Smith 300 150 75 1 ­

Coblentz 500 250 100 20 i

III) La misma cepa 15, sembrada en medio sintético

con glucosa comoúnica fuente de carbono, e incubada a 379.
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Cuadro III.

Método Tiempo de'incubacióndlas
l Z ' 7 9 10

Werkman - L ­

Leifson - ­

Levine-Epstein-Vaughn .t lO 10 ­

Dorner-Hellinger i lO 10 ­
Barritt 10 30 50 ­

Batty-Smith 35 75 100 i ­

Coblentz 50 100 150 i ­

IV) Cepa 14 de A. aerogenes, sembrada en el medio sin­

tético con glucosa, e incubada a 289.

Cuadro IV.

Tiempo de incubación
Método (días)

3 7 8 15 16

Werkman 5 ­

Leifson - ­

Levine-Epstein-Vaughn 15 lO 5 ­

Dorner-Hellinger 20 lO i ­
Barritt 100 35 20 5 ­

Batty-Smith 250 75 50 i ­

Coblentz 300 100 100 20 i



V) La misn. cepa 14. sembrada en el medir de O'Meara

e incubada también a 289.

Cuadro V.

I Tiempo delincubaciónMetodo as
1 5 5 6 7

Werkman i i ­

Leifson - j ­

Levine-Epstein-Vaughn 15 50 20 15 lO

Dorner-Hellinger 15 50 20 20 15

Barritt 200 550 75 50 35

Batty-Smith 550 500 250 100 75

Coblentz 500 750 350 150 100

De 1a observación de estos cuadros se llega a la con­

clusión de que en todas las condiciones ensayadas (cambiando

medio de cultivo, temperatura de incubación y cepa), la téc»

nica de Coblentz une a sus ventajas ya enumeradas, la de con?w

tituir el mejor indice de variación del contenido de AMCen

el curso de una fermentación. La técnica de Batty-Smith, que

había dado en el ensayo de sensibilidad un limite igual a la

de Coblentz, resulta en la práctica un poco inferior a ésta,
pero superior a 1a de Barritt con alfa-naftol solamente,

Se comprueoa también que las técnicas de Dorner-Hellinw



5er y Levine-Epstein-Vaushn son prácticamente del mismova­

lor par? señalar la presencia de acetoínr. pero por su me­
nor sensibilidad no revelan las variacione; del contenido

de AMC.Finalmente, las reacciones de Werkmany de Leifson

no resultan aconsejables, pues por su limitada sensibili­
dad sólo tienen un valor relativo.
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3) Métodos cuantitativos de determinación de AMC;es­

tudio del método volumétrica de Langlykke x Peterson.

Debido al material de que disponíamos, y por ser más
rápido y accesible que los gravimétricos, se eligió entre
los métodos cuantitativos el volumétrico, de Langlykke y
Peterson.

Este método se realizó originalmente según las indi­
caciones de sus autores.

Se ensayó primero la destilación empleando cantidades
conocidas de AMC,en la misma proporción aproximadamente

que la producida comúnmente por A. aerogenes (unos bo mg. %).

Se prepararon las soluciones de acetoína en los medios em­

pleados para los ensayos de fermentación, observándose que

en el medio no fermentado la destilación no ofrecía ninguna

dificultad. No ocurrió lo mismocon los líquidos fermenta­

dos por A. aerogenes, que producían una abundante espuma al

destilar, obligándonos a un calentamiento muycuidadoso. El

liquido fermentado por B. polxmzxahierve regularmente, sin

espuma.

Los resultados obtenidos con las soluciones de AMCen

los medios no fermentados se consignan en el cuadro VI.

Se observa en este cuadro que el error encontrado os­

cila entre 2 y 5 %. Si recordamos que con la modificación
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Cuadro VI.

AMCagregado AMChallado Error
met/o“ %

54,q 52,8 - 3,6

50,8 47,4 - 6,6

45,4 44,2 + 1,8

50,0 47,1 - 5,8

50,4 49,2 - 2,3

de Kniphorst y Kruisheer el rendimiento de la determinación

gravimétrica ha podido ser llevado a 95-7 %, resulta de to­

do punto de vista el método volumétrico preferible, gues en

forma más rápida y sencilla, se consiguen aproximadamente

los mismosresultados.

Comodeseábamos seguir cuantitatiVamente el curso de

una fermentación, nos encontramos con el inconveniente de

necesitar un volumen muy grande de medio a fermentar, pues

para cada determinación se emplean 100 ml. de liquido cla­

ro. Por esta razón tratamos de modificar la técnica para u­

sar una cantidad menor de líquido fermentado.



4) Ensgig de determinación volumétrica empleando meno­

res cantidadeswde liguido.fermentado,

Comola destilación en el método de Langlykke y Peter­

son requiere una cantidad relativamente grande de líquido

fermentado, se trató de hallar un método en que se emplea­
ran menores cantidades de material a analizar.

Se ensayó así de utilizar 20 ml. de líquido fermentado,

efectuándose la destilación en un aparato de vidrio de di­

mensiones adaptadas, y recogiendo sólo 5 ml. para la titula­

ción (el tercer cuarto);
Para variar la concentración de los reactivos en concor­

dancia con la cantidad menor de AMCexistente en los 5 ml. de

destilado titulables, se tuvo en cuenta que el A. aeroñengg
produce alrededor de 50 a 60 mg. % de acetoína en las fermen­

taciones comunes, es decir, que hay 12 mg. de AMCen los

20 m1. de liquido fermentado que se van a destilar, y apro­

ximadamente 5 mg. en la porción titulable. Recordando que por

cada m1. de iodo 0,1 N usado en la reacción del iodoformo

hay 1,467 mg. de AMC,a los 3 mg. corresponden 2 ml. de iodo

0,1 N ó l m1= de iodo 0,2 N, Si consideramos un exceso de un

25 %, y deseamos agregar 5 mlc de iodo, deberemos usar una

concentración 0,05 N, es decir, que diluimos el iodo 4 veces.

Correspondientemente deberemos diluir el SZOSHazcuatro ve­
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ces, o sea que usaremos SZOSNa20.025 N en vez de 0,1 N.
Para alcalinizar hemos usado 5 m1. de HONaN, y 5,5 ml.

de SO4H2N para acidificar antes de titular.

Se comparó luego el porcentaje de destilación del AMC
en esta técnica.usando cantidades conocidas de acetoína. Los

resultados obtenidos figuran en el cuadro VII:

Cuadro VII.

Fracción destilada AMCdestilado (según Valores obtenidos
Langlykke y Peterson)

% % fé

o - 25 31,8 32,7 32,925"
Se observan algunas diferencias en la cantidad de AMC

que pasa en el primer cuarto y en el tercero. Comoéste es

el que más nos interesa, por ser el empleadoen la titula­

ción, repetimos los ensayos de destilación para determinar el

porciento de AMCque pasa en la porción a analizar, emplean­
do cantidades conocidas de acetoína.

_En el cuadro VIII hacemos constar el porciento de AMC

que ha destilado en el tercer cuarto en una serie de deter­

minaciones, y además hemos calculado la cantidad de acetoína

que contiene la muestra de 20 m1., utilizando el factor

0,239 que emplean Langlykke y Peterson. y el de 0,253 que
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daria el promediode los resultados hallados en nuestro pri­

mer ensayo. Hemos tabulado también los errores que se come­

ten al considerar uno u otro de los factores de cálculo.

Se observa que el promedio de los Valores de AMC%

que destila en el tercer cuarto es 25,5 %, que coincide con

el encontrado en nuestro primer ensayo. Se comprueba tam­

bién que, salvo en un caso, el error no supera al 5 %, mien­

tras que utilizando el factor 0,239, los errores son un po­

co mayores.

A1efectuar la destilación directa de los líquidos

fermentados por A. aerogenes nos encontramos con una difi­

cultad práctica: una enorme tendencia a dar espuma. Ensaya­

mos primero el uso de unas gotas de alcohol octílico, sin

mayor éxito. Tratamos luego-de subsanar este inconveniente

aplicando la técnica de Folin y Wupara precipitar proteí­

nas con ácido túngstico. Obtuvimosun precipitado de tipo

coloidal, que seguia dando espuma. Aprovechamos entonces u­

na sugestión de Paretsky y Werkman("Arch. Biochem.", li,
11-16, 1947) y se ensayó la precipitación de las células

con ácido fosfotúngstico al 20 %. Se observó asi que des­

pués de filtrar el precipitado formado, la destilación no
ofrecía inconvenientes.

Comola filtración del precipitado resultaba demasia­

do lenta, se procedió a centrifugarlo, con lo que en corto



espacio de.tiempo se obtiene un liquido que destila sin ma­

yores dificultades.
Ensayamosentonces la posible influencia que la intro­

ducción del ácido fosfotúngstico produce en el contenido de

acetoína revelable. Para ello se ensayó el porciento de AMC

que pasa en el tercer cuarto, empleando soluciones conocidas

de acetoína previamente tratadas con ácido fosfotúngstico.

El AMCse agregó en algunos casos a medio de cultivo no fer­

mentado, y en otros se utilizó comobase para el agregado de

acetoina, el liquido fermentado en que el AMChubiera ya

desaparecido,

En el cua.ro IX hacemos constar análoganente el por—

ciento de AMCque pasa en el tercer cuarto y hemos calculado

también la cantidad de AMCque contienen los 20 ml. de mues­

tra utilizando el factor 0,239 de Langlykkey Peterson, y el

factor 0,211. promediode los porcentajes de destilación ha­
llados. Nuevamentehemos encontrado los errores cometidos al

considerar uno u otro de los factores de cálculoe

Sc observa que los errores cometidos considerando el

factor 0,211 son inferiores al lO %, mientras que en el otro

caso exceden dicho valor. Es decir, que la introducción del

ácido fosfotúngstico modifica el porciento de AMCque des­
tila en el terc=r cuarto.
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Adoptamospor consiguiente los factores 0.253 y 0,211

para el caso de destilación sin y con agregado de ácido fos­

fotúngstico, respectivamente, en vez de 0.239 del método de

Langlykke y Peterson.

E1 cálculo para determinar la cantidad de AMCpresen­

te en 1a muestra debe ser modificado teniendo en cuenta que

por cada m1. de iodo 0.025 N hay 0.367 mg. de AMCen los

20 m1. de muestra. Recordando además los factores 0,253 y

0,211 hallados tenemos:

de en ¡“1...0 XAIDl- e
“ 53 200omg.

Si se utiliza la precipitación con ácido fosfotúngs­
tico:

mg. de AMC en 100 m1.-‘QLÉÉZ_EÉÉE%;_ÉÉQÉHEÉ 0 ¿99- ,2 1 O

La destilación usando 20 ml. de muestra fué la adopta­

da para estudiar la variación del contenido de acetoína cuan­
titativamente, en distintas condiciones.



5) Eggaïgmdecrecimiento de distintas bacterias en mg­

dios con Aflgnggmg_fipipafuente de_carbonoq

Habiendo observado en los ensayos anteriores la intere­

sante propiedad que poseen algunas cepas de A¿_QÉ22&ÉEÉÉde

l'destruir" el AMCque ellas producen, se trató de probar el

comportamiento de las mismas y de otras bacterias, en medios

con AMC;

Para ello nos basamosen el trabajo de Tittsler (1938),
utilizando el mismo medio sintético con AMCcomo única fuen"

te de cerbono, pero con distintas concentracicnes de acetoí:

na: 0,2 %, 0,1 %, 0,05 % y 0,02 %. Se empleó además el medio

con agregado de 0,5 fl de glucosa, y con glucosa 0,5 z y AMC

0,02
Se hicieron controles con soluciones análogas de AMC

en agus y en caldo extracto de carne, y con medio sintético,

agua y caldo sin AMC.

Tratamos de comprobar 1a Opinión de Tittsler, y también

le de Tomiyasu (1938), que ensayaron sobre el grupo colifor­

me, de que sólo las cepas que hacen desaparecer una V-P posi»

tiva son capaces de crecer en un medio sintético con acetoí­

na comoúnica fuente de C, y que las del grupo coli, no pro­

ductoras, tampoco utiliZan el AMC.
. I .Se realizo este ensayo sobre 2 bacterias productoras:



An aerogenes y 3_"polxmxxa, y 2 no productoras de AMC;E¿_gg­

li y B. macerans, y se utilizó además otra temperatura de in­
cubación para el grupo coliforme: 289, la óptima de creci­

miento y de producción de acetoina, en vez de 379, que em­

pleara Tittsler.
En todos los casos se partió de cultivos en agar de

24 horas, lavando y centrifugando las cepas antes de usarlas.

Se sembró l ansa de una suspensión espesa de dichas bacte­

rias así tratadas en unos 2 ml. de medio.

Se examinaron diariamente los cultivos durante lO días

para observar crecimiento y al cabo de este tiempo se ensayo

en todos la presencia de AMC.

Aerobacter aerOÉenes:

Se ensayaron 6 cepas, que se incubaron a 289.

Todas las cepas desarrollaron perfectamente en todos

los medios con caldo, comoasimismo en los medios sintéticos

con glucosa (sola y con AMC),ya a las 14 horas de incuba­

ción. En el medio sintético se observó un abundante creci­

miento con todas las concentraciones de AMCensayadas, a las

48 horas, en sólo 2 cepas, la 14 y la 15 ("destructoras" por

los ensayos previos). Las demás cepas. no "destructoras", no

desarrollaron en el medio sintético con AMCcomoúnica fuen­

te de C. En los controles con agua no se observó crecimiento.
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Cuadro X.

_Qgggrrollo AMC (límite)
Medio Cepa Cepa Cepa Cepa Control

14 15 14 15

Sint.+o,2% AMC ++ ++++ 10 1 500

Sint.+0,l% AMC ++++ ++++ - - 300

Sint.+0,05% AMC ++++ ++++ - - 150

Sint.+o,02% AMC ++++ ++++ - - 7o

Sint.+o,5% gl. ++++ ++++ ¿ - ­

Sint.+o,5% g1.+0,02% AMC++++ ++++ 5 - 7o

C21do+0,2% AMC ++++ ++++ - - 700

3a1d0+o,1% AMC ++++ ++++ - - 400

Caido+o,05% AMM ++++ ++++ - - 200

Caldo+o,02% AMC ++++ ++++ - - 100

Caldo+0,5% gl. ++++ ++++ - - ­

Oaldo+0,5% g1.+0,02% AMC++++ ++++ 5 - 100

A1 cabo de 10 días se ensayo la presencia de AMCen ca­

d? uno de los medios empleados, por diluciones crecientes,

considerándose comolímite la mayor dilución que da 'eacción

positive con la técnica de Coblentz. En el cuadro figura el
denominadorde dicha dilución límite.

Se encontró desaparición total de la acetoína en con­

centración inferior a1 0,2 %en el medio sintético para las

cepas 14 y 15. Con 0,2 % la desaparición de AMCno fué total,
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quedando un residuo algo mayor en la 14, coincidente con un

desarrollo un poco inferior. En los medios con caldo hubo

destrucción total de acetoína.

En las demás cepas, que no desarrollaron en el medio

sintético con ninguna concentración de AMC.tampoco hubo de­

saparición de acetoíha en los medios con caldo.

Bacillus polxmxxa:

Se ensayaron 5 cepas.

Las suspensiones se prepararon a partir de cultivos en

agar rojo neutro y se incubaron a 379,
En el medio sintético con AMCcomo única fuente de car­

bono no creció ninguna ¿e las cepas ensayadas. En cambio hu­

bo un desarrollo progresivo en el medio sintético con agre­

gado de glucosa (sola y con AMC)y en los medios de caldo

con acetoína, y con glucosa (sola y con AMC).

En los medios con agua no hubo desarrollo.

Practicada la reacción de la acetoína al cabo de lO

días, se comprobó que en ninguno de los medios hubo utiliza­

ción de AMC.

Escherichia coli:

Se ensayó con coli I, intermediario I y II e irregu­

lar I y VII. Se incubó a 289.



No hubo crecimiento en el medio sintético con acetoína

comoúnica fuente de carbono, en ninguna de las cepas. Desa­

rrollaron abundantemente los controles de dicho medio con

glucosa (sola y_con acetoína), y los controles de caldo con
todas las concentraciones de AMC.

En ningún caso hubo utilización de AMC.
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Bacillus macerans:

Se ensayaron 5 cepas, que se incubaron a 37k.

Se observó desarrollo en el medio sintético Conglu­

cosa, y un poco mayor en el de glucosa y AMC.pero no hubo
. . . . 1 .cre01m1ento con nlnguna concentrac16n de AMCcomo unlca

fuente de carbono.

Todas las cepas crecieron en los medios con caldo, con

todas las concentraciones de AMC.

En los controles con agua no hubo crecimiento.

Cuadro XI.

Medio: Sintético + 0,5% gluc + 0.02% AMC

AMC(dilución límite)

Control Cn hr P9
436 3-21 432 433 172

70 5 15 15 15 30

Al ensayar la presencia de AMC.se observó un aprove­
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chamientodel :ismo, variable para las disti;tas cepas, en

el medio sintético con glucosa y AMC(cuadro XI)c

En los medios con caldo no hubo utilización de acetoí­

na por ninguna cepa.

Es decir, que sólo en el medio más pobre en carbono.

como es el sintético, fué aprovechado el AMC.

Se comprueba nuevamente lo ya afirmado por Tittsler y

Tomiyasu de que sólo las cepas productoras de AMCque hacen

desaparecer una V-P positiva son capaces de crecer en un mee
dio sintético con acetoína comoúnica fuente de carbono. El

E¿_Eaggragg, no productor de AMC,fué capaz de aprovechar el

AMCen un medio pobre en C, pero no creció en el medio sinté­
tico con acetoina comoúnica fuente de C.

Se observa además que en concentraciones de hasta 0.2%

(máximaensayada), el AIC no produce modificaciones en el

cultivo en medio líquido en A. aerggenes. E. coli, B. mace­

rans y B. gglxgvxa.

Se ensayo también la acción bacteriostática de la ace­

toína sobre E. coli y A. aerogenes. Para ello, a partir de

un cultivo de 24 horas en agar, se hizo una suspensión en

1 m1, de solución fisiológica estéril" De dicha suspensión

se sembró l ansa en l ml. de solución fisiológica con dis­

tintas concentraciones de AMC:0,1 %, 0,3 % y 1 fl. Se sembró



además en solución fisiológica sola. comocontrol. De estos

tubos se hicieron estrías en placas de agar comúna los 0.

5, 30 y 60 minutos y éstas se incubaron a 289 durante 24 ho­

ras, no observándose diferencias en el crecimiento entre el

control y las otras suspensiones.

Es decir, que el AMCen concentración de hasta 1 %

no tiene acción bacteriostática sobre g. aerogenes (las 6
cepas ensayadas) y E. coli y miembros del grupo irregular

e intermediario (5 cepas).



u-6) EStLdÁJde las condiciones de"desgparición" de ¿gg

con ciertas cepas de A. aerogenesc

Finalmente se estudiaron las condiciones en que el AMC

"desaparece" de los cultivos de ciertas cepas de A. aeroge­

nes, ensayando la influencia que pudieran tener el medio de

cultivo, los factores de óxido-reducción, la aereación y la
. . I . . .temperatura de lnCUbaCIOH,para determinar las cond1c1ones

favorables u óptimas de formación y permanencia del AMCen

los cultivos,

Medio de_._c.u_1_t_iy2:

Se ensayó la influencia que pudiera tentr el medio de

cultivo comparando medios muy diferentes como son el de Clark

Lubs, medio peptonado rico en carbono, y un medio sintético

con glucosa como única fuente de carbono=

En esta comparación se realizaron las experiencias en

tubos de ensayo, que se incubaron a 289, usándose 5 cepas de

54migïgggngs, 2 de las cuales eran "destructoras".
Para tener una idea semicuantitativa de la variación

del contenido en AMC,se sacó diariamente muestra y se hi­

cieron diluciones crecientes con el medio ensayado, conside­

rándose comolímite la mayor dilución que daba reacción posi­

tiva de AMCpor la técnica de Coblentz. En los cuadros figud

ra el denominador de dicha dilución.
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Se han llevado en cada caso los resultados obtenidos

a un gráfico en que se compara, para la misma cepa, la varia­

ción de AMCcon el tiempo de incubación, para los 2 medios

ensayados.

Cepa l (cuadro XII, gráfico 1).

Cuadro XII

AMC (dilución máxima positiva)

. Tiggpo de incupgción días)
Medlo 4 5 6 71 2 3 8 9 10 ll 14 16

C-Lubs 10 75 100 100 lOO 200 200 200

Sint. 30 75 200 200 200 400 400 400 400 4OO
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Cena 2-9 (cuadro XIII, gráfico 2).

Cuadro XIII.

AMD (dilución máxima positiva)

Medio

C-Lubs 10 75 OO 100 100 200

Sintét._ 1 50 100 100 200 zoo zoo

Cepa 9-1 (cuadro XIV, gráfico 5).

Cuadro XIV.

AMC(dilución máxima positiva)

iegpo de incubación (días)
l .2 7' 8 9Medio lo 16

Clark-Lubs lO 100 lOO 100 200 200

Sintético 10 50 50 100 100 100



Cepa_lí (cuadro XV, gráfico 4).

Cuadro XV.

AMC (dilución máxima positiva)

Medio Í ïiem o de incubación (días)1 2 8 9 -10 11 14 16

C-Lubs 50 lOO 5o 50 50 so ­

Sintét. .30 '75 50 so 30 so :so so lO '­
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era 15 (cuadro'XVI, gráfico 5).

Cuadro XVI.

AMC (dilución máxima positiva)

. Tiempo de incubación (días)
Medl° 1 2 3 4 5 6 7 9 .11 314

Clark-Lubs lO 100 100 50 30 ­

Sintético 50 75 50 50 so so so 10 ­

De la observación de los gráficos se deduce que para

las cepas no "destructoras" ensayadas, no hay una diferen­

cia muy grande en la producción de AMCentre el medio de

Clark-Lubs y el sintético con glucosa, siendo en general me­
jor la producciónpara el sintético.

Se encuentra además para las mismas cepas no "destruc­

toras" un fenómenoque se repite en todas ellas: la produc­



ción de 2 mesetas en la curva ascendente de formación de AMC,

situadas a intervalos algo diferentes en cada una‘ Este he"

cho se observa en ambos medios ensayados.

Para las cepas "destructoras" se encuentra una produc­

ción máxima de AMCalgo menor con el medio sintético que con

el de Clark-Lubs, alrededor del tercer dia, siendo la desa­
. . . . I .par1c1ón más lenta para el medio Sintetico.

Se siguió por otra parte, por medición cuantitativa,

1a variación de AMCen el medio de Clark-Lubs, y en el de

O'Meara, medio más pobre en C, pero con ácido fumárico, im­

portante factor de óxido-reducción. Se ensayaron 3 cepas de

A\ aerogenes, 2 “destructoras” y 1 no "destructora".
Para estas experiencias se preparó un "inoculum" sem­

brando 1 ansa de un cultivo en agar de 24 horas, en 25 ml.

de medio, que se incubó a 289 durante 24 horas. De éste se i­

noculó al 3 % en 400 m1. de medio contenidos en un Erlenme­

yer de 1 litro, para asegurar una buena aereación, y se in­
cubó nuevamente a 289. Diariamente se sacaron zo ml. de mues­

tra, que se dosaron con el método volumétrico modificado,

previa precipitación de las células con ácido fosfotúngstico.

E1 "inoculum" en medio de Clark-Lubs se utilizó para sembrar

en el mismo medio y en el de O'Meara, y viceversa; para ver

la posible influencia del cambio de medio.



Nuevamenuehacemos constar en gráfico ia variacion ací

contenido de AMCcon el tiempo de incubación.

Capa 15

"Inoculum" en medio de Clark-Labs (cuadro XVII, ¿ráfc 6):

Cuadro XVII.

Contenido en AMD (mg. fl)

. Tiem o de incubación (días)
Med” o 1 2 542 4 5 6 7 8

C-Lubs 0,7 21,2 38,5 34,4 10,7 9,1 1,1 O

O'Meara 0,7 7,8 17,5 35,8 42,2 36,4 15,2 10,2 o 74 o N



Cena 14

"Inoculum" en medio de O'Meara (cuadro XVIII, gráf. 7).
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Cuadro XVIII.

Contenido de AMC (mg. %)

. Tiem o de ircubación (días)
Med” o 2 3 4 5’“? 7 8 9 11 12.

Clark°TJubS3,2 8,7397 1,9 o
O'Meara I3,2 39,5 18,7 8,7 5,8 3,2 2,7 2‘? O



M
"Inoculum" en medio de O'Meara (cuadro XIX, gráf. 8).

Cuadro XIX.

Contenido de AMC (mg. %)

Y . TLempo de incubación (días)
M5d1° ‘ or 1 2 4_ > 7 9

Claik-Lubs 1,5 2,7 4 5 4,8 7,2 7,7 7,9

O'Mbara 1,3 21,1 28,7 «5,5 44,4 51,5 74,7



Observando los graficos se nota en todos los casos una

producción mayor de AMCen el medio de O'Meara. Esta diferen­

cia resulta muchomás notable en el caso de la cepa 2-9, no

"destructora", en 1a que también se encuentran las 2 mesetas

en la curva de formación de acetoína.

Para las cepas "destructoras" se ve un máximoalgo ma­

yor y una desaparición más lenta con el medio de O'Heara. Se

encuentra además que cuando se utiliza un "inoculum" en un

medio para sembrar en otro distinto, hay un cierto retardo

en 1a producción del máximo de AMC,si se lo compara con el

pasaje al mismomedio del "inoculum".

Se observa también, en el caso de las cepas "destruc­

toras", que en todos los medios ensayados, la curva de for­

mación y "destrucción" de acetoina no es simétrica. sino que

presenta un descenso más suave antes de desaparecer total­
mente.

Ácido fumarico:

Viendo que el medio de O'Meara resultaba el más apro­

piado en cuanto a producción y permanencia del AMCen los

cultivos, se estudió la influencia del acido fumárico, prin­

cipal agente de óxido-reducción de dicho medio, especialmen­
te sobre las cepas "destructoras".

I I .Se preparo 931 un medio con todos los componentes del
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medio de O'Meara, salvo el ácido fumárico, asregando además

un 0,2 % de AMC,y se comparó con el medio de O'Meara (con

fumárico), tal cual y con el agregado de 0,2 % de AMC.Se

ensayó con la cepa 15, "destructora" más rápida, incubando

a 289. Se sacaron muestras a intervalos para determinar la

presencia de AMCpor la técnica de Coblentz, considerándose

como límite el momentoen que se obtenía una reacción nega­

tiva ("destrucción" total).

Cuadro XX.

"Destrucción" de AMC

Medio Tiempo (días)

O'Meara + fumárico a - 9

O'Meara - fumárico 4 AMC 13

O'Meara + fumárico + AIIC >23

Se ve el efecto retardador del ácido fumárico sobre la

desaparición del AMCagregado, y la rápida "destrucción" del

AMCproducido por el mismo microorganismo, debido a que la

cantidad de acetoína en este caso es menor.

Temperatura de incubación:

Se ensayó también el efecto del ácido fumárioo a dis­

tintas temperaturas de incubación: 289, la temperatura acon­

sejada actualmente para la producción de AMC,y 379. la uti­
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lizada anterioruente.

Se ensayaron 2 cepas, la 14 y la 15, y se sacaron mues­

tras nuevamentu para determinar el momentode la desapari­

ción total de AMC.

Los resultados obtenidos figuran en el cuadro XXI:

Cuadro XXI.

Tiempo de desaparición de AMC(días)

Capa Medio Temgégde incggïción

O'Meara - fumárico + AMC <6 <6

14 O'Meara + fumárico + AMC >11 >6

O'Meara - fumárico + AMC >11 l >6

15 O'Meara + fumarico + AMC >24 l 15

Se confirma en este caso el efecto retardador del áci­
do fumarico sobre la desaparición de AMCy observamos ade­

mas que la "destrucción" de acetoina es más lenta a 289,

temperatura óptima de crecimiento de A. aerogenes y de pro­

ducción de AMC, que a 379.

Dado que el medio sintético con glucosa empleado en

las experiencias anteriores difiere principalmente del de
O'Meara por la falta de citrato de sodio y ácido fumárico,

se compararon ambos medios, para ver la influencia de es­
te factor,



Se ensayaron ambos medios sin modificar, con aáregado

de AMCy con AMCpero sin glucosa. Se agregó en esta experien­

cia una cantidad menor de acetoína: 0,05 % en vez de 0,2 %

para acortar el tiempo de "destrucción", Se ensayo sobre las

2 cepas "destructoras" 14 y 15, incubando en cada caso a 289

y a 379. La listr de los medios empleados resulta entonces:

Medio sintético con glucosa: S g.

Medio de O'Meara::0 g f,

Medio sintético + AMC::S g A.

Medio de O'Meara + AMC==Og f A.

Medio sintético + AMC,sin glucosa::S A.

Medio de O Meare + AMC. sin glucosa::0 f A.

Se sacaron muestras a intervalos para determinar el mo­

mento de la "destrucción" total de AMC;

Los resultados obtenidos figuran en el cuadro XXII.

Se observa en dicho cuadro que cuando falta la glucosa

la "destrucción" del AMCagregado es más rápida; probable­

mente porque la cantidad de éste es menor, ya que falta la

acetoína proveniente del hidrato de carbono. En el medio sin­

tético, en que la única fuente de carbono es el AMC,éste es

"destruido" antes que en el medio de O'Meara sin glucosa, que

contiene fumárico y citrato de sodio comofuentes de caroonog

Se confirma por otra parte que la desaparición de AMC
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Cuadro XXII.

Tiempo de desaparición de AMC (días)

Cepa Medio TemperÉÉura de incugsgión

O g f Entre 8 y 12 8

S g 8 3

0 g f A 15 Entre 8 y 12
14

S g 8 Entre 3 y 8

O f <Ï3 <'3

S A '<3 <3

O g f 12 Entre 3 y 8

S g Entre 3 y 8 <3

O g f A É>l9 19
15

S g 12 Entre 3 y 8

O f Entre 3 y 8 5

S A 3 <3

tiene lugar más rápidamente a 379, y que el ácido fumárico
retarda 1a "destrucción".

Aereaciór:

La aereación es un factor en la producción de AMCso­

bre cuya importancia concuerdan todos. Ensayamos entonces qué

influencia puede tener en la "destrucción" de acetoína.
Para ello comparamoslos resultados de fermentación en
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Cuadro XXIII.

Tiempo de desaparición de AMC (días)

Cepa Medio En tubo En Erlenmeyer

O g f 15 21

S g 8 Entre 15 y 21

0 g f A É>21 2>21
14

S g 4 8

O f 5 8

S A 4 5

O g f 15 É>2l

S g 3 8

O g S A Í>'21 :7'21
15

S g A 8 14

O Í A 5 14

S A 4 7

los medios empleados en el ensayo anterior, contenidos en tu­

bos de ensayo comunes, con 10 m1. de medio, en un caso (mucha

profundidad y poca aereación), y en Erlenmeyer de 50 ml. tam­

bién con 10 ml. de medio (poca profundidad y máxima aereación).

Se ensayaron las cepas 14 y 15 que se incubaron a 379 para a­

cortar el tiempo de "destrucción" de AMC.También en este ca­

so hemos determinado el momentode desaparición total de la

acetoína (cuadro XXIII)°



Resulta entonces evidente que la aereación retarda no­
tablemente la "destrucción" de AMC.

Del conjunto de estas experiencias se deduce que el me­

dio más favorable para la producción y permanencia del AMC

en los cultivos, a Juzgar por los resultados obtenidos con

las cepas "destructoras" de A. aerogengg, es el de O'Meara.

que contiene ácido fumárico, factor de óxido-reducción suma­

mente importante.

Se constata también que la temperatura de incubación

más conveniente es 1a de 289, y que en cultivos de mucha su­

perficie y poca profundidad (máximaaereación). la "destruc­

ción" es más lenta, de tal modoque la substancia formada en

los primeros momentosno desaparece cuando se prolonga la
fermentación.
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CAPÍTULO v

RESUMEN Y CONCLUSIONES

19.- Se examinan los métodos cualitativos más importan­

tes de determinación de acetoina, comparandosus ventajas e

inconvenientes y se determina el límite de sensibilidad de

cada uno de ellos. Comoconsecuencia, se prefiere la técnica

de Coblentz, con alfa-naftol y creatina, por su alta sensi­
bilidad, porque es sencilla de ejecutar, rápida en desarro­
llar, neta y aplicable aún en medios de cultivo no peptona­
dos.

29.- Se aplican las técnicas analizadas anteriormente

para determinar la presencia de AMCdurante el curso de una

fermentación, con distintas cepas de A. aerogenes, y utili­
zando diferentes medios de cultivo y temperaturas de incuba­

ción. En todos los casos, la técnica de Coblentz une a las

ventajas ya enunciadas, 1a de servir mejor para apreciar la
variación del contenido de AMCen el curso de una fermenta­

.IClon.

39.- Se ensaya el método volumétrico de Langlykke y Pe­

terson para la determinación cuantitativa de acetoína, obtcv
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. . . . . Iniéndose, con mayor rapidez y sen01llez de eJecu01on, un ren­

dimiento comparable al de la mejor técnica gravimétrica.

49.- Se modifica la técnica de Langlykke y Peterson de

modode utilizar sólo 20 ml. de líquido fermentado, variando

1a concentración de los reactivos, y se aconseja el uso de

un factor de destilación distinto del empleadopara la de­
terminación con mayor cantidad de muestra;

Se trata de subsanar el gran inconveniente de la pro­

ducción de espuma cuando destilan liquidos fermentados por

A. aerogenes, precipitando las células con ácido fosfotúngs­
tico al 20 %, el cual introduce un factor de destilación
tambiéndistinto.

59.- Se ensaya el comportamiento de 2 bacterias produc­

toras de AMC,A. aerogenes y g¿_polxmxxa, y 2 no productoras:

E. coli y B. macerans, en medios con acetoína, utiliZando u­

na temperatura de incubación distinta de la que registra la
literatura.

Se confirma la opinión de Tittsler y de Tomiyasu de que

sólo las cepas productoras de AMChacen desaparecer una V-P

positiva son capaces de crecer en un medio sintético con AMC

como única fuente de C. El Q¿_maggrags, no productor de AMC.

fué capaz de aprovechar la acetoína en un medio pobre en C,



pero no creció en el medio sintético con AMCcomo única fuen­

te de C. Se observa en todos los casos que la cepa desempe­

ña un papel muy importante.

Se encuentra también que en concentración de hasta

0,2 % (máxima ensayada). el AMCno produce modificaciones en

el cultivo en medio líquido en A. aerogenes, E. coli, B. ma­

cerans y B. polymyxa.

Se ensayó además la acción bacteriostática del AMCso­

bre A. aerogenes, E. coli y miembros del grupo irregular e

intermediario, observándose que en concentración de hasta

1 %no tiene acción sobre las cepas ensayadas.

6°.- Se estudiaron finalmente las condiciones de desa­

parición de AMCcon ciertas cepas de A¿_gerogenes, ensayando

la influencia del medio de cultivo, factores de óxido-reduc­

ción, temperatura de incubación y aereación. De resultas de

ello se encuentra que el medio más favorable para la forma­

ción y permanencia del AMCes el de O'Heara, que contiene á­

cido funárico, factor de óxido-reducción muyimportante.

Con las cepas "destructoras" de A. aerggengs. el máxi­

mo de producción de AMCse encuentra entre el 29 y 49 día,

por lo cual no conviene ensayar la formación de acetoína

después del 39 día. según aconsejaran las investigaciones
I .mas rec1entes.
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Se constata también una desaparición de AMCmás lenta

utilizando una temperatura de incubación de 289 (óptima de

producción de AMCy de crecimiento de A, aerogenes), y_el

cultivo con mucha superficie y poca profundidad (máximaae­
. Ireac1on).

De acuerdo con estos resultados se aconsejan las mejo­

res condiciones para la producción e investigación del AMC}

siembra en medio de O'Meara. utilizando cultivos con mucha

superficie y poca profundidad (p. ej. lo m1. de cultivo en

Erlenmeyer de 50 m1.), incubación a 289 y determinación de
la presencia de acetoína entre el 29 y 39 día. con la téc­

nica de Coblentz (alfa-naftol y creatina)¿
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