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caAPfTULO I

INTRODUCCION

El acetilmetilcarbinol o acetoina es un cuerpo yue
tiene une situacidn excepcional en el estudio de la siste-
matica y biologia de las bacterias. Puede decirse que esta

entre los primeros cuerpos que pudieron ser reconocidos por

un método sencillo y cuya presencia adquiridé muy precozmen-
te un valor taxonomico de primera magnitud., Probablemente
junto con el indol ha sido el cuerpo investigado mas fre-
cuentemente en la rutina de la investigacidn bacterioldgica.
Por ello, son miltiples los métodos para facilitar su forma-
cién en los medios de cultivo y reconocerlos,

La irregularidad de la intensidad de las reacciones de
la acetoina y la falta de precisién de algunas indicaciones
para llevar a efecto su investigacidén y su determinacidn
cuantitativa,decidieron la eleccidn del tema de tesis que
consiste en el estudio comparativo de los métodos para de-
mostrar la presencia del acetilmetilcarbinol y la utiliza-
cidn de los mejores métodos de cultivo para lograr dicho

propdsito,



Ademas .nos propusimos estudiar la posibilidad de a-
plicacidn de un buen método de determinacidn cuantitativa
para poderlo utilizar en forma de micro-método.

Por Ultimo, se resolvid investigar los problemas
vinculados a la formacion y desaparicidn de la acetoipa,
fendmenos que estan relacionados con la utilizacidn de di-
cha, substancies como fuente de carbono por las bacterias.

Fn la realizacidn de este trabajo de tesis se ha se-
guido el plan que se detalla a continuacion:

12, Bleccidn de material y de métodos y enumeracidn
y descripcion de los mismos.,

2¢, Investigacidén experimental. En el curso de las
investigaciones experimentales se realizo el examen de los
métodos cualitativos a los efectos de determinar su sensi-
bilidad y aplicabilidad. Se compard el resultado de la a-
plicacidén de dichos métodos a liquidos fermentados, se es-
tudié y adeptd un método cuantitativo para la determinacion
de pequefias cantidades de acetoina y por Ultimo se investi-
gb la desaparicidén del acetilmetilcarbinol y la utilizacion

del mismo como fuente de carbono.



caAPfTULO 11

ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICOS

El trebsrjo de O, Voges y B. Proskzuer publicado en
1898, describiendo la produccidn de una coloracidn parecida
2 la de la eosina on cultivos de ciertos organismos en jlu-
sosa-peptona, a 1los que se hebia anadido una solucidén de po-
tasa 21 10 %, y el descubrimiento posterior de que la reac-
cidn depende de la produccidn de acetil-metil-carbinol (AuC),
mercan el comienzo de une serie de estudios sobre este cuer-
po en su relacidn con la Microbiologia.

Segun Ferden (1905), el AIC se oxide por el agregado
de potasa, y en presencia de peptona se comunica al mecdio
una colorrcldn semejente a la de la eosina. Harden y liorris
(1911) informeron que el diacetilo en presencie de una solu-
cién concentrada de HOK reacciona con las proteinas dando u-
na coloracidn rosada con una fluorescencia verde. La colora-

, H\N_C/NH2

cion parece depender del grupo H/ *NH , aunque se descono-
ce la importancis del radical -R. La reaceion de Voges-Pros-

kauer (V-P) pueile indicarse asi.



C6H1206 (glucosa) —» CH3-CO-CHOH-CH3 (AifC) -+ HOX =>

CH3-CO-CO0-CH3 (diecetilo) -+ peptona —» coloracidén rosada,

Recordaremos, desde la primitiva reaccién de V-p, los
diversos ensayos para mejorarla, pues la reaccion original
es débil y poco clara.

Se traté el principio de frecilitar la oxidacidn de ALC
a» diacetilo, ys sea haciendo pasar aire s través del meaio,
como ensayars West en 1908, o bien, segun sugirieron Chen y
Rettger (1920) por agitacidn e incubacidn a 30%C durante 1-3
hores y agitacion nuevamente.

Se tratd también de agregar agentes oxidentes. Levine,
Weldin y Johnson (1917) después de estudiar varios de dichos
agehtes (H202, 3202, Cr207X2), recomendaron el agregado de
2 6 3 gotas de H202 a 6 ml. del medio alcalino, calentado en
un befio de ague hirviente durante 2 minutos, El uso de HZ0z
no resultd completamente satisfactorio cuando el meaio era
coloreado. En 1929 Bedford ensayé el Na202, agregando 10 mg.
a 2,5 ml. del medio de cultivo, seguidos por 1 ml. de HONa
40 %; el tubo de cultivo se ponia en agua hirviente 1 minu-
to y después se agitaba.

Una dificultad importante experimentada con el uso de
agentes oxidantes es la naturaleza transitoria de 1la colora-

cidén de los resultados positivos. Para obviar estos inconve-



nientes sugiere erkman (19320) el empleo de Cl3Fe como cata-
lizador, con el cucrl el color n»ermanece durante varios dias,
y aln después de 1 semana o més, es claramente visible. kl
013Fe parece catalizar ls. oxidecidn del AiC, pues la reac-
cién no se desarrolla en ausencia de un aceptor de hidrdgeno,
Asi 1a reaccidn no debe ocurrir en susencia de oxigeno atmos-
férico si no se provee otro aceptor de H apropiado. Aparente-
mente, ésta es le primers vez que se ha buscado una mejora
de la resccion de V-P usando un catalizador quimico. Los en9
sayos anteriores han empleado agentes oxidantes que daban
nor resultado una oxidacion rapida y la aparicién transito-
ria de 1~ color.cidn eosina.

Otro de los catelizadores propuestos es el sulfato de
cobre amoniacal (Leifson, 1932).

O'Meara (1931) partid de una base distinta., Hasta el
momento se usaba el medio de cultivo de Clark y Lubs para
los ensayos de investigacion de AMC. K1 decidid adoptar un
medio sintético incoloro para que no interfiriers con el de-
sarrollo del color. Para eso, partié del medio sintético ci-
tratado de Koser, con el agregado de 0,5 % de glucosa. La re=
accidn se observaba en 2-3 minutos, pero se encontrd que ha-
bi~ uns tendencia del AMC a deseparecer de los cultivos he-

chos en dicho me lio al aumentar el tiempo de incubacidn, qume



se debi» segln el autor, a le reduccidn a 2-% butilenglicol.
Comprob6 ademas que el agregedo de glucosa no aumantalbta le
intensidad de la reaccidn y que por el contrario, el ageegu-
de de 1 & de glucosa daba una reaccion mucho menos intensa
que en un medio con 0,5 %.

O'Meara agregd entonces otro aceptor de hidrdégeno al
r:edio, con el objeto de aumentar la formacidn del £iC e im-
pedir su reduccion a 2-3 butanediol. Ensayd con NO3X, fuma-
rato de sodio, aspertato de sodio y azul de metileno, sien-
do el fumerrato el mas setisfactorio, pues deba resultedos
muy constantes y seguros en concentracion del 1 %. 3egun
O'Mesrra, 2l 2ctu..T como 2ceptor de H, compite con €l ace-
trldehido, con lo que disminuye la cantidad de éste reduci.-
do durante la fermentacion, quedando mss substencia capez de
conveptirse en AMC, y en segundo luger, tiende a acorter la
velocided de reduccion del AMC e 2-3 butilenglicol.

Pare. el ensayo en si, temiendo en cuentes le ley de ac-
cidn de mases de que le velocidad de una resccidn es propor-
cional # 1la concentracidn de los reactivos, utiliza une so-
lucidn de potasa mucho mAs concentrade de lo que se zcostum-
brars haste el momento (40 % o meyor), y como cetalbzedor
1» creatina, o » falta de éste, diciandiemida, aunque zsi

Za resaccidén se dcsarrolle mAs lentamente,



Epstein y Levine (193%) modificen ligersmente la téc-
nice. de O'Meera, empleando lo creatine en solucion al 0,3 %
en HOK 40 %, con lo que obtienen el 70 % de les positivas
dentro de 1 horr de agregado el reactivo y el 99 % dentra de
las 4 horas. Cemparan el uso de los métodos de O'Meara,
Werkm2n y el de Leifson, prefiriendo ¢l de O'lleares cen los
recctivos en solucidn,

Tembién W, Dorner y E. Hellinger (1935) hrcen un estu-
dio comparstivo de los métodos utilizados hesta el momento
ﬁarp investiger ls presencia de AMC, y aconsejan como conse-
cuencia una combinacidn de los métodos de Werkman y O'Meare
(ereetine y Cl37e).

En 1936, M. Barritt trata dd aumentar le sensibilided
de 1a resccidn utilizendo una solucidn alcohdlica de zlfa-
naftol. Berritt realizd un estudio muy completo sobre le esp
pecificided quimica de la reaccion con elfa-neftol, tretendo
de reemplazer sucesivemente cada uno de los fectores de le
reaccidn: elfa-noftol, peptone. y dirceétilo,

Tratando de reemplazer el alfo-neftol por cuerpos end-
logos (con grupos -OH, o a2nillos naftalénicos), vid que és-
tos intensificabah poco o nada la resccidn; ni siquiera el
betr-naftol puede sustituirlo., E1 poder de intensificar el

rojo de 1le reacciéon de V-P p~rece pertenecer pues exclusiva-



mente 21 ~lfa-naftol.

El alfa-naftol reaccions con el diacetilo y HOX no sé-
lo en presencia de la peptona, sino tembién con otros com-
puestos nitrogenados, como geletina, caseline., pepsinza, ccl-
do, srginina, diciandiamide, creatinme, acetato de guenidine,
etc. De esters experienciess deduce Barritt que lea reaccion
con 21fa-nrftol requiere substanciss nitrogenedes muy simi-
leres o las de 1a reaccidn ordinaris de V-P.

Se vid finalmente que reemplazendo el discetilo se ob-
tuvieron resultados positivos con AMC, 2-3 butilenglicol,g-
tilenglicol y tembién con celdo infusidn y metanol indus-
trirl. Con 2-3 butrnediol y etilenglicol las positives se
veisn hasta 1:25, No se sabe si estos resultados se deben o
uns reaccion de los glicoles, 2 la presencie de algune im-
pureza de los preperedos, o si hubo algune oxidacidén e die-
cetilo durante la reaceidn. Como estes substancias no apa-
recen en los cultivos en concentreciones tan grendes, este
error no 2fecta el ensayo., Efectivemente, 2mbcs substrncias
dieron result~ndos negrtivos en el V-P ordinecrio.

El c¢aldo de infusidn ordinario dio tembién positivo
con »1fr~-n>ftol, probesblemente por el extrrcto de cearne pre-
sente, pues rerccionsron anﬁlogamente los extractos de

misculo fresco de buey, coballo y ¢elline, especizlmente



curndo fueron preparrdos por extraccidn a bajs tempereturs
seguidos por un tratemiento con vapor. Lz reaccidn se. debe
aperrentemente » slguna substancia ansloge =1 diacetilo o AuC
extrrida del misculo. Resulta obvio entonces que el caldo
infusidn no puede servir como medio de cultivo pera enssyar
la. formrcion de AMC,

Una solucidén 21 5 % de elfe-naftol en metenol indus-
trialde color rose con peptone y HOK, probeblemente por los
productos nafténicos de ls meders presentes c¢n el alcohol,
que posiblemente contiene trazss de substrncias de naturale-
zn cetonics relacionadrs o idéntices el discetilo. Es por lo
tanto esenciel usar alcohol etilico ebsoluto como disolvente
del 2lfa-nerftol en este ensayo, concluye Berrritt.

Los trabejos posteriores no introducen ya coambios radi-
crles en le técnice, pues sc limitan s6lo a modificeaciones o
combinaciones de los métodos fundamentrles de QO'Mesrc y de
Barritt,

Asi, Bntty-Smith (1941) modifice la técnica de Barritt
ngregendo una pizcr de creatine, segﬁn lo ya econsejado por
éste, y emples ~ademfs el Cl3Fe que intensifice. algo ¢l color,
y 1l »2gitrcidn durante 5 minutos prro eumenter la velocided
de desrrrollo e intensided del color; Coblentz (1943) aconsc-
jo 12 combinacion de slfe-naftol con le solucidén de HOK-

creatine,



De fundamento completamente distinto es €l ensaya que
proponen Pirot, Bourgein y Dufau-Casenabe (1943). Se basan en
que el AMC tiene une funcidn alcohdlica secundsrie vecina 2
una. funcidn cetons y aconsejan usar pere le investigacidn
curlitativa de lmacetoina, la formacidn de 1la fenil-osazona,
de forma cristeline perfectamente definida y reconocible,
que Grimbert ye habia sefinlado en 1901,

Les primeres determinaciones cuantitativas de AMC fue-
ron gravimétrices, por transformecion en niquel-dimetilglio-
xime.,

Lemoigne (1920) describid une resccidn especifica para
el dosaje de AMC que consiste en agregar solucidén de Cl3Fe a
une. porcidn del cultivo pare oxidar lo acetoine s diacetilo,
y destilear, El1 destiledo se agrege a una mezcla de HONK4,
ClH.H2NHOH y Cl2Ni. El diacetilo se convierte en dimetilglio-
xims y ésta reaccions con 1ls sal de niquel dando un precipi-
tado rojo, le niquel-dimetilglioxima, que se estima poT pesade.

Ven Niel (1927) modificé la reaccidén, que si bien muy
sensible, no daba resultados cuantitativos ni constantes, A-
grega un exceso de Cl3Fe a una parte alicuota dek cultivo,
destila lentamente y recoge €l destiledo en une mezcla de
ClH.H2NHOH, aceteto de sodio y Cl2Ni. Los resultados son

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



AMC aproximedamente,

La modificacion de van Niel fué tembién adoptada por
Tomiyasu(1937) quien hace el enseyo sobre menores cantida~
des de liquido fermentedo, e igurlmente Rolend Kunze (1936)
propone une microdeterminscidn gravimétrica sobre 2-20 ml.
del liquido & snalizar. Kniphorst y Kruisheer (1937) aumen-
tan el rendimiento de la reaccidn de Lemoigne-v.Niel llevane
do a cebo la oxidacidn con une mezcla de SO4Fe y Cl3Fe.

Lea formacidén de niquel-dimetilglioxima se utilizdo tem-
bién pars determinaciones ecolorimétricas (Prill y Hemmer,
1938; Hooremen, 1946), y pare investigaciones cualitativas,
habiéndose propuesto en este caso el empleo de sales ferro-
sas en vez de niquel (Pirot, Bourgein, Dufeu-Casanebe,1943).

Mas comodo que el método gravimétrico resulte el volu-
métrico propuesto por Langlykke y Peterson (1943), basindose
en que el AMC tiene el grupo acetilo unido directamente al C,
por lo cuel puede dar le reaccidén halofdérmice. Pare aplicar
le resccion del iodoformo es recesario eliminar todos los
demas compuestos que puedan reaccionar con el iodo. Le aceto-
na esta genernlmente en gran exceso en algunas fermentacio-
nes, pero cs précticamente eliminede por completo por 1la
destilacidén de 1la mitad del volumen de una solucidn scuosa.

a . . . 2 .
2] ctanol en concentracidn epreciable tembien rescciona con
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el iodo, pero cste reaccidn es muy incomplets a temperature
nmbiente y en el corto tiempo de re¢onccidn usado. Sin ember-
go, €3 también eliminado completomente por le destilacidn

de 1la mitad del volumen, E1 2-3 butilenglicol reacciona con
el iodo alcalino en 15 minutos a le temperaturs ambiente y
de. un contenido aperente de AMC equivalente & 10 % de su
propio peso. Sin embargo, la no volatilidad de este compues-
to hace que el error resultante dek tercer cuarto del desti-
lado se~ despreciable.

Olson y Johnson (1948), veriendo 1la concentracidn de
los reactivos, han modificado el método pars 0,2+1,0 mg. de
ncetoin~ por muestra,

A. Qureshi, Mansa Ram y J. N. Rey (1944) estudiaron a-
demés le posibilidad de reaccidn entre el AMC y el licor de
F:hling para cstimar acetoina en presencia de otros compues9
tos neutros,

Fn este trabhajo hemos tenido especialmente en cuenta le

produccidn de AMC por el A, serogenes, pues €S una reaccidm

diferencirl de E, coli, sumemente utilizada en el analisis
corricnte de aguas.
Asi hemos visto uwna interesante propiedad que poseen

rlgunag ceprs de Aerobacter aerogenes, de "destruir" el AMC,

¢g decir, que a medida que eumente el tiempo de incubacidn.

les reacciones positives de ecetoina pasen & ser negatives;
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este hecho fué observado ye por Linton (1924), quien informd
1ls desaparicion de una V-P positiva en 60 horas. En 1927,
Frederick S. Peine encontrd que al usar un caldo de glucosa-

peptona (1 % de cada uno), mlgunss cepas de A, acrogenes que

daben uns reaccidn positiva france de AMC en 36-48 horas, te-
nian una reaccidén dudoss 2 los 4 dias, y negative a los 7 di-
~s, Se presentaban entonces dos alternativas: a) le acetoine
os destruids por el microorgsnismo, 0 b) se termina el epro-
visionamiento de peptona prrcialmente necesario para el desa-
rrollo del color. Para demostrar que b) no es la responsable,
en tubos de distintes edndes se agrego solucidn recién prepe-
rods, de peptona 21 10 %, la cual no produjo difexrencias apre-
cinbles. De 2hi que Paine opinars que "parece muy probable que
la. mayoris de les reacciones de desaparicidn del AMC se de-
ben a su destruccidon® y probeblemente no al consumo de la
nepton- ;

En 1928 0. B. Williams y Merie B, }orrow ensgyesron lg
propied~d de "destruir" el AMC en 113 cepes, comprendiendo

todas las coliformes, las fluorescentes verdes, y represen-

tentes de los géneros Selmonellc ., Eberthella, Proteus, 3erra-

tia y Becillus, observandose ls desaparicion del color de u-

ns resccidén positiva en les bacteriss coliformes, especial-

rente A. serogenes (no todas les cepas), algunes bacterics




verdes fluorescentes, y todos los serobios esporulados ensa-

yados (ﬁi subtilis, B. cereus, B. mycoides, B. vulgatus, 1

cepr de cader uno; 3 esporulados no identificados).

Paro determinar si 1lr velocided de destruccidn del ALC
er» influenciada por el agregado de materiel nutritivo extra,
se reforzé el medio con glucose de 0,1 a 1 %; con glucosa ¥y
pcotona 0,5 % de cada une, y con peptona sola 0,5 %. Le pep-
tona sola no produce efecto, pero en cembio el agregado de
glucosa en cantidades mayores &l 0,1 %, produjo, salvo en un
sultivo, una destruccion retardeds, siendo este retardo a-
proximadamente proporcional a le cantided de glucose agrege-
da. De ahi que Zos sutores supongen que la desaparicidn del
AMC sc¢ debe & que es utilizado como fucnte de C. Ya estos au-
tores observan sdemés que le cepacidad de “destruir" AMC no
se corresponde con ninguns otra caracteristica que se haya
determinado .

Ralph P. Tittsler (1938), repasando los trabajos ante-
riores, hece la selvedad que la desaparicion de AMC no estd
claro si se dehe a que las bacterias lo fermenten o lo re-
duzecan o 2-3 butanediol,

Los ensayos de fermentacian se hicieron en un celdo
extracto de carne con 1 % de AMC, y le habilidad de les bac-
terias de ntilizecr scotoine presente ¢n el medio como Unice

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



de Koscr, reemplenzondo el citrato por AMC. Se observd que a-

proximadamente leo mitad de les cepas de A, aerogenes y L. O-
xytocum fermentaban esa substancis, pero no ers atacado por

ningune de les cepas de A, cloacae, A. levans o por ninguno

de losmicmbros del grupo Escherichia o €l grupo intermediario.

Mo hubo nunce produccién de gans. Todas las cepas del género

fterobrcter, salvo dos, que fermentaban el AHMC en caldo autri-

tivo, también crecian y producian fcido en el medio sintético,
y daban V-P negativa en el medio de Clark-Lubs después de
-5 dins.

Tampoco Tittsler encontrd ninguna relacidn entre lea cc.-
prcided de fermentar AMC y algune otre caracteristica de cul-
tivo

El autor aconseja, por lo tanto, ensayar la produccién
de AMC en cultivos de menos de 3 dias. Sugiere ademas como ex-
plicacidén dc 1o distinta actividad de diferentes cepas, que
estén relacionadas con diferencies en los potenciesles de 6-
x1do-reduceidn.

También en 1938, como parte de une serie de estudios so-
bre el AMC, Yukio Tomiyasu (') observa la ausencia de produc-

cibén de acetoins por E. coli, ¥y le desapnricidn de AMC en al-

') Desgranciademente, por encontrerse los trabejos en j
nés, sélo hemos podido consultar 1os resimenes de 1¢
mismos.



gunos cultivos de A. _aerogenes, AcGemas, no hay produccién de

AMC cuando le soluciodon de szicar es demasisado diluida, inda-
cando 0,5 % como concentracidén optima. Observd también el creS
cimiento en un medio artificial inorganico con AMC como unica
fuente de C. Tomiyssu afirme que el acido acético es un pro-
Aducto de descomposicidn del AMC. Basandose en sus observacio-

nes, establece una clasificacion del grupo coli-aerogenes

desde el punto de vista de 1la produccién y descomposicidn del
AMC: los coli no producen ni asimilan ANMC, el grupo gerogenes
produce AMC, pero s010 slgunos de ellos lo asimilan, Sostiene
quc la deseparicidn de la resccion de V-P Ao debe ser atri-
buida a l1la transformacidn en 2-3 butilenglicol,

Existen tarbién s2lgunos trabajos sobre fermentacidn de
acetoina por otras bacterias: Virtanen y Kontio (1939) obser-
van que cultivos aislados de manteca son capaces de "destruir“
el AMC o Adiacetilo agregado o 1la leche, Segal (1940) aprove-
ch» la capacidad del Staphylococcus elbus de utilizar el AMC
como unica fuente de C para diferenciarlec Ael Staphylococcus
zureus.

Mes recientemente, M. Lemoigne y M. Hooreman (1948), es-
tudiando el problema de la utilizacidn del AMC, coinciden en
que 1la importancia de la cepa es innegable, y de que las con-

diciones de nutricion del organismo son por lo menos igual-



mente importantes. Puesto que lo no toxicidad del AMC y del
butenediol hacen innocua su acumulacidn, cuando las condi-
ciones pere el crecimiento microbioldgico son desfavorables
o cusndo falta el azicar, el butilenglicol y la acetoina pue-
den sctuar como substitutos de fuente de C y energia. Asi es-
tos productos desempeilan en ciertos casos, el papel de subs-
tancias de reserva extracelulares,

Todos los autores coinciden en la necesidad de la ae-
reacidén para la mejor produccidn de AMC: es asi que todas
las patentes de produccidén de AIC por fermentacidn utilizen
una aereacidén intensa (Verhave 1928, 1929, 1933; Kluyver y
Scheffer 1933) para impedir la formacidn de butilenglicol o
pars. transformar éste en AiC., Ambos cuerpos forman un siste-
me de 6xido-reduccion; todo factor que levante el potencial
de 6xido-reduccidn favorece la acumulacidn de AMC, mientras
que un hajo potencial lleva el sistems a la formacidn del
glicol (Stahly y Werkman, 1942). Asi comprobaron reciente-
mente Paretsky y Werkman (1947) que el agregado de azul de
metileno » las fermentaciones dc¢ glucosa por A, aerogenes au-
menta los rendimientos de LUC a expensas dwl 2-3 butilengli-
col. E1 azul de metileno lleve ¢l sistema & un potencial red-
ox en que puede funcionar como aceptor de hidrdgeno para re-

nlizar la oxida:ién del glicol al carbinol, El oxigeno o el



pire » presidén también sumentan la conversidn del 2-3 butd-
lenglicol a AlNC puesto que funcionan corio aceptor de hidré-
geno, resultando la combinacidén de azul de metileno y pre-
8idn mAs efectiva que cada uno de ellos por separado.

Pirot, Bourgain y Dufau-Cesanzbe (1943) han estuuiado
1la. importancia de los factores de oO0xido-reduccidn en la pro-
duccidén de acetoina, especiszlmentc el Acido fumdArico, emplea-
do en el medio de O'Meara y han comprobado que dicho acido
permite apreciar después de 24 horas de incubacién la produc-
cién de AMC a expenses de la glucosa por un germen tipo Aero-
bacter., En ausencis de factores de oOxido-reduccidn hay forma-
cidn lenta y progresive de acetoina. Los factores de 6xicdo-
reduccidén hidroquinona y dcido ascérbico no pueden reempla-
zar al fumarico; le adrenalina tiene una accidn favorecedora

positiva, pero débil, en la produccidn ce AMNC.



cAPIfTULO

—
-
1

MATERIAL Y METODOS

Lo acetoina usada en estas expericncias fué iraida de
los BEstacos Unidos, provenicrnite cde 1o Fairmount Chewmical Co,
Era un lijuido que conservado unas semanas en la heledera,
separd un solicdo soluble en agus y alcohol e insoluble en é-
ter, Se lo purificd segin lo aconsejado por Stahly y Werkuen
1193¢&) 1lavéndolo con éter y se lo secd en corriente de carbd-
nico Se obtuv: esi un sdlico blanco y cristslino, sin punto
e fusion definido (el dimero); que se utilizd en todas las
experiencias,.

A continuacidn se detallan los reactivos empleados en
108 métodcs cuelitativos de determinacidn de acetoina. y se
indica la técnica empleads por los autores para investigar

el AlC.

Voges-Proskeauer:

Se agrege 2l cultivo un volumen igual de solucidn de
HCX al 10 %. Al cobo de 24 horas se observe una coloracidn

parecida o la de la eosina,
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Werkman:

Emplea Cl3Fe 21l 2 % y solucidén de HONa al 10 %.

A 5 ml., del medio se agregan 2 gotas de Cl3Fe y luego
5 ml, de HONa, E1 CliFe cebe agregarse antes pars impedir u=~
na floculecidn ebundante., E1 resultedo positivo esté caracte-
rizado por une coloracidn cobriza que comienza en la superfi-
cle y se extiende por el medio después de unos minutos. Se-
gun observaran Ruchhoft, Kellas, Chinn y Coulter (1931) con-
viene llevar los tubos después de la resccidn, a 379, lo que

acelera la formacién de color.

O'Meara:

Usa una pizce de creatina sdlida (unos 25'mg.) segui-
dos por 5 ml, de HONa concentrado, nunca menor de 40 %.

Nosotros hemos usacdo la modificacidén de Levine, Eps-

tein, Vaughn.

Levine, Epstein, Veughn:

Emplean une solucidn de 0,3 % de creatine en HOK 40 %.
Este solucidn puede conservarse durante 4-6 semanas Bi se
guarda. en la heladera y no mas de 2 semanas a la temperature
~mbiente (22-259C), mientras que a meyor temperatura se dete-

riors muy rapicdamente,



Leifson:

Bl reactivo se prepara asi:

1l g, de S04Cu,5H20 se cisuelve en 40 ml, de HONH4 conc -
dens, 0,90, Este solucidn se agrega a 960 ml. de HONa por lo
menos al 10 % (una concentracidn inferior al 10 % puede pre-
cipitar el Cu)., La solucidn azul resultante es estable si se
conserva en botella tepace.

Se mezclan centideces igusales de reactivo y cultivo. 4
la temperatura ambiente, sin agiter, se forma en la superfi-
cie una coloracidn rojo-brillente en 10-20 minutos. Inmedia~
tamente después de mezclar el reactivo se desarrolla una co-
loracidén levemente purpﬁrea en el tubo, que desaparece en po-~
cos minutos, y no debe confundirse con el positivo que se for-

ma en ls superficie.

Dorner, Hollinger:

El método recomendado es tomar 1 ml. del cultivo en un
tubo de ensayo 2ncho, agregar una gota ce creatine 1 %, agi-
tar, une gote de Cl3Fe 2 %, agitar bien; 1 ml., de HONa 20 %
y agitar, Colocar 2 unos 372 pero no agitar al principio pa~-
r» observar ~ntes y con mayor claridad el resultado positivo
indicado por une coloracion rosa eosina a rojo brillante for-

maco en la superficie y que se difunde hacia ebejo al medio.
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Barritts

Usa 1 ml., del cultivo al que se agregan 0,6 ml, de al-
fa-naftol 21 5 4 en solucidén alcohdlica, y 0,2 ml. de HOK al
40 %. Resultedos también buenos se obtienen con 0,5 ml. de
alfa-naftol al 6 4 y 0,5 ml. dc HOK al 16 %, Es necesario no
egregrr un exceso de HOK porque tiende a enmascerar las rcace
ciones més cdébiles al dar una coloracidn cobriza con el alfa-

neftol solo,

Con esta técnica se obtienen resultados positivos 2-5

minutos después de agregado el reactivo,

Batty-Smiths

A 5 ml, del cultivo se agrega una pizca de creatina y
2 gotas de Cl3Fe 2 %, y se agita un poco le mezcla. Se agre-
gan 3 ml., de une solucidén 5 % de alfa-naftol en alcohol ab-
soluto, seguidos de 1 ml, de HOK 40 %. Se agite la mezcla vi-
gorosamente 5 minutos en un agitador de Kahn;

Nosotros heros empleacdo la solucidn de creatina de Le-
vine, Epstein, Vaughn, y = felta de awpitacor mecdnico, hemos

sgitado la gradille 5 minutos & mano.

Coblentz:
A 2 ml, de medio se agregan 0,6 nl. de alfa-naftol (5 g.
en 100 ml,. de alcohol 95 %), seguidos por 0,2 ml. de HOK 40 76



al que se habia agregaco 0,3 % Ce creatina. Se agitaron los
tubos vigorosamente durante 30-60 seguncdos. Une reaccién po-
sitiva se caracterizas por une intense colorecidn rosade que
se desarrolla desde unos pocos segundos o 5-10 minutos des-

pués de mgregados los reactivos.

Osazona:

Se lleve a bafio maria durente 20-30 minutos ura nez-
cle. de volimenes iguales del cultivo microbigno y del renc-
tivo fenil-hidrazina (1 ml, o aun menos de cada uno bastan
para la reaccidn). E1l cxemen microscdpico directo entre por-
te y cubre, riuestra cristeles nuy cerecteristicos, Jde lon-
gitud bastante veriable, cntre 50 y 1zolp; al cebo de 2 mi-
nutos al bafio marie ya se nota la presencia de pequefios
cristales muy regulares, en forma cCe cruz de S. Andrés o de
X: si se mentiene el contacto al bafio meriz Jdurante una ne-
dia hora, le forma cristalina inicial se desarrolla y senec-
in dos hojas de helecho cruzadas, pudiendo modificarse la

disposicién inicial y completar el numero 8.

Pare le determinacidén cuantitativa se empled 1o téc-

nice de Langlykke v Peterson:

Se utilizd un apareto de destilacidn construido por

el Sr. G, Klobassa, consistente en un btaldén de 500 ml. Je
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cuello esmerilado que sé pdapta & un refrigerante corto.

La técnica es la siguiente:

Se ponen en el baldn 100 ml. del liquicdo en el que se
quiere determinar AMC. La velocidac de calentemiento se a-
justa de tel modo que el destilado que se recoge esté frio
y el medio que destila hierva regulermente., Se recoge una
féaccién de exactemente 50 ml. en una probeta, que puede de-
secharse o usarse en la determinecidén de los productos mas
volatiles de la fermentacion. Se recoge luego una segunde
fraccion de exactemente 25 ml, y se enalize por le resccidn
del iodoformo.

Los 25 ml. destilados se agregan a 15 ml. Ce HONa K/1
en un Erlenmeyer éde 150 ml., Se enjuage la probete con 3 por-
ciones de unos pocos nl. de agua y se agregan al Erlenmeyer.
Después, mientras se agita constantemente el Erlenmeyer con
una mano, se agregan répidamente exactamente 5 ml. de iodo
0,2 N con una pipeta sostenida en la otra mano. La precipi-
tacidén del iodoformo comienza casi inmediatamente y después
de 10 minutos la reaccidn es completa. Después de permane-
cer 10-15 minutos fuera de la luz solar, se echan 20 ml. de
SO4H2 N/1 y el iodo liberado se titula inmediatamente con
S203Na2 0,1 N, usando almidén como indicador. Se usa una se-

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

emplazando a la muestra,

CH3-CO-CHOH-CH3 + 3 I2 ¢+ 4 HONa - CHI3 ¢+ 3 INa +
+ NaOOC~CHOH-CH3S ¢+ 3 H<O.

Como 1 molécule de AMC equivale a 6 atomos de iodo, 1
milimol (& 88 mg.) equivalen a 60 ml. de iodo 0,1 N. Por lo
tanto, por cada ml, de iodo 0,1 N usado en la reaccidn del
fodoformo hay 1,467 mg. de acetoina en la muestra. Como se
ha comprobado que en el tercer cuarto del destilado pasa el
23,9 % de le muestra, para obtener el contenido total de AiC
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, —21,467 x & ml., S205Nag
. 0,239

Para la determinacidén empleando una cantidad menor de
1{quido fermentado, se empled otro aparato de destilacidn,
también construido por el Sr. Klobassa. Consta de un tubo de
vidrio Pyrex de 4 cm. de didmetro y 20 cm. de largo, con
borde esmerilado, que se adapta a2 un refrigerante. Hemos u-
tilizado un tubo de ese largo porque el liquido fermentado

por A. aerogenes produce siempre mucha espuma ~l destiiur y

se disminuye asi el peligro de que pase ésta al destilacc.
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Se introducen en el tubo de destilacidn 20 mi. de 1{-
quido a analizar, y se calienta directamente con cuidado.
Los primeros 10 ml. se recogen en probeta de 10 ml., y los
5 ml. siguientes (la fraccidén a titular) en un matracito de
5 ml., también hecho por el Sr. Klobassa, y aforado por pe-
sada con agua destilada.

Bl tercer cuarto del destilado se agrega a 5 ml. de
HONa N/1 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 rapidamen-
te y se deja en la oscuridad 10-15 minutos, se echan 5,5 ml.
de SO4H2 N y se titula inmediatamente con S<0oNal 0,025 N.
Se hace también un blanco con agua destilada,

Veremos el calculo del contenido de AMC al estudiar es-

te método.

Como medios de cultivo, se emplearon el que indican
Clark y Lubs para la reaccidén de V-P y que es el mismo adop-
tado por Difco:
Peptona. ¢« ¢« ¢« ¢« ¢« + + ¢ 5 8.
GlUCOS82.%e o« ¢ ¢ ¢ o « o o« D go
POAHKZ , , « ¢« . . . . . 5 g.
Agua destilada ., . . .1000 ml.
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Se ajusta 2 pH 7,2 y se esteriliza 20 minutos a 1l20x,

El medio de O'leara es el sigu.entes

CING ¢« o ¢ o ¢ e o o s o o o o 9 8.
SOAMEZ: o o o o o ¢ ¢ s o o o o 0,2 g,
PO4H2NHA o« o o o ¢ o o o o o o 1 go
Citrato de sodio (cristalino). 2,77 g.
GlUCOSAB o o o ¢ o ¢ o o ¢« o «» 9 g,
Kcido fumarico « « v v o ¢+ o « 7 g
Agua destilada haste 1000 ml.

Esta es la formula que indican Pirot, Bourgein y Dufau
Casanabe, quienes han reemplazado los 10 g. de fumarato de
sodio que indica O'Meara, por 7 g. de acido fumdrico. El me-
dio con fumarato de sodio no requiere ajuste de la reaccién;
el de fumarico, por el contrario, debe llevarse a pH 7,5. Nos-
otros hemos usado el acido fumarico por ser la droga de que
disponiamos.,

Hemos agregado la glucosa asépticamente al medio, pues
esterilizandola con los demas ingredientes el medio tomaba un
color amarillento., Tembién hemos esterilizado el medio com-

pleto, filtrandolo por Seitz,

La. produccidén de AMC se ensay0 tembién en un medin sin-

tético con glucosa como uUnica fuente de carbonos:
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POAHNaNH4 .4H20., . &« « « o & 1,5 g.
PO4HZK 4 o« ¢ o o o o o o @ 1,0 g.
SOAME o ¢ ¢ o ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ o 0,2 8o
Glucosa « o o o o ¢ o o o o 5,0 g.
Agua destilada . . . . . . 1000 ml,
Se lleva a pH 6,8-7,0 y se esteriliza a 1202 durante
20 minutos. La glucosa se agregod asépticamente al medio.
Para los ensayos de utilizacidn de ANMC se empled el
medio recomendado por Tittslers
PO4HNaNH4 ,4H20 . ¢« « ¢ ¢ o 1,5 g.
POAHZ2KL & o o o o o o o o o 1,0 g.
SOAME o ¢ o ¢ ¢ ¢ o o o o @ 0,2 g,
Acetoina . ¢« o ¢« o o « « o 2,0 g,
Agua destilada 4+ ¢« ¢ ¢ « o 1000 ml,
Se lleva a pH 6,8-7,0 y se esteriliza 20 minutos a
1200,
La cantidad de AMC se vario de modo de contener 0,1 %;
0,05 % y 0,02 %, También se prepard un medio que contenia
0,5 % de glucosa y 0,02 % de AlC.
Ademas los ensayos de fermentacidn se efectuaron so-
bre caldo extracto de carne comin, con el agregado de AMC en
concentraciones de 0,2 %, 0,1 %, 0,05 % y 0,02 %; con 0,5 %

de glucosa; con 0,5 % de glucosa y 0,02 % de ~MC.
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Se utilizd también el medio de O'ideara sin glucosa; sin
glucosa y con AMC 3l 0,2 %y 0,02 %; el mismo medio sin fuma-
rico y sin glucosa, pero con ANMC al 0,2 % y 0,02 %.

Les cepas empleadas provienen en parte de las utiliza-
das como material de ensefianza, algunas del Instituto Nacio-
nal de la Nutricidn, otras de Obras Sanitarias de la Nacidn
y algunas fueron aisladas por nosotros. Las cepas de B. poly-

myxa y las de B. macerans fueron cedides 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 "destructoras").

Escherichia coli I, Intermediario I y II, Irregular I

y VII.,

Bacillus polymyxa, 1O cepas.

Bacillus macerans, 5 cepas.

Los cultivos se mantuvieron en agar extracto de carne,

salvo en el caso de B. polymyxa, en que también se empled el

agar rojo neutro. Se utilizaron las temperaturas Optimas de

incubacidn, 302 (282 en nuestro caso) y 37¢,
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caAPITULO IV

RESULTADOS EXPERIMENTALES

Se trezd el siguiente plan de trabajo:

1) Examen de los métodos cualitativos mas importantes
de determinacidn de acetoina y resultaaos coumparativos de los
mismos.,

2) Aplicacidn de los métodos cualitativos a liquidos
fermentados.

3) Métodos cuantitativos de determinacidn de AMC: estu-
dio del método volumétrico de Langlykke y Peterson,

4) Ensayo de determinacion volumétrica empleando meno-
res cantidades de liquido fermentado.

5) Ensayo de crecimiento de distintas bacterias en me-
dios con AMC como unica fuente de carbono.

6) Estudio de las condiciones de "desaparicidn®" de AMC

con ciertas cepas de A. aerogenes,

A continuacidn se detalla el trabajo experimental y los
resultados obtenidos correspondientes a cada uno de los topi-

c0S enumerados.



1) Exameu do los-métodos cualitativos mas importantes

de determinacidon de acetoina y resultados comparativos de

los mismos,

Se estudiaron y compararon los métodos cualitativos e-
numerados en el capitulo anterior, siguiendo las técnicas a=-
111 indicadas, con el objeto de determinar su sensibilidad y
comparar sus ventajas e inconvenientes.

Para determinar el limite de sensibilidad de cada uno
se hicieron diluciones crecientes de AMC en dos medios dis-
tintos de cultivo, que son los que se utilizaron para los en-
rayos de fermentacion: el de Clark-Lubs, y el medio sintéti-
co con glucosa como unica fuente de carbono.

Para tener valores comparativos de limite de sensibili-
d:d se redujeron las cantidades de tocos los reactivos para
~ ml, de cultivo,

Como la técnica original de V-P did resultados defi-
cientes y exigidé un tiempo demasiado largo para la lectura

(24 noras), no se la utilizd en la comparacidn.

Werkman:

Segun el auter, el Cl3Fe no lleva a cabo la oxidacidn
2-3 butanediol en las condiciones del ensayo, y cualquier
organismo que haya reducido el AMC a 2-3 buti. englicol no

- ’ - -
aara une false positiva.
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Revela una concentracidn de AMC de 1:10.000-1:20.0u0.
La reaccidén es muy poco neta, y lenta en aparecer, a-
celerandose un poco si se desarrolla el color a 37x, segun

lo ya aconsejacdo por el autor,

TLeifson:

Presenta una serie de inconvenientes: la coloracidna
purpures que se desarrolla en el primer momento impide dis-
tinguir con nitidez una reaccién dudosa de una negativa. Por
otra parte, s0lo es positiva en 1l: 2,000 y 1:5.000 en medio
ya peptonado. T'n medios sinteticos no es aplicable, pues
falte el grupo guanidina que se combine con el diacetilo pa-
ra dar el compuesto rosado. Pemos resuelto la dificultad a-
gregando a1 medio sintético, en éste y en los demas casos
analogos, una pizca de peptona (en polvo para no diluir),

en el momento de realizar la reaccion.

Q'ifears:

Fsta técnica no fué utilizada, usandose en cambio la
modificacion de Levine-Epstein-Vaughn, Segin su autor, puede
revelarse facilmente 1:20,000 y aun 1:50.000 de AMC. Proba-
blemente la intensificacidn de la reaccion con creatina‘se

debe a que provcice .1:Aavor cantidad de grupo guanidina.
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T.evine-Fnstein-Vaughn:

Bl uso de la solucidn creatina-HOK permite la realiza-
cién de la reaccidén con un solo reactivo.

El desarrcilo de la reaccidn es bastante rapido y al
cabo de media hora se tiene el 52 % de los resultados posi-
tivos, y en 24 horas el 96,5 %, segun lo indican Vaughn,
Mitchell y Levine.

Puede aplicarse directamente en cualquier tipo de me-
dio, aln sintético.

Permite apreciar el AMC en una concentracidn de hasta

1:100,000,

Dorner-Hellinger:

Permite apreciar el AMC en una concentracidn de hasta
1:100.000, al cabo de media hora.

Mejora la sensibilidad de la reaccidén de O'ideara, pe-

ro el desarrollo de la reaccidn no es tan rédpido como en

’ . -
tecnicas posteriores,

Rarritt:

Fista reaccidn es la de uso general en los laborato-
rios.

Segun su autor, revela una concentracidn de AMC de

1:500.,000-1:1.000,000, y hasta de 1:2.500.000 con cresatinz,
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Yosotros hemos =ncontrado esa sensibilidad al cabo de media
hora.

Es un método muy satisfactorio por su sencillez, su al-
ta sensibilidad y la nitidez de lectura. Ademas la colora-
cién se desarrolla rapidamente, especialmente si se agita.
Vaughn, Mitchell y Levine han encontrado gque en media hora
se tiene el 94,5 % de las reacciones positivas, el 99,5 % a
la horz, y ¢l 100 % a las 2 horas.

Al usarla en medios sintéticos, hemos debido agrcgar

una pizca de peptona en el momento de efectuar la reaccidn.

Ratty-Smith:

K1l tono es mAs intenso que en la reaccion de Barritt, y
ias reacciones mas netas; las dudosas son casi inexistentes,
Puede revelarse 132,000,000 de AMC, pero el uso de estc mé-
todo resulta fastidioso, pues exige la agitacion en agitador

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

Coblentz:

Se puede revelar 1l:2.000.000 de AMC.

Ta reaccidn es sumamente sencilla de realizar, rapida
en desarrollar, mas si se la agita, y neta. A igual sensibi-
1iderd que la modificacion de Batty-Smith, es mucho mss sen-

cilla de ejecutar, nor lo que se la ha elegido en todas las



ocasiones subsiguientes en que fué necesario investigar 1la
presencia de AMC. Ademas es aplicable en cualquier medio de

cultivo, aun sintético.

Osazona:

Ta técnica es relativamente sencilla, pues puede eje-
cutarse en el medio tal cual, pero no resulta neta. Ademas
requiere el uso cdel microscopio.

Su sensibilidad es de 1:1,500.
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2) Aplicacidn de los métodos cualitativos a liquidos

fermentados,

Todas las reacciones cualitativas se aplicaron a segulir
el curso de una fermentacidn. Se usd como ejemplo la del A.
aerogenes, empleando distintas cepas y en distintas condicio-
nes, Se eligieron especialmente cepas "destructoras" por ser
en este caso mas interesante el conocimiento del momento de
la desaparicién de una reaccidn positiva de acetoina.

Diariamente se sacd muestra estérilmente. y se ensayé
la reaccidn de AMC por los distintos métodos, en diluciones
crecientes de la muestre con el medio utilizado en el ensayo,
considerandose como 1limite la mayor dilucién en que la reac-
cién resulta positiva.

Desedbamos ver asi en qué forma acusan las distintas
técnicas las variaciones del contenido en AMC. Para ello se
realizaron los ensayos en medios muy diferentes: el de Clark-
Lubs, que es el recomendado en casi todes las reacciones; un
medio sintético en que la unica fuente de carbvono es la glu-
cosa, y también el medio de O'Meara. Se ensayaron ademas
dos temperaturas de incubacion: 372 y 282 (30¢ es lo que in-
dica la literatura). Esta Ultima es la temperatura dptima

de crecimiento del A. serogenes, y la recomendada actualmen-

te pars la produccidn de AMC. Se probaron dos cepas "des-
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tructoras" de . . eerogenes: la 14 y la 105,

Las cifras que figuren en los cuadros corcesponden al
denominador de la dilucidon de 1 parte de. la muestra en el me-

dio ensayado,.en la que aun se observa una reaccidén positiva.

I) Cepa 15 de A. aerogenes, incubada a 372 en el me-

dio de Clark-Lubs, Esta temperatura y este medio son los que
se recomendaban hasta hace unos anos para la reaccidn
(Standard Methods of the American Public Health Association,

1933, 19363 Barritt, 1936, etc.).

Cuadro I.
z Tiempo de incubacidn
Metodo (Qigs
1 < 3 4 6
Werkman -1 10 * -
Teifson - * -

T.evine-Epstein-Vaughn | 10{ 10 4 % -

Dorner-Hellinger 25 25 10 10 -
Berritt 150 75 15 -
Batty-Smith 50 | 150 50 15 -
Coblentz 200 100 35 -

II) Cepa 15 de A. aerogenes, incubada a 28¢ en medio

de Clark-Lubs. Hemos adoptado en este ensayo la temperatura

recomendada per los trabajos mas recientes (Vaughn, kitchell



y Levine, 1939. Coblentz, 1943; Taylor, 1945), conservando el

medio de Clark-I.ubs paera comparar resultados.

Cuadro II.

Tiempo de incubacidn

Método (dias)
2 3 4 6 7
Werkman + + -
T.eifson t -

Levine-Epstein-Vaughn 20 15 b} -

Dorner-Hellinger 20 10 5 -
Barritt 250 | 100 25 -
Batty-Smith 300 | 15C 75 + -
Coblentz 500 | 250 (100 20 s

III) La misme cepa 15, sembrada en medio sintético

con glucosa como Unica fuente de carbono, e incubada a 379,
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Cuadro III.
Método Tiempo de incubacidn
(dias)

1 S| "7 9 | 10
Werkman - b d -
Teifson - -
Levine-Epstein-Vaughn *+ 10 10 -
Dorner-Hellinger + 10 10 -
Barritt 10 30 50 -
Batty-Smith 35 75 |100 t -
Coblentz 50 {100 |150 + -

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

tético con glucosa, e incubada a 289,

Cuadro IV.

, Tiempo de incubacidn
Método (dias)

3 7 8 | 15 16
Werkman 5 -
Leifscn - -
L.evine~-Epstein-Vaughn 15 10 5 -
Dorner-Hellinger 20 10 + -
Barritt 100 | 35 | 20 5 -
Batty-Smith 250 7% | 50 + -
Coblentz 300 |100 |100 =20 +




V) La misr. cepe 14, sembrada en el medi- de O'lieara

e incubada también a 28¢,

Cuadro V.
| Tiempo de incubacién
Método —__(dias)
1 ) 5 6 7
Werkman * 1 -
Leifson ) - + -
Levine-Epstein-Vaughn 15 50 20 15 10
NDorner-Fellinger ! 15 50 20 20 15
Barritt | 200 [350 | 75 | 50 | 35
Batty-Smith | 350 | 500 | 250 {100 | 75
Cobhlentz i 500 {750 350 (150 | 100 l

De la observacidn de estos cuadros se llega a la con-
clusién de que en todas las condiciones ensayadas (cambianac
medio de cultivo, temperatura de incubacion v cepa), la téc-
nica de Coblentz une a sus ventejas ya enumeradas, la de cone-
tituir el mejor indice de variacidn del contenido de AMC en
el curso de una fermentacion. Ta técnica de Batty-Smith, gue
hahia dado en el ensayo de sensibilidad un limite iguval a 1la
de Coblentz, resulta en la practica un poco inferior a éste,
pero superior a la de Barritt con alfa-naftol solamente.

Se comprucopa también que las técnicas de Derner Hellin-



ger v Levine-Tosiein-Vaughn son précticamente del mismo va-
lor para sedalst: la presencia de acetoin:, pero por su me-
nor sensibilidad no revelan las variacione:. del contenido
de AMC. Finalmente, las reacciones de Werkman y de Leifson
no resultan aconsejables, pues por su limitada sensibili-~

dad sdlo %tienen un valor relativo.
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3) Métcdus cuantitativos de determinacidn de AMC.: es-

tudio del método volumétrico de Langlykke y Peterson.

Debido al material de que disponiamos, y por ser mas
rapido y accesible que los gravimétricos, se eligid entre
los métodos cuantitativos el volumétrico, de Langlykke y

Peterson,

Este método se realizd originalmente segun las indi-
caciones de sus auteres,

Se ensayo primero la destilacidn empleando cantidades
conocidas de AMC, en la misma proporcidn aproximadamente

que la producida cominmente por A. aerogenes (unos 50 mg. %).

Se prepararon las soluciones de acetoina en los medios em-
pleados para los ensayos de fermentacidn, observandose que
en el medio no fermentado la destilacidn no ofrecia ninguna
dificultad. No ocurrid lo mismo con los liquidos fermenta-

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

destilar, obligandonos a un calentamiento muy cuidadoso. El

liquido fermentado por B. polymyxa hierve regularmente, sin

espume..
Los resultados obtenidos con las soluciones aec AMC en
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 4. Si1 recordamos que con la modificacidn
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Cuadro VI.

AMC agregado AMC hallado Error
mg.% mg . 5% %
54,9 52,8 - 3,4
50,8 47,4 - 6,6
45,4 44,2 + 1,8
50,0 47,1 - 5,8
50,4 49,2 - 2,3

éde K¥niphorst y Kruisheser el rendimiento de la determinacidn
gravimétrica ha wnodidc ser llevado a 93-7 %, resulta de to-
Ao punto de vista el método volumétrico preferible, pues en
forme. mas rapida y sencilla, se consiguen aprouximadamente
los mismos resultados.

Como desedbamos seguir cuentitativamente el curso 4de
una fermentacion, nos encontramos con el inconveniente de
necesitar un volumen muy grande de medio e fermentar, pues
para cads determinacidén se emplean 100 ml. de liquido cla-
rc. Por esta razon tratamos de modificar la técnica para u-

sar una cantided menor de liguido fermentado.



4) Ensa; ) de determinacion volumétrica empleando meno-

res cantidades de liquido fermentado,

nomo la destilacion en el método de Langlykke y Peter-
son requiere una cantidad relativamente grande de liguido
fermentado, se tratd de hallar un método en que se emplea-
ran menores cantidades de material a analizar.

Se ensayé asi de utilizar 20 ml. de liquido fermentado,
efectuandose la destilacion en un aparato de vidrio de di-
mensiones adaptadas, y recogiendo s6lo 5 ml., para la titula-
cidn (el tercer cuarto).

Para variar la concentracidn de los reactivos en concor-

dancia con la cantifad menor de AMC =2xistente en los 5 ml. de

destilado titulabies, se tuvo en cuenta que el A, aerogemnes

produce alrededor de 50 a 60 mg. % de acetoina en las fermen-
taciones comunes, es decir, que hay 12 mg. de AMC en los

20 ml. de liquido fermentado que se van a destilar, y apro-
ximadamente 3 mg. en la porcion titulable. Recordando que por
cada ml, dc iode 0,1 N usado en la reaccidén del iodoformo

hay 1,467 mg, de AMC, a los 3 mg. corresponden 2 ml. de iodo
0,1 N 61 ml. de iodc 0,2 N, Si consideramos un exceso de un
25 %, y deseamos agregar 5 ml. de iodo, deberemos usar una
concentracién 0,05 N, es decir, que diluimos el iodo 4 veces,

Correspondientemente deberemos diluir el S203Na2 cuatro ve-
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ces, o0 sea que usaremos S203Na2 0,025 N en vez de 0,1 N.

Para alcalinizar hemos usado 5 ml, de HONa N, y 5,5 ml.
de S04H2 N para acidificar antes de titular,

Se compard luego el porcentaje de destilacidén del AMC
en esta técnica usando cantidades conocidas de acetoina. Los

resultados obtenidos figuran en el cuadro VII:

Cuadro VII.

Fraccidn destilada| AMC destilado (segun | Valores obtenidos
Langlykke y Peterson)
% % %
O - 25 31’8 32’7 32,9
25 - 50 27’9 Z7|5 27’8
50 - 75 23,9 25,9 24,8

Se observan algunas diferencias en la cantidad de AMC
que pasa en el primer cuarto y en el tercero. Como éste es
el que mas nos interesa, por ser el empleado en la titula-
cidén, repetimos los ensayos de destilacidn para determinar el
sorciento de AMC que pasa en 1la porcién a analizar, emplean-
do cantidades conocidas de acetoina.

En el cuadro VIII hacemos constar el porciento de AWC
que ha destilado en el tercer cuarto en una serie de deter-
minaciones, y ademAs hemos calculado la cantidad de acetoina
que contiene la muestra de 20 ml., utilizando el factor

0,239 que emplean Langlykke y Peterson, y el de 0,25% que
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daria el promedio de 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 calculo.

Se observa que el promedio de los valores de AMC %
que destila en el tercer cuarto es 25,3 %, 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,

Al efectuar la destilacion directa de los liquidos

fermentados por A, aerogenes nos encontramos con una difi-

cultad practica: una enorme tendencia a dar espuma. Ensaya-
mos primero el uso de unas gotas de alcohol octilico, sin
mayor éxito. Tratamos luego -de subsanar este inconveniente
aplicando 1a técnica de Folin y Wu para precipitar protei-
nas con acido tungstico. Obtuvimos un precipitado de tipo
coloidal, que seguia dando espuma. Aprovechamos entonces u-
na sugestion de Paretsky y Werkmen ("Arch, Biochem.", 14,
11-16, 1947) y se ensay6 la precipitacidn de las células
con dcido fosfotlingstico al 20 %. Se observd asi que des-
pués de filtrar el precipitado formado, la destilacidn no
ofrecia inconvenientes.

Como la filtracion del precipitado resultaba demasia-

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



esvacio de tiemyc se obtiene un liquido que de stila sin ma-
yvores dificultades.

Fnsayamos entonces la posible influencia que la intro-
duccién del Acide fosfotungstico produce en el contenido de
acetoina revelable. Para ello se ensayd el porciento de AMC
que pasa en el tercer cuarto, empleando soluciones conocidas
de acetoina previamente tratadas con acido fosfotﬁngsticou
E1l AMC se agrego en algunos casos a medio de cultivo no fer-
mentado, y en otros se utilizo como base para el agregado de
acetoina, el liguido fermentado en que el AMC hubiera ya
desaparccido.

Fn el cua ro IX hacemos constar anélogapente el por-
ciento de ANMC que pasa en el tercer cuarto y hemos calculado
también la cantidad de AMC que contienen los 20 ml. de mues-
tra utilizando el factor 0,239 de Langlykke y Peterson, y el
factor 0,211, promedio de los porcentajes de destilacidn ha-
llados. Nuszvamente hemos encontrado los errores cometidos al
considerar uno u otro de los factores de calculo.

Sc observa que los errores cometidos considerando el
factor 0,211 scn inferiores al 10 %, mientras que en el otro
caso exceden dicho valor. Es decir, que la introduccion del
acido fosfotiingstico modifica el porciento de AMC que des-

tila en el terccs cuarto,
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Adoptamos por consiguiente los factores 0,253 y 0,211
para el caso de destilacidn sin y con agregado de acido fos-
fotungstico, respectivamente, en vez de 0,239 del método de
Langlykke y Peterson.,

El calculo para determinar la cantidad de AMC presen-
te en la muestrs debe ser modificado teniendo en cuenta que
por cada ml, de iodo 0,025 N hay 0,367 mg. de AMC en los
20 ml. de muestra. Recordando ademas los factores 0,253 y

0,211 hallados tenemos:

—-0,367 xAml. S<03Na2 ., 100
mg. de AMC en 100 ml. = 5,053 56

Si se utiliza la precipitacidn con adcido fosfotlngs-

tico:

- - 0,367 x&ml., S203Na2 . 100
mg. de AMC en 100 ml.< 5. 511 55
La destilacidn usando 20 ml. de muestra fué la adopta-
da para estudiar la variacidn del contenido de acetoina cuan-

titativamente, en distintas condiciones.



5) Fnsayo C¢_crecimiento de distintas bacterias en me-

dios con AMC como unica fuente de carbono.

Hahiendo ovbservado en los ensayos anteriores la intere-

sante propiedad que poseen algunas cepas de A. aerogenes de

tdestruir" el AMC que ellas producen, se tratd de probar el
comportamiento de las mismas y de otras bacterias, en medios
zon AMC.

Para ello nos basamos en el trabajo de Tittsler (19%8),
utilizando el mismo medio sintético con AMC como uUnica fuen-
te de cerbono, pero con distintas concentracicnes de acetoi-
na: 0,2 %, 0,1 %, 0,058 %4y 0,02 %. Se empled ademas el medi:
con agregedo de 0,5 % de glucosa, y con glucosa 0,5 % y AiC
0,02 %,

Se hicieron controles con soluciones analogas de AC
en ague y en caldo extracto de carne, y con medio sintético,
agua y caldo sin AIMC.

Tratamos de comprobar la opinidén de Tittsler, y tambien
le de Tomiyasu (1938), que ensayaron sobre el grupo colifor-
me, de que sdlc las cepas que hacen desaparecer una V-P posi-
tiva son capaces de crecer en un medio sintético con acetoi-
na como unica fuente de 2, Y que las del grupo coli, no pro-
ductoras,; tampoco utilizan el AMC.

. 4 .
Se realizo este ensayo sobre 2 bacterias productoras:



A. aerogenes y 3 polymyxa, y 2 no productoras de AMC: E. co-

1li y B. macerans, y se utilizd ademas otra temperatura de in-

cubacidn para el grupo coliforme: 282, la Optima de creci-
miento y de produccidén de acetoina, en vez de 372, que em-
pleara Tittsler,

En todos los casos se partié de cultivos en agar de
24 horas, lavando y centrifugando las cepas antes de usarlas.
Se sembrdé 1 ansa de una suspensidn espesa de dichas bacte-
rias asi tratadas en unos 2 ml. de medio.

Se examinaron diariamente los cultivos durante 10 dias
para observar crecimiento y al cabo de este tiempo se ensayé

en todos la presencia de AMC.

Aerobacter aerogenes:

Se ensayaron 6 cepas, que se incubaron a 282,

Todas las cepas desarrollaron perfectamente en todos
los medios con caldo, como asimismo en los medios sintéticos
con glucosa (sola y con AMC), ya a las 14 horas de incuba-
cion. En el medio sintético se observd un abundante creci-
miento con todas las concentraciones de AMC ensayadas, a las
48 horas, en sdlo 2 cepas,.la 14 y la 15 ("destructoras" por
los ensayos previus). Las demas cepas, no "destructoras", no
desarrollaron en el medio sintético con AMC como unica fuen-

te de C. En los controles con agua no se observd crecimiento.
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- Cuadro X.
Desarrollo AMC (limite)
Medio Cepa. | Cepa | Cepa | Cepa | Control
14 15 14 15
Sint.40,2% AMC +¢ | +¢44 | 10 + 500
Sint.40,1% AMC t4+++ | 44 - - 300
Sint.+0,05% AMC +4tt | tH+t - - 150
Sint.+0,02% AMC +44+ | +++4 - - 70
sint.+0,5% gl. t44d | tH+4 + - -
Sint.+0,5% g1.40,02% AMC|++++ | +++4 5 - 70
Cz1do+0,2% AMC tt4t | ++44 - - 700
8aldo+0,1%. AXC tH4t | +44¢ - - 400
021d040.05%7 AMu 444 | ++44 - - 200
Caldo+0,02% AMC t44d | 4444 - - 100
Caldo+0,5% zl. +e4+ | 4444 - - -
Caldo+0,5% gl.40,02% AMC|++t+ | ++++ 5 - 100

Al cabo de 10 dias se ensayd la presencia de AMC en ca-
da uno de los medios empleados, por diluciones crecientes,
considerandose como limite la meyor dilucidn gue da ‘-eaccidn
positive con le técnica de Coblentz. En el cuadro figura el
denominador de dicha dilucidn limite,

Se encontrd desaparicidn total de la acetoina en con-
centracidn inferior al 0,2 % en el medio sintético para las

cep?s 14 y 15. Con 0,2 % la desaparicion de ANC no fué total,



quedando ﬁn residuo algo mayor en la 14, coitcidente con un
desarrollo un poco inferior. En los medios con caldo hubo
destruccibén total de acetoina.

En las demAs cepas, que no desarrollaron en el medio
sintético con ninguna concentracidn de AMC, tampoco hubo de-

saparicion de acetoiha en los medios con caldo.

Bacillus polymyxa:

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 AMC como Unica fuente de car-
bono no crecid ninguna de 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 acetoina, y con glucosa (sola y con ANMC).

En los medios con agua no hubo desarrollo.

Practicada 12 reaccidén de la acetoina al cabo de 10
dias, se comprohd que en ninguno de los medics hubo utiliza-

cidn de AMC.

Escherichia coli:

Se ensayo con coli I, intermediaric I y II e irregu-

lar I y VII, Se incubd a 289,



No hubo crecimiento en el medio sintético con acetoina
como unica fuente de carbono, en ninguna de las cepas. Desa-
rrollaron abundantemente los controles de dicho medio con
glucosa (sola y con acetoina), Yy los controles de caldo con
todas las concentraciones de AMC.

En ningun caso hubo utilizacidén de AMC.

Bacillus macerans:

Se ensayaron 5 cepas, que se incubaron a 374,

Se observd desarrollo en el medio sintético con glu-
coss, y un poco mayor en el de glucosa y AMC, pero no hubo
crecimiento con ninguna concentracién de AMC como Unica
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

ANC (dilucidn 1imite)

Cepe.
Control ©—yzg—T 3-21 | 432 | 433 172

70 5 15 15 15 30

Al ensayar la rresencia de AMC, se observd un aprove-
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chamiento del :ismo, variable para las disti. tas cepas, en
el medio sintético con glucosa y AlC (cuadro XI).

En los medios con caldo no hubo utilizacidén de acetoi-
na por ninguna cepa..

Es decir, que 8010 en el medio mas pobre en carbono,

como es el sintético, fué aprovechado el AMC.

Se comprueba nuevamente lo va afirmado por Tittsler y
Tomiyasu de que s6lo las cepas productoras de AMC que hacen
desaparecer una V-P positiva son capaces de crecer en un mes
dio sintético con acetoina como uUnica fuente de carbono. El

B. macerans, no productor de AMC, fué capaz de aprovechar el

AMC en un medio pobre en C, pero no crecié en el medio sinté-
tico con acetoina como Unica fuente de C.

Se observa ademas que en concentraciones de hasta 0,2%
(maxima ensayada), el AMC no produce modificaciones en el

cultivo en medio liquido en 4, aerogenes. E, coli, B. mace-

rans y BR. polymvxa.

V4 - P ' . -
Se ensayd también la accion bacteriostatica de la ace-

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

un cultivo de 24 horas en agar, se hizo una suspensién en
1 ml, de solucidn fisioldgica estéril. De dicha suspensidn
s¢ sembro 1 ansa en 1 ml, de solucidn fisioldrica con dis-

tintas concentraciones de AlIC: 0,1 %, 0,3 4 y 1 %, Se sembrd



ademas en solucidn fisiolégica sola, como control., De estos
tubos se hicieron estrias en placas de agar comin a los O,
5, 30 y 60 minutos y éstas se incubaron a 2892 durante 24 ho-
ras, no observandose diferencias en el crecimiento entre el
control y las otras suspensiones.

Es decir, que el AIC en concentracién de hasta 1 %

no tiene accidn hacteriostatica sobre A, aerogenes (las 6

cepas ensayadas) y E. coli y miembros del grupo irregular

e intermediario (5 cepas).



. 6) Estudi. de las condiciones de"desapzricidn” de AMC

con ciertas cepas de A, aerogenes.

Finalmente se estudiaron las condiciones en que el AuC
"desaparece"” de los cultivos de ciertas cepas de A. aeroge-
nes, ensayando la influencia que pudieran tener el medio de
cultivo, los factores de oxido-reduccidn, la aereacidn y la

. - 7 . . .
temperatura de incuhacion, para determinar las condiciones
favorables u 6ptimas de formacion y permanencia del AMC en

1os cultivos,

Medio de cultivo:

Se ensayd la influencia que pudiera tencr el medio de
cultivo comperandc medios muy diferentes como son el de Clark
Tubs, medio peptonado rico en carbono, y un medic sintético
con glucoss como unice. fuente de carbono.

En esta comparacidn se realizaron las experiencias en
tubos de c¢nsayo, que se incubaron a 289, usandose 5 cepas de
A. rerogenes, 2 de las cuales csran "destructoras",

Para tener una idea semicuantitativa de la variacién
del contenido en AMC, se sac6 diariamente muestra y se hi-
cieron diluciones crecientes con el medio ensayado, conside-
randose como limite 1la mayor dilucidn gue daba reaccidn posi-

tiva de AMC por la técnica de Ccblentz. En los cuadrcs figu-

ra el denominador de dicha dilucidn.
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Se han llevado en cada caso los resultados obtenidos
a un gréfico en que se compara, para la misma cepa, la varia-
cidn de AMC con el tiempo de incubacidn, para los 2 medios

ensayados.

Cepa 1 (cuadro XII, grafico 1).

Cuadro XII
AMC (dilucidén mexima positiva)
Tiempo de incubacidn (dias)
Medlo "y T8 [ 4 |5 167 ] 8] 9 |10 |11 |24 |16
C~Lubs | 10|75 {.00| 100|100 200|200 200
Sint. 30175 200|200 (2001|400 400 4001400 |400
y D,ﬁa;el‘o'::' _ Clark-lubs
"i:.imc _ Sate'tico
Yoo} i FHE
j
oo :’/J
Zoo1 7 ;
,'}/ h'}c‘ f«laea s

Gra'fico 1.
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Cepa 2-9 (cuadro XIII, grafico 2).

Cuadro XIII.

AMC (dilucidén méxima positiva)
BT Tiempo de incubacidon (dias)
11 213 4 5 6 7 8 9 {10 {11 |14 |16
C-Lubs | 10|75 |100| 100 {100 150 |200 200
Sintét.| 1[50 100 {100 |200 (200 200 200 [200 | 200
§ e ot i
de ANMC ___Clark-lubs
boo ___ Siate'tieo
do0
Zoof  NESEEEISs. mmmsmavnaw smaAE RNSY PesyR anas: 2 e
: Di'as de
f incube cron
1 2 3 v 5 6 ¥ 8 9 e n gz 3 v a5 16
Gra'fico 2.

Z

Cepa 9-1 (cuadro XIV, grafico 3).

Cuadro XIV.

AMC (dilucidn maxima positiva)

. Tiempo de incubacidn (dias)
Medio 1 2 ] 8 9 |10 | 16
Clark-Lubs| 10 | 100 | 100 | 100 200 | 200
Sintético | 10| 50| 50 100 | 100 | 100
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Di'dw de o
 frideegd bl Clerk-Lubs
de AXC g c
_S'fﬂfef:'co
oo
Foot
jat FHi6dt sofiddates dptadtants
it EREES B1sEecREt SICRRARIR SRRARNS
A RS SR tiE plasde,
}/ fncu, 4010‘
 STTI2 FEaeR TRREL BRED 1hEET SERRT SRRAL ST SRR LRRET/RRNT ERP FAN TR oA O]
Gra'fico 5
Cepa 14 (cuadro XV, grafico 4).
Cuadro XV.
AMC (dilucidon maxima positiva)

Tiempo de incubacidén (dias)

Nedio 1 T35 12 14 15 16 |7 |ale Liofii11a118
c-Tubs | 30 100 | 50| 50 | 50 30| 5 -
Sintét.| 30| 75 50 | 50 | 30| 30 30 30 |10 | -
D.Igc:'a'n
‘z-)%gﬁ _ Clark - lubs
e | _ Scate'tico
doo
oo
1001
P T mEeldel
P 2 3 Yy £ 6 *+ % 9 o v @ B3 W s e

Crafico %
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Cepa 15 (cuadro XVI, grafico 5).

Cuadro XVI.
AMC (dilucidn maxime positiva)
Medio - T%empg de4incgbacé6n édiag) e
Clark-Tubs| 10{100/100| 50 | 30 -
Sintético | 50| 75 50 | 50 | 30| 30| 30| 10| -
‘V"";"fi'i}}"‘- __ Clark- lubs
e . Siale'tico
H
200
ool
i Seszs

f o+ 3 4 % & 3 & 9 w0 U @ I3 1¥ s 16

Gl‘a'f':'co 5.

De la observacidn de los graficos se deduce que para
las cepas no "destructoras" ensayadas, no hay una diferen-
cia muy grande en la produccidén de AMC entre el medio de
Clark-Tubs y el sintético con glucosa, siendo en general me-
jor la produccidén para el sintético.

Se encuentra ademas para las mismas cepas no "destruc-

toras" un fendiieno que se repite en todas ellass la produc-



cidn de 2 mesetas en la curva ascendente de formacidn de AMC.
situadas 2 intervalos algo diferentes en cada una. Zste he-
cho se obhserva en ambos medios ensayados.

Para las cepas "destructoras" se encuentra una produc-
cidén méxima de AMC algo menor con el medio sintético que con
el de Clark-Luhs, alrededor del tercer 1ia, siendo la desa-

. N . 4 -
paricién mAs lenta para el medio sintético.

Se siguid por otra parte, por medicion cuantitativa,
la variacién de AMC en el medio de Clark-Lubs, y en el de
O'Meara, medio mas pobre en C, pero con écido fumarico, im-
portante factor de oxido-reduccidn. Se ensayaron 3 cepas de

A. aerogenes, 2 "destructoras" y 1 no "destructora",

Para estas experiencias se prepard un "inoculum" sem-
pbrando 1 ansa de un cultivo en agar de 24 horas, en 25 ml.
de medio, que se incubd a 2892 durante 24 horas. De éste se i-
noculd al 3 % en 400 ml. de medio contenidos en un Erlenme-
ver de 1 litro, para asegurar una buena aereacidn, y se in-
cuhd nuevamente a 282, Diariamente se sacaron 20 ml. de mues-
tra, que se dosaron con el método volumétrico modificado,
previa precipitacidon de las células con acido fosfctingstico.
El "inoculum" en medio de Clark-Lubs se utilizd para sembrar
en el mismo medio y en el de O'Meara, y viceversa: pars ver

la. posible influencia del cambio de medio.
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& . . . -
Nuevamen.e hacemos constar en grafico .a wariacion acl

contenido de AMC con el tiempo de incubacion.

Cepa 15

"Inoculum® en medio de Clark-Lubs (cuadro XVII, graf. €).

Cuadro XVII.

Contenido en AMC

(me.

%)

Tiem

bo de incubacidn (dias)

¥edio, F T 5T T 7 g [1I
C=-Lubs |0,7121,2]|38,5|34,4|10,7| 9,111,1] O
O'Meara |{0,7| 7.8|17,5]135,8|42,2|36,4 15,2 110,2]10,110,2
pANC
i . Clark-Lubs

5ot .. O'Meara

Yo :

Jo "..

L2

z 3 % 5 c 3 i L3 ‘o0 o i3




Cepa 14

"Tnoculum" en medio de O'Meara (cuadro XVIII, graf. 7).
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Cuadro XVIII.

Contenido de AMC (mg. %)
: Tiempo de incubacidén (dias)

Nedde 51 17 2] 5 a5 16 7 [8.10 01
Clark-Tubs | 3,2|20,1(29,1(20,1 |8,7 |3,7 [2,4 1,9 0
O'Meara. J3,2139,3 18,7 8:718,813:,212,7 |R .7 0

s Ame
. %e
7 _Clark- lubs
L ___ 0'Meara

4o

ao .

<o X

lot
& o Simanawaas D{'ag, € ok
T ¥ 2 Z ? b4 9 r-o " 12 = % 3 =

Grafico ¥




Cepa 2-9

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

Cuadro XIX.

Contenido de AMC (mg. %)

: Tiempo de incubacion (dias)
HESIR 5l 2 & 0 &1 " 9

Clark-T.ubs 1’3 2,7 4 5 4,8 7,2 7,7 7’9

0'Meara 1,3 21,1]|28,7|36,3 |44,4 51,5 | 74,7
AMc‘,
il —o Clark-Lubs
s __ O'Meara
fo
6o 1
s+
4o
jo
ot
l° i - -
3 Dila dg'
1AcuPaCton
U < 3 ¥ b3 6 T 5 q lo

Gra'fico 8.




Observando los gréficos se nota en todos los casos una
produccidén mayor de AMC en el medio de O'Meara. Esta diferen-
cim resulta mucho mas notable en el caso de la cepa 2-9, no
"destructora", en la que también se encuentran las 2 mesetas
en la curva de formacidn de acetoina,

Para las cepas "destructoras" se ve un maximo algo ma-
yor y una desavaricion mas lenta con el medio de O'Meara. Se
encuentra ademas que cuando se utiliza un "inoculum" en un
medio pera semhrer en otro distinto, hay un cierto retardo
en la produccidén del maximo de AMC, si se lo compara con el
pesaje al mismo medio del "inoculum".

Se observe también, en el caso de las cepas "destruc-
toras", que en todos los medios ensayados, la curva de for-
macidn y "destruccidn" de acetoina no es simétrica, sino que
presenta un descenso mas suave antes de desaparecer total-

mente,

Aecido furmérico:

Viendo que el medio de O'Meara resultabs el mas apro-
piado en cuento 2 produccidén y permeanencia del AMC en los
cultivos, se estudidé la influencia del écido fumarico, prin-
cipal agente de ¢xido-reduccidén de dicho medio, especialmen-
te sobre las cepas "destructoras".

’ 4 -
S€e preparo asl un medio con todos los componentes del
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medio de O'Meara, salvo el acido fumarico, agregando ademas
un 0,2 % de AMC, y se compard con el medio de O'Meara (con
fumarico), tal cual y con el agregado de 0,2 % de AMC. Se
ensayd con la cepa 15, "destructora" mas répida. incubando
a 2892, Se sacaron muestras a intervalos para determinar la
presencia de AMC por la técnica de Coblentz, considerandose
como limite el momento en que se obtenia una reaccidn nega-

tiva ("destruccion" total).

Cuadro XX.
"Destruccion" de AMC
Medio Tiempo (dias)
O'Mear: ¢+ fumAarico 3 -9
O'Meara - fumarico + AMC 13
O'Meara 4 fumarico + AIIC > 23

Se ve el efecto retardador del ecido fumArico sobre la
desaparicion del AMC agregado, y la rapida "destruccidn" del
AMC producido por el mismo microorganismo, debido a que la

cantided de acetoina en este caso es menor.,

Temperatura de incubacidns

Se ensayd también el efecto del acido fumarico a dis-
tintas temperaturas de incubacidn: 2892, la temperatura acon-

sejada actualmente para la produccidn de AMNC, y 4792, la uti-



lizada anterior..ente,
Se ensayaron 2 cepas, la 14 y la 15, y se sacaron mues-
tras nuevament. para determinar el momento de la desapari-
cidn total de iMC.

T.os resultados ohtenidos figuran en el cuadro XXI:

Cuadro XXI.
Tiempo de desaparicidn de AMC (dias)
Cepa Hedio Temgégae incg?icién
O'Meara - fumarico + AMC <6 <6
H O'Meara + fumarico ¢+ AMC| >11 >6
O'Mer 72 - fumarico + AIC >11 >6
o O'Meara 4 fumarico 4+ AMC >24 15

Se confirms en este caso el efecto retardador del aci-
do fumArico sobre la desaparicion de AMC y observamos ade-
mAs que la "destruccidén" de acetoins es mas lenta a 289,

temperatura Ontime de crecimiento de A. aerogenes y de pro-

duccidn de AMC, que a 372,

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 acido fumarico,
se compararon ambos medios, para ver la influencia de es-

te factor,



Se ensayaron ambos medios sia modificar, con agregeado
de AMC y con AMC pero sin glucosa. Se agregd en csta experien-
cia una cantided menor de acetoina: 0,05 % en vez de 0,2 %
para aco;tar el tiempo de "destruccién". 3e ensayd sobre las
2 cepess "destructoras" 14 y 15, incubando en cada caso a <8¢
y a 379, La lists de los medios empleados iesulta entonces:

Medio sintético con glucosa= S g.

Medio de O'Meare=0 g f.

Medio sintético + AMC =S g A.

Medio de O'Meara + AMC=0 g f A.

Medio sintético + AMC, sin glucosa =S A.

Medio de O Meara + AMC, sin glucosa=0 f A.

Se sacaron muestras a intervalos para determinar el mo-
mento de la “destruccidn" total de AMC.,

T.os resultados obtenidos figuran en el cuadro XXII.

Se observa en dicho cuadro que cuando falta la glucosa
la "destruccion" del AMC agregado es mas rapida. prcballe-
mente porque la cantidad de éste es menor, yva que falta la
acetoina proveniente del hidrato de carbono. En el medio sin-
tético, en gque la unica fuente de carbono es el AMC, €ste es
vdestruido" antes que en el medio de O'Mzara sin giucosa, que
contiene fumaArico y citrato de sodio como fuentes de carovono.

Se confirma por otra parte que la desaparicidn de AuUC
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Cuadro XXII.
Tiempo desaparicidén de AMC (dias)
Cepa Yedio Tempegg:ura de incugigién
Ogf Entre 8 y 12 8
S g 8 3
Ogf A 15 Entre 8 y 12
1 S g A 8 Entre 3 y 8
Of A <3 <3
S A <3 <3
Ogf 12 Entre 3 y 8
S g Entre 3 y 8 <3
Ogf A >19 19
15
S g 12 Entre 3 y 8
Of Entre 3 y 8 3
S A 3 <3

tiene lugar mas rapidamente a 37¢, y que el acido fumarico

retarda la "destruccion".

Aereacidr:

Le aereacion es un factor en la produccidén de AMC so-

bre cuya importsncia concuerdan todos. Ensayamos entonces qué

influencia puede tener en la "destruccidn" de acetoina.

Para ello

comparamos los resultados de fermentacidn en
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Cuadro XXIII.
Tiempo de desaparicion de AMC (dias)
Cepa Medio En tubo En Erlenmeyer
Ogf 15 21
S g 8 Entre 15 y <1
Ogf A >21 >21
14 -
S g 4 8
Of A 5 8
S A 4 5
Ogf 15 > 21
S g 3 8
Oeg A =21 > 21
15
S g A 8 14
Ot A 5 14
S A 4 7

los medios empleados en el ensayo anterior, contenidos en tu-
bos de ensayo comunes, con 10 ml. de medio, en un caso (mucha
nrofundidad y poca aereacion), y en Erlenmeyer de 50 ml. tam-
bién con 10 ml. de medio (poca profundidad y maxima aereacidn).
Se ensayaron las cepas 14 y 15 que se incubaron a 57¢ para a-
cortar el tiempo de "destruccion" de AMC. También en este ca-
so hemos determinado el momento de desaparicidn total de la

acetoina (cuadro XXIII),



Resulta entonces evidente que

tehlemente la "destruccidn® de AMC.

la aereacidn retarda no-

Del conjunto de estas experiencias se deduce que el me-

dio mas favorable pars la produccion y permanencia del AMC

en los cultivos, a juzgar por los resultados obtenidos con

las cepas "destructoras" de A, aerogenes, es €l de O'Meara,

que contiene acido fumarico, factor

mente importante,

de o6xido-reduccidn suma~-

Se constata también que la temperatura de incubacidn

mAs conveniente es la de 28¢, y que
perficie y poca profundidad (maxima
cion" es mas lenta, de tal modo que
los primeros momentos no desaparece

fermentacion.

en cultivos de mucha su-
aereacion), la "destruc-
la substancia formada en

cuando se prolonga la
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caPfTULO V

RESUMEN Y CONCLUSIONES

12,- Se examinan 1los métodos cualitativos mas importan-
tes de determinacidn de acetoina, comparando sus ventajas e
inconvenientes y se determina el limite de sensibilidad de
cada uno de ellos. Como consecuencia, se prefiere la técnica
de Coblentz, con alfa-naftol y creatina, por su alta sensi-
vitidad, porque es sencilla de ejecutar, répida en desarro-
llar, neta y aplicable alin en medios de cultivo no peptona-

dos.

22,.- Se aplican las técnicas analizadas anteriormente
para determinar la presencia de AMC durante el curso de una

fermentacidn, con distintas cepas de A. aerogenes, y utili-

zando diferentes medios de cultivo y temperaturas de incuba-
cion. En todos los casos, la técnica de Coblentz une a las
ventajas ya enunciadas, la de servir mejor para apreciar la
variacidn del contenido de AMC en el curso de una ferments-

ciodn.

32,- Se ensaya el método volumétrico de Langlykke y Pe-

terson para la determinacidn cuantitativa de acetoina, obte-
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- . - N 4
niéndose, con .nayor rapidez y sencillez de ejecucion, un ren-

dimiento comparable al de la mejor técnica gravimétrica.

49,.,- Se modifica la técnica de Langlykke y Peterson de
modo de utilizar s6lo 20 ml. de liquido fermentado, variando
la concentracidn de los reactivos, y se aconseja el uso de
un factor de destilacidn distinto del empleado para la de-
terminacion con mayor cantidad de muestra.

Se trata de subsanar el gran inconveniente de la pro-
duccién de espuma cuando destilan liquidos fermentados por

A. aerogenes, precipitando las células con acido fosfotungs-

tico al 20 %, el cual introduce un factor de destilaciodn

también distinto.

52.- Se ensaya el comportamiento de 2 bacterias produc-

toras de AMC, A. aerogenes y B. polymyXa. y 2 no productoras:

E. coli y 3. macerans, en medios con acetoina, utilizando u-

na temperatura de incubacidn distinta de la que registra la
literatura,

Se confirma la opinién de Tittsler y de Tomiyasu de que
s0lo las cepas productoras de AMC hacen desaparecer una V=P
positiva son capaces de crecer en un medio sintético con AMC

como Unica fuente de C. E1 B. macerans, no productor de AMC,

fué capaz de ap-ovechar la acetoina en un medio pobre en C,



pero no crecid en el medio sintético con AMC como unica fuen-
te de C. Se observa en todos los casos que la cepa desempe-
fia un papel muy importante.

Se encuentra también que en concentracion de hasta
0,2 4 (maxima ensayada), el AMC no produce modificaciones en

el cultivo en medio liquido en A, aerogenes, E, coli, B, ma-

cerans y B. polymyxa.

Se ensayé ademads la accidn bacteriostdtica del AMC so-

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

- . . . 7
intermediario, observandose que en concentracion de hasta

1 % no tiene accidn sobre las cepas ensayadas.

692,~- Se estudiaron finalmente las condiciones de desa-

paricidén de AMC con ciertas cepas de A. aerogenes, ensayando

1a influencia del medio de cultivo, factores de dxido-reduc-
cidén, temperaturs de incubacidén y aereacion., De resultas de
ello se encuentra que el medio mas favorable para la forma-
cidn y permeanencis del AMC es el de O'lleara, que contiene a-
cido fumaArico, factor de o6xido-reduccidén muy importante.

Con las cepas "destructoras" de A. amerogenes, el maxi-

mo de produccion de AMC se encuentra entre el 22 y 49 dia,
- .’ [4

por 1o cual no conviene ensayar la formacion de acetolna

después del 32 dia, segun aconsejaran las investigaciones

’ .
mas recientes.
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Se constata también una desaparicidn de AMC mas lenta

utilizando una temperatura de incubacidon de 28¢ (optima de

produccidn de AMC y de crecimiento de A, aerogenes), y.el
cultivo con mucha superficie y poca profundidad (méxima ae-

« P
reacidn),

De acuerdo con estos resultados se aconsejan las meJo-
res condiciones para la produccidén e investigacion del AMCs
siembre en medio de O'Meara, utilizando cultivos con mucha
superficie y poca profundidad (p. ej. 10 ml. de cultivo en
Erlenmeyer de 50 ml.), incubacidn a 289 y determinacidn de
la presencia de acetoina entre el 29 y 3¢ dia, con la téc-

nice de Coblentz (alfa-naftol y creatina).
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