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EEESETLLION

Dentro del vasto panorama que las industrias ofrecen al
futuro profesional comocampode aplicación de los conocimien­
tos más bien teóricos_que prácticos, adquiridos durante su fo:
mación universitaria, resultó factible para el autor de este'
trabajo, que se dirigieron sus miras hacia la fabricación del
vinagre, cuyos problemas, por una circunstancia eSpecial, han
bia tenido oportunidad de conocer y valorar.

Planteado el deseo de contribuir, aunque modestamente al
esclarecimiento de.1os mismos, surgió enseguida la necesidad
dd justificar la labor a desarrollar, porque la amplitud de la
literatura ya existente sobre el particular hace dificil la tg
rea de hallar ese saldo positivo que diera catcgeria,al esfuc;
ze realizado yeomopara hacerse merecedor, por su intermedio,‘
a optar el titulo de universitario máximo.

Empero, espera su realización entre nosotros, en lo que
al proceso de acetifioaeión so refiere, todo aquello que en
países de mayor tradición industrial es ya un problema encara­
do desde casi todos los puntos de enfoque imaginables.

En otros términos, la verificación en nuestro ambiente de
esas conclusiones y la puntualizaoión y resolución parcial o
total de las dificultades íconstaba su existencia) que se plag
tearon durante su aplicaciñn_reprosentaban por si_solos un prg
gramade trabajo suficientemente extenso, tanto, que podría
llegar a escapar a las posibilidades de quien debía forjar afin
sus primeras armas para la invostigaeiénl

En efecto los fabricantes argentinos que utilizan ya sea.
el método alemán rápido clasico o bien sus modificaciones des­
conocen los gérmenes que han enriquocido en sus transformado­
res y no se tiene conocimiento de que se haya intentado intro­
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ducir cultivos puros; menosaún, criar variedades especial­
mente aolimatadas a nuestro medio. Por otra parte el criterio
de conducción de las plantas industriales es en la mayoria de
los casos empírico, lo que unido al hermetismo tan generaliz;
do en nuestro ambiente industrial hace que no se conozcan,
por un lado, los adelantos logrados por los distintos indus«
trialeswy por el otroJ los inconvenientes que se las han pre­
sentado.

Una de las consecuencias de esta situación es por ejem­
plo el hecho de que no se aproveche toda la capacidad de pro­
ducción de las instalaciones: las escasas referencias que se
han podido recoger coinciden en que los cgúpcs elaboran en
general aproximadamente la mitad del máximoposible obscrva*
dc por Whatenfeld (l), a igualdad de concentración final de
ácido acético.

Se ha llegado asi a señalar uno de los principales movi
los y al mismo_tiempoobjetivos de la_tarea a realizar} dar
el primer paso, por pequeño que fuera, hacia la racionaliza­
ción de esta industria.

Ello significaba anto todo: conocer los microorganismos
activos, tomandomaterial de un acetificador en pleno funcio­
namiento y luego estudiar las posibilidades de reproducir en
pequeña escala el procedimiento alemán rápido clásico del
cual se deduoen las ideas básicas de gran parte de los proce­
sos actualmente en uso.

Las consideraciones precedentes han llevado a la conce;
ción del plan de trabajo que se detalla a continuación:

l) Estudio de las bacterias activas en nel proceso de
acetifioación'rápidc.

a) Bnrequecimientos pcr siembras en divo;
sos medios de cultivo, partiendo de
virutas provenientes de transformado­
ros en actividad normal.
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b) Aislamientos en diferentes medios de

cultivo favorables.

o) Estudio en cultivo puro de las bacte­
rias aisladas.

a) Ubicación sistemática de los cultivos
estudiados,

2) Ensayo de ¿notificación en escala de laboratorio
por siembra con vinagre de fabricación rápida;

3) Estudio de las condiciones ambientes sobre la act;
vidad de las oacterias en los transformadores expg
rimonteles; infiuonoia de:

a) Temperatura.

b) Concentración de ácido acético y de ale
coholetílico.

c) Sustancias nutritivas minerales y orgá­
nicaso v

——————
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ANTECEDENTES BIBLIOGBÉFICOS

_Latransformación de los liquidos alcohólicos expuestos
al aire y_al calor, en vinagre_se conoce desde la antigüedad:
egipcios, babilonios, hebreos, griegos y romanoslo prepara­

ban por ese_mismo camino. Fué el ácido por excelencia de aque
llas épocas, según Luckow(l) se confundian ambos conceptos:
la palabra griega'para vinagre se traduce en le actualidad
per ácido, por involucrar también esa acepciónoé

Si bien ya Hipócrates (siglo_V a J‘C.) y Dioscórides (si
glo I) ambosnaturalistas griegos, citaron al vinagre comore
medio eficaz para toda suerte de malestares, es a Plinio el
antiguo (23-79) a quién se debe la primera referencia biblio­
gráfica en el libro 22 de su "Historia Naturalis" se descri­
ben recetas_en las que el vinagre interviene comocomponente
fúndamental.

Desde un principio preocupó a los investigadores el Gong
cimiento y la explicación del fenómenode la acctificaeión.
En el desarrollo dc los estudios pueden distinguirse tres
grandes etapas:

1) Inicial, comprendiendola industrialización de la ob­
tención del vinagre, el hallazgo y aplicación de los
métodos básicos de fabricación así_eomo el descubri­
miento dc la intervención del aire, de la necesidad
dc la transformación alcohólica previa y por sobre
todo, del carácter transmisible de la acetificación.

2) Microbiológica, a partir del descubrimiento de Kut­
zing, pasando por los estudios dc Pasteur, para_llc—
gar al reconocimiento v o

u .aislamiento dc microorganis­
mos activcs hacia fin del siglo pasado y oomienZode
éste.
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3) Etapa definida por el descubrimiento de las enzimas
por Buchncr en 1903, que señala nuevos rumbos para
el estudio de la naturaleza dci fenómeno.

La fabricación se convierte en gran industria, se intro”
ducen los transformadores gigantes comoúltima evolución del
método rápido.

Los primeros intentos conocidos en;di1ucidar el problema
se remontan al siglo VII de nuestra era¡ epoca en la que el
alquimista Geber de la escuela árabe de Sevilla, realizó en­
sayos de concentración y purificación del vinagre, lo que di­
ce que más bien procuró dar con la naturaleza de los compone;
tes.de1 mismo, que abordar la explicación de la_acetificaeión
en si. '

Recién diea siglos más tarde se avanzó decididamente en
estas investigaciones. En su obra "?hysica Subterránea"
(1669) comunicó J.J. Becher (1635-1682).su observación de que
la presencia del aire era necesaria para la transformación.
De la misma época data el “Manual”, del que figura como autor
el Magister Coler y en el que se describe la obtención del y;
negra.

Se desprende del mismo que si bien se trabajaba en mayor
escala, no se habia modificado todavia el procedimiento: con­
Bistía en estacionar vino en recipientes de madera y exponer­
lo al aire hasta obtcner una acidez conveniente.

"ie-llega ¿1 tiempo de apogeo de 1a_teoria del flogisto
de G. E. Stahl (1660-1734) y su escuela, nc pudiendo faltar
una interpretación por 'parte de la misma:

"el formcnto" se hallo en estado movilidad interna"
"que determina descomposición, actuando sobre los cuerpos
¡fermehtescibles transmitióndoles ese movimiento".­

Un contemporáneo de Stahl, Herman Boerhaave (1668-1738),
profesor de medicina y quimica de Leyden, encontró que la a­
l
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oetificación requerida ademásde la presencia de aire y calor
- de las sustancias provenientes de la fermentación alcohólica.

Las observaciones de mayor importancia empero eonsistie­
ron en la referencia de una cantidad de elementos capaces de
transmitir la acetificación y entre ellos las sustancias de
consistencia pastosa que se separan en el fondo de los reci­
pientes, o 1as películas que sobrenadan en los liquidos en
tran51ormación. Luekow(1) ac hizo eco de la opinión de Schrg
ber en el sentido que tales observaciones deben ser considera
das comolas primeras manifestaciones de la participación de
seres vivos en este proceso, precediendo a las similares de
Chaptal (1756-1832). Se debe recordar aquí que Boerhaave nun­
ca previó la verdadera naturaleza de esas formaciones, más
aún, demasiado influenciado por la hipótesis de Stahl negó cg
tegóricamente que pudiera tratarse de seres vivos al afirmar
que eran: "diaposiciones simétricas de las moléculas de la mg

'teria que reSpondenmás bien a las sencillas leyes de la afi­
"nidad que a las de la vida".

Se le atribuye también la paternidad del método de inme;
sión para la fabricación de vinagre, conocido bajo su nombre
si bien el propio Boerhaarve admitió en su obra "Elementa
Chemiaflque tal mérito corresponde a Glauber.

¡l descubrimiento del oxígeno por Soheele y Priestley
(1773) unido a la comprobación experimental dc la necesidad
de la presencia del aire por Roxier en {1786) llevó a Lavoi­
sier e ampliar el último concepto en el sentido de llamar al
oxigeno agente causante de la aeotificación.

Resulta interesante consignar que el mismoScheele des­
cubrió según Parmentier un procedimiento para la conservación
del vinagre cuyo principio se eonfundia cen él de la esteri­
lización que se difundió ampliamente recién después de los
"trabajos de Pasteur".

Todos los estudios del final de la primera época señala­
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de, se orientaron hacia el esclarecimiento del problema dee­
de el punto de vista quimico no faltando quién, comoPerman­
tier que todavia en 1801 se apoyó en las teorías de Stahl pg
ra , interpretar el fenómeno.

El francés Saussure consiguió establecer 1a fórmula mo­
lecular del alcohol etílico en 1814, año también en el que
Berzelius determinó definitivamente la del ácido acético.

L6 creencia errónea de Lareisier se arraigó aún más
cuando Davy descubrió en 1820 la oxidación del
alcohol en presencia de negro de platino a baja temperatura
y cuando comoconsecuencia, estableció Debereiner en 1821 la
ecuación estequiométrica de la oxidación del alcohol etílico
a ácido acético, encontrando además la formación intermedio
de aldehido etílico.

No resulta extraño entonces que se buscara la sustancia
que euplía al platinc durante el proceso de la acetificación.

Pero la idea de resolver el problema siguiendo un critg
rio puramente quimico no podía ser fructífera. Reconociendo
lo lejos que se encontraba la ciencia de la verdad, llamó la
Societé de Pharmacie de Paris en 1826 a concurso para respogr
der a las siguientes preguntes:

ao

l) cuál es la fenomenclegía de la_acetificaoión?. 2)
os necesaria la presencia del alcohol?.— 3) cuáles son 103'
fermentcs necesarios?.- 4) Cuál es la influencia del aire7.

5) cuál de las teorias de la acctificación es la ciarta?.­
Poco satisfactorias debieron ser las respuestas para

que no se distribuyera ningún premio, aún despues de repeti­
do dos veces el llamado.

“El descubrimiento en 1823 del procedimiento rápido por
J. 8. Schüzembach(1793-1869) citado per primera vez por Din
glor (1) en 1831.activ6 la búsqueda en ese sentido, y no po­
dia ser de otra manera: ese método por el cual el alcohol en»
ausencia de "madre de vinagre" y por simple circulación so­
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bre las virutas de madera se transforma en vinagre de mayor
concentración ácida que los conocidos en tiempo menor, 1n­
vitaba a la explicación puramente química.

Así lo hacen J. von Liebig y J. J. Berzelius, químicos
de mayor renombre en aquella época, para los que se trató dc
un fenómenopuramente oatalïticc, desempeñandola viruta el
papel de agente de contacto.

Oomoconsecuencia del descubrimiento de los agentes csi
santes de la fermentación alcohólica realizado simultánea e;
independientemente por F. Kutzing, Ch. Cagniard, Latour y F.
Schwann extendió el primero de los nombrados en 1837, (1)
sus observaciones a las películas y sedimentos que se forma­
ban en los liquidos alcohólicos en acetifioación. Las descri
bio formadas por la-agrupación_de celulas esféricas de un
diámetro de_l,l a 1,4 micrones, unidas muchasveces para fo;
mar_oedenas, estando los grupos celulares envueltos en vai­
nas mucosas.

Kntzing llamfi a estos microorganismos Ulvina sccti y
los ubicó desde el punto de vista sistemático entre las a1­
gas o

En su trabajo negó ademáscualquier relación entre la
oxidación química del alcohol etílico con catalizador plati­
no y la aoetifioeción.­

Estos conceptos que marcaban nuevos rumbos a la inves—
tigecion fueron rechazados por el mundo_científioo contempo­
ráneo,_demasiado grande era el prestigio de Berzelius y de
Liebig.

El último en una comunicación posterior no aceptó la
vinculación entre aquellos microorganismos y la acetifica—

ción debido a que no pudo comprobar miorcscópioamente la pre
sencia de los mismossobre virutas extraídas de generados rá
pides. ‘

Eh cuanto a las "madres del vinagre" fueron por él con­
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sideradas comomateria orgánica muerta de naturaleza proteica,
que actuaba comocatalizador.

Recién L. Pasteur el comienzo de la segunda mitad del
siglo ¡ix recogió las observaciones de Kntzing. Conccia los
trabajos de éste, lo admitió en sus comunicaciones y su mériu
to residió en haber demostrado de un modo indubitable la_cer—
taza de aquellas hipótesis. Comenzósus estudios en 1857, y
hasta 1864 no so había librado todavía totalmente de la hipó­
tesis química; escribia sobre microorganismos que "actuaban
al modode la esponja de platino".

Pasteur designó a las peliculas Mycodermaaceti; recha­
zando la observación de Hack (1863) de que se trataba de bac­
terias.

El sabio francés desechó con el tiempo en forma absoluta
la interpretación química y en 1872, contestando un escrito
de Liebig, en que este aceptaba las hipótesis de Pasteur en
lo que se refiere al métodoorleans y se resistía a las mis­
mas para el método rápido, estableció la comparación con los
glóbulos rojos, admitió la naturaleza eminentementebiológica
del fenómeno.

Reconoció también a la sobrooxidación y estableció su
ecuación: "

CH3.COOH + 202 -——-> 2 HQO' + 2 002

Grandes también fueron sus éxitos en la industria del
vinagre de vino donde introdujo la siembra en líquidos esté—.
rilee y Conmaterial ya acondicionado, sentando de esta menea
ra la baee para cl empleo de cultivos puros en las opera010a
nds industriales.

Las investigaciones ya se habían orientado netamente ha­
cia el campode la microbiología. El mismoPasteur consiguió
hacer desarrollar su.Mycodcrmaacoti on medios minerales.

f Im 1872 Knicrim y Mayer señalan la posibilidad dc que
el cultivo do Pasteur debía estar constituido por mas de un
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tipo de microorganismos a los que Zopf junto con los citados
había reconocido definitivamente comobacterias.

En 1879 reconoció E. C. Hansen (l) dos csPecies que'llaw
m6Myoodcrmaaceti_y¡Mycoderma Pasterianum denominación gue
cambió más tarde porühe Bacterium. A ellos se unió en 1893
B. Kntzingianum. (2).­

"Mientras tanto habia aislado Brownel B. ¿{linum (l) y
su B. aceti (2) que se diferencia esencialmente del homónimo
de Hansen por la movilidad.

Hacia la terminación de la epoca de la evolución histó­
rica de los estudios sobre la acetificación, que se designó
comomicrobiológico se observa uno sucesión de descubrimien­
tos de ese orden: _ '

a en 1896 A. Zcidler (1) aisló Tcrmobacterium_
aocti. Bennebcrg en 1897 (2) B. oxydnns y B. acetcsum, en '
1898 (3) B. ecetigenum, B.industrium y B.ascondens, en 1906
(5) B.Schusenbachii, B.ourvum, B.orleancnse, B. xylineides y
B. vini acctqïi. '

En 1903 Buchner y Meissenheimer (l) obtuvieron por ex­
tracción aoetónica de células muertas y desechas un preparado
eapaz'de oxidar al alcohol etílico in vitro. Posteriormente
el mismoBuchner en colaboración con Gaunt (1) logró identifi.
car al cuerpo responsable de aquella reacción, 8100h01OXidabï
enzima de la célula del germen acetificante. Conesto se hee
bian actualizado nuevamente los puntos de vista de_Liebig,
por más que no se debe ir tan lejos como lo hizo A. Sehroche
(1) el afirmar que el naturalista alemán estaba más cerca
de la verdad que Pasteur; ambas hipótesis fueron según Luckqb,
(l) igualmentefructíferos para el estudio de la acetificad.
ción.

Quedaron asi explicados las causas del fenómenoy a para
tir de ese momentolos investigadores dirigieron sus miras bg
cia tres objetivos relativamente independientes entre si: '
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por un lado, el conocimiento del mecanismode la acetifioa­
ción para obtener las ecuaciones que la_representeran de un
modo más completo que las de Dbbereiner, reconocidas como inn
suficientes ya por Pasteur; por ctro el conocimiento de los
microorganismosactivos :para llegar a establecer su sistema­
tioa comotambién sus cualidades sobresalientes} finalmente,
el estudio de los procedimientos de fabricación con especial
atención sobre la aplicación a ellos de cultivos Selecciona­
dos.

_ En particular, dentro de los limites del presente traba—
Jo, interesa lo realizado hasta 1a fecha con referencia al mé_
todo rápido de fabricación y a la sistemática y descripción '
de los gérmenes que en 61 intervienen.

Escasos son los antecedentes sobre ensayos de acetifioa­
ción en instalaciones en escala de planta piloto; hasta la
fecha se ha tendido a trabajar con los generadores industria­
'les. i

Tan es asi, que practicamente todas las conclusiones re­
ferentes a las condiciones de funcionamiento de equipos indug
triales provienen de estudios realizados directamente en esa
escala.

Su tienen referencias de algunos ensayos de aplicabili­
dad de cultivos puros a la aoetifioación, llevados a cabo por
Rotñenbaeh (2) primero y Benneberg (5) después, en aparatos .
de esa magnitud. En principio ambos son idénticos: se emplea­
ron tubos de vidrio de respectivamente 96 cms y 110 cms. de
longitud con un diámetro interior aproximado de 5 cms. carga­
dos con virutas y lana de madera do haya y provistos de torn
móstatos que permitían la mantención a temperaturas adecuadasP

El de chneborg poseía un sistema que permitía la recir­
culación dc líquidos no terminados desde el recipiente de ca;
ga c por inyección de aire (D) on ol frasco de wulf colector
(l), así comouna entrada (E) parc insuflar aire en contraco­
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rrionte. El mismoaparato de Hen­
neberg fué empleado más tardo pOli
Hermann (2) de cuyo trabajo se tg
m6 el esquema adjunto, para deter
minar la capacidad de producción
de ácido glucónico_del B. glucong
gun por él aislado, con miras a 1
na posible industrialización.

En todos los casos una carga
de líquido alcohólico (azucaradc)
necesitaba varios días para su
transformación completa, pues la
acidez del producto resultante
aumentaba a los 0,4 —0,5% died
rios, expresados en ácido acético

‘J o acido glucónicc respectivamente“
Es decir, estos dispositivos no representaban a los equipos
normales por de pronto, por no respetarse la condición de

obtener producto terminado sin necesidad de recirculación.
Por otra parte el mismoHenneberg observa que cualquier medi
ficación de composición de los líquidos de carga perturbaba
el proceso al punto de llegar a detener la transformación.

Hermannquo había prescindidc de termostato en la cons­
trucción de su aparato, dejó constancia del inconveniente Gr
las variaciones de temperatura.

Ademásde los trabajos señalados, solo se tiene conoci»
miento de experiencias realizadas por Janke y Bauer (2) para
comprobar la eficacia Qe modificaciones en la Construcción
de los transformadores, por el propuestas a raíz de sus in—
vestigaciones sobre la_marcha de la aoetificación en el in­
terior de aquellos (l);

Entre las distintas variantes sugeridas, ensayo en es"
cala reducida, aquella con istente en la instalación_de unS

contrafondo cínico. ESPeraba suprimir de esta manera, la ma­
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se de material de relleno situada debajo de la superficie en
gendrada por le rctaciín de la curva determinada por los pu;
tos de máximaacidez dentro del transformador, alrededor del
eje vertical del mismo.

De acuerdo con la comunicacifin resPectiva, este tipo
constructivo resultó inadecuado debido a la inconstancia de.
la transformación, probablemente causada por la pequeña cana
tidad de material de relleno.

Hasta aquí el material bibliográfico en lo respecto a
los equipos de tamaño reducido.

Pasando ahora al cepecto microbiológico, además de los
gérmenes ya nombrados se han ido aíslando y describiendo c­
tras sepecies de microorganismos acéticos de los más diver­
sos materiales: '

Bacterium rancens (Beijerinok) (l) de virutas
.de transformadores rápidos wflcetobuctcr plicatum_ Fukmann

(l) ) de vino hAcetobaoter melanogenum(Beijerinck (2) ) de
cerveza emanan 9.C9_‘Ei-..V.'_J'-.S_<‘-.921.1_1¿(Day y Baker (1) > de

cerveza y mostos —Acetobacter suboxydans (Klyver y de Lecuv)
(l) ) de cerveza alterada «Acetobaotergperoxydans (Vissor
Hooft (l) ) ¿Acetobacter hoshigggi (Takahashi y Asei (1) de
mosto de nísperos «Bacterium gluoonicnm_(Hermann (l) de com­
bucha —Bacterium acetiggnpideum (Krdhan (l) de vinagre de
frutas —Acotobacter capsulatum (Shimwll (l) de cerveza -Acev
tobaotcr kotogenum (L.M.Utkin (l) de combucha¡gootobactegn
turbidgns Cosbio, Tosió y Walker (l) de cerveza -Acetobac:
ter mobile (T5516 y Walker (2) ) ie cerveza.

En conjunto las "ace.obuotcrius“, así llamados por pri­
mora vez por Boijcrinck (3) en 189a, son.agrupados dentro dc
la familia IV del orden Eu notariales en lá clasificación
de los Bohizomycetos de Bcrgcy (l), teniendo cn cuenta su og
pacided dc oxidor el alcohol etílico a ácido acético.

La caracterizacián y ¿iStGmfition de las mismas tropieza
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con grandes dificultades y en la actualidad sigue en piéne:
estado "caótico" en que ya lo encontró Krehan (l) en 1930.

Los inconvenientes se plantearon desde un principio. L
comunicación del aislamiento del E303ydans por Benneberg (j:
determinó una observaei6n_dc Zeidler (2) por considerar que
tal capoeie era semejante, sino idéntica a su Tcrmobaeter q
993;: Se ne esitC de los ensayos paralelos efectuados por
Bennebcrg (3) para reconocer que tales gérmenes deb1an consj
derarso distintos.

Pasando por alto la clasificación de Hansen, primera en
su género, pero que reune pocos microorganismos, se encuen­
tra" la Beijerinck (l) en la que ya se deja de lado la morfg
logia y la movilidad de los gérmenes por su marcada dependen
cia .de las condiciones de cultivo. Una de las principales
características diferenciales es para él la facultad de for­
mar o nó peliculas en las superficies de determinados subs­
tratos.

Distingue cuatro grupos:

. 1) 33acterias rápidas: gérmenes.
que_se encuentran sobre las virutas de transformadores rápi
dos. Incluye a los cultivos de Pasteur que por sus caracte­
rísticas considera fueron bocteiias rápidas, no así los B.
aceti de Hansen y de Brown, dado que esos investigadores no
conocieron según él, los microorganismos de Pasteur.

Ubica también en es e grupo, si bien con algunas dife­
rencias al Termobacterigmaceti de Zeidlern

2) grupo de Bacteriumprancens
cen sus variedades, de las que consigna Benneberg (l) zythi_
celiac, agile y mueipgrum_todasdescriptas por Heyer. 6353i­
dera a ÉLQEÏÉEBÉy @¿aggtgspm ccmo variedades del germen por
él aislado. Glasifiea aqui a los E¿gggti_dc Hanseny de
Brown.
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3) grupo del Bacterium Pasteurianum, hac»
terias de la cerveza que se colorean azul con solución de ig
do, comprendiendo a B.2asteurianum, B.Kntzingianum y las ve“
riedades de los mismos, citando Henneberg (1) de las del É;
Pasterianum variabile, agiie, colorium_esta última incapaz
de formar películac

Beijerinck separó estas bacterias de las del grupo ante
rior únicamente por su propiedad de tomar color azul con 10*
do, puesto que el comportamiento general es, según sus obser
vaciones, idéntico al del B. rancegs; más afin, algunas yaris
dades_del último difieren mas .de éste, que el propio B. Pas. .\

ÉEEEÉEEEE?

4) grupo del Bacterium Kylinum. Provocan
sobreoxidación y formanpelículas consistentes.

La sistemática de Boyer (l) de iguales principios que
18 anterior, reune los dos grupos de bacterias de lo cerveza
anulando una separación que ya discutía el propio Bsijerincl

clasifica a la bacteria de Zeidler entre los de la cer­
veza incluyendo entre los gérmenes rápidos a E. ascedens y
B. aeetigengmf El tercer grupo comprende al B. xylinum.

En la misma época (año 1098) propone Henneberg (4) su
clasificación basada en el "habitat" natural de los gérmener
clasificación que mantiene y completa en la segunda edición
de su obra (l) por considerar que: "no se puede hablar de un

'na clasificación científica mientras no sc establezcan los
"limites de variación de los distintas especies".

Justifica sus sistema con la consideración de que le
presencia de gérmenes en determinados medios está ligada la
mayoría de las veces, muy íntimomozte con algunas propieda­
des características. Distingue:

1) Bacterias de los mostoe, con pequeña capacidad de
producción de ácido acético. écidifican los mostos dc cerca“
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les afin en ausencia de alcohol etílico. Comprende:B.oxy:
dans, B.industrium.

2) Bacterias de la cerveza, adaptadas especialmente a

los medios lupulados, pobres formadores de acid: acético,óptimo de temperatura bajo. Beans: Termczbaoter umaceti,
Bacterium aceti de Hansen, B.acetosum, B.Pasteurianum y sus
variedades, B.Kntzingianum, B.rancens y sus variedades.

3) Bacterias del vino, resistentes a mayoresconcentra
ciones de alcohol etílico y ácidos organicos, con capacidad
de formar peliculas y cantidades relativamente grandes de áw
cido acético; agrupa: Boascendens, B.vini acetati. B.xylino¿
des, B.xylinum, Acetcbacter plicatum y también B.orleanense'
que a pesar de haber sido aislado de un transformador rápido
deba considerarse bacteria del vino. Dentro de estas espec
cias son típicas Boxylinoides y B.orleanense, mientras que
las restantes deben contemplarseceomono aprovechables para
la obtención de vino.

s 4) Bacterias rápidas, muyresistentes a_elevadas conce;
traciones de alcohol etílico y ácido acético, poco.azigentes
en los que respecta a la nutrición, forman sobre medios li­
quidos películas no cerradas y muytenues.

Los representantes tipicos son: B.Schüzenbachii'y'jk_
curvum debiendo agruparse con estos B.acetigenum por sus es­
casas exigencias nutritivas.

A lo largo de sus descripciones comenta Henneberg (l)
con muchacautela la posibilidad de diferencias variedades
o razas dentro de una misma especie, como lo han hecho Boyer
y Bcijerinck, también por la falta de referencias experimen­
tales sobre la variabilidad dc las cepas originales de las
especies deseriptas.

Su esquema es indudablemente la base del sistema de Rc­
thcnbach (l) y el de Láfar (1) tanto comodc la tabla de ca­
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racterización morfológica de Wüstenfeld (l). De estos el
más interesante es.probablemente el de Rothenbach (l) en
el que se contempla por primera_vez la posibilidad de modív
ficar dentro de ciertos limites, las caracteristicas de en
tras bacterias acéticas para edaptarlas a las condiciones
de vida de las rápidas y vice-verse "degenerar" algunas de
las descriptas comorápidas, al punto de hacerlas no iden+¿
ficables con su condición.primitiva. "\_ '

Define este autor Comobacteria rapida, aquella capaz
de producir en corte plazo tonto Ácido acético comoel que
se produce en los transformadores rapidos, debiendo ser ade
más y en razón de "habitat , muyresistentes a las elevadas
concentraciones_de alcohol etílico y ácido acético que rei­
nan en aquellos.

De acuerdo con este, muchas de las especies o varieda­
des aisladas de generadores rápidos por otros investigadores
no pueden ser consideradas especies típicamente rápidas y
su presencia en les aparatos podria explicarse por las numg
rosas posibilidades dc infección durante el manipulee, así
comoen los periodos de baja acidez prepios de la puesta
en marcha de las instalaciones como_dolas épocas de tras­
tornos ya sean térmicos, nutritivos, etc.

Asi por ejemplo, de las especies estudiadas por Bennev
nggLen 1897 y 1898 solo el Poacetigenum es capaz de desa­
rrollar con 3%de acidez aeática, lo que unido a la lenti­
tud de formación de ácido lo hace incomparable con las ver—
daderas bacterias rápidas, que producen en corte-plazo de
mezclas de 3 a 4 % de ácido y 6 a 7 % de alcohol etílico,
vinagres de 8 a 9 % de acidez acética.

Ahora bien, Rothembaehconsidera a eses gérmenes no t;
picos que se hallaron en los equipos rápidos, comoaclimatg
dos a esas condiciones de vida especiales, tomando como
pruebas de esa hipótesis los múltiples ensayos efectuados
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con Grito, para acondicionar diversos gérmenes a la produp
ción de vinagres de alta acidez según el método de Schuaep
baCh o“

No todas las bacterias acéticas se prestan para esa
adaptación; sólo los buenos acetificadores de liquidos en
reposo y al mismotiempo poco exigentes en la nutrición,
han dadoresultados satisfactorios.

De acuerdo con Jenneb rg (5) las bacterias rápidas
forman películas; aurqne tenues, sobre los substratos. QB
serve Rothenbacb en e:e sentido que todos los microorga­
niamos por ¿1 aislados ¿o generadores rápidos capaces de
formar peliculas, eran relativamente malos acetificadores.
Por otra parte vió que sembrandomezcla alcohólica de ele
veda suma alcohol-ácido con vinagre rápido de obtención
reciente, es decir, colocándose en las condiciones en que
solo podía producirse desarrollo de las bacterias rápidas
habia multiplicación de la flora microbiana; pero no for­
mación de pelicula, aún después de meses de incubación.
Por esa razón las especies que muestran formación de peli
cula deben considerarse, de acuerdo con Rothenbach, como
distintas de las rápidas, mie han vuelto a su condición
normal.

El sistema propuesto por Bcthenbeohdiferencia entre:

1) Bacterias rápidas que producen_vinagrea de.
alta acidez en los generadores Schüzenbach, estando anu­
lada o muy disminuida su capacidad de formación de zoo­
gloae.

2) Bacterias tecnicas del vino, que lo acetifi­
can sin enturbiar. Pueden transformarse en rápidas o vicg
versa._No pertenecen a este grupo 3.5Í1inub y B.ascendens
que fueron encontradas muchas veces en vinagros de vino y
vino, que son capaces de acctificarlo pero sin dar produg
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tos aptos para el consumo.

3) Bacterias técnicas de la cerveza; acetifioan pero
_no enturbian la cerveza. Se comportan con respecto al gru­
po l) en_la misma forma que las del vino. Incluye B.ran—
cens y B. Pastenrianum.

y.

,4) Bacterias de los mostos: B. industrium y B. oxy—
dese.- w

_5) Bacterias capaces de bastarse_con nitrógeno inorgg
nico, que son formadores de peliculas, pero tienen bajo pg
der de acetificación: tanto que no pueden aceptarse como‘
rápidas: B.acetigenum, Boügccti (Hansen)m

6) Bacterias de las "enfermedades". Todos aquellos m;
croorganismos que no son técnicamente aprovechables, como
por ejemplo B. ascendens que transforma rápidamente los
mostoa para vinagre de yino, pero que produce enturbiamieg
to; B.xylinum cuya presencia puede llegar a hacer inapete­
oibles los productos debido a la formación de masas muco­
38-3.

En resumen se trata de un esquema dictado por las con
veniencias de la práctica comolo acepta el propio Rothen­
bach.­

Basada fundamentalmente en el comportamiento frente a
la solución mineral de Beijerinok (l) propone Janke (1) su
clasificación en acetobactcrias haplotrofas (crecen visi­
blemente en el medio) y cn acetobacterias simplotrofcs
(no crecen en eso medio). Subdividc a las primeras cn dos
grupos: Bchflzcnbach y Hansenianum de acuerdo con la incapg
cidad o EEBEEïáEE"Eaformar pÉÏÏcolas mucosas en medios 1g
quidos. A su vez las bacterias simplotrofas comprendenlos
grupos: Bancons- no se colorcan con iodo- , Pastourianum—
se oolor835”383 iodo bajo ciertas condiciones— y Xylinum­
formapeliculas resistentcs dc consistencia cartiïagïnosa
que se coloroan con iodo.
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Krehan (l) considera este esquema comouna buena eo"
lución hasta tanto se esclarezca definitivamente el pro—
blema de la variabilidad de las especies y ee completen
las descripciones de las conocidas, absolutamente ineufi
cientes, sobre todo en lo que respecta a la definición a.
los medios de cultivo y al estado fisiológico del materr
para la siemhzaen las distintas verificaciones.

Aconseja el mismo autor el empleo de la solución min
neral "J" de Janke (l).eomo medio de composición defini­
da.

EmperoHermanny Neuschuchl (l), objetan que tal si;
tema no deja de contemplar, e pesar_de la definición fi­
siológica de las dos grandes clases, el comportamiento de
los microorganismos únicamente desde el punto de vista
morfológico, con todos los inconvenientes propios del
mismo.

A su vez, haciendo pié en la diferente.capaeidad de
formación de cuerpos de naturaleza cetónica a partir de
glucosa, glicerina, eritrita y sorbita, esos investigado"
rea dividen en bacterias cetogenas y acetógenes.

Esta clasificación tampocopuede, según Krehan (2)
aceptarse comosatisfactoria, puesto que el mismotrabejg
de origen muestra la dudosa ubicación de B. Paeteurianum
y B. aeeti (Henneberg).

Por otra parte, lee resultados de aquellas investig;
ciones ponen claramente en eVidencia, las dificultades
existentes en materia de descripción y caracterización de
aoetobecteriae: _

dos cepas de Boascendens aisladas respect;
vamente por Eanneberg y el Instituto de Fermentaoionee de
Berlin, presentan propiedades fisiológicas enteramente
diferentes, obligando a lee autores a eonsignarlas como
de gdrmenea.distintos
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‘Con motivo del descubrimiento de acetobecteriae de peque«
ña capacidad de oxidación, intenta VieSor’t Heart una Clj
siticación (Bergey (l) basada únicamente en propiedades
fisiológicas: A.- Qatalasa negativos:

l 1.- Acetobacter percxydans
B;—Cetalasa positivos:

I;- Crecen en el medio mineral de Hbyer

_ 2;—Acetobecter aceti
II.— No crecen en el medio de Boyer

1.- Forman ácido y carbonato sobre placas con
alcohol y creta: ­

3.- Acetobacter rancenc

2.- 3orman solamente ácido sobre placas con
alcohol y creia

e) sobre placas de agar glucoeado con org
te forman ácido glucónico que ea oxido
do e carbonato de calcio '

b) formen películe gruesa:

'4.— Acetcbacter xylinum

bb)no forman película y forman pigmento
pardo oscuro:

5.- Acetcbacter melanogenum

bb)sobre placas de agar glucoaado Con org
to formen ácido glucónico que es oxidg
dc a oxigluconeto de calcio '

6.- Acetobacter suboxydans
Sin embargo, según opinión de Krehan (2) debe consi-.

derarse prematura ecc proposición, hasta tanto no se aclg
re le dependencia de lo capacidad de oxidación de las oog
diciones de cultivo, composición de los medios y otros
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Posteriormente, ge na ensayado una separación de los
gérmenes acéticos capaces o no de sobreoxidar, pero Drstwiw
na (1) afirma que carece de fundamento, basándose en sus o;
serraciones sobre 1a dependencia de la acción sobreoxidati­
va de B.rancens y B. vini acetati del p H del medio:

.- encuenw
tra para B.vini qcetati que si el_medio se agota en alcohol
etílico antes de bajar el pH de 4,5 hay sobreoxidación, de
lo contrario no sc produce.

Para B.rangens ese límite se encuentra a pH3,1, difí­
oil de alcanzar, por lo gnc casi siempre sobreoxida.

En el caso particular de las bacterias rápidas se ha
llegado últimamente a conclusiones desconcertantes, a raiz
de estudios sobre las caracteristicas bioquímicas de B.Schü
zenbachii, B. orleanense y B.curvum. Vasil'ey y Shains’ka
(l) obsorvarcn que aquellas propiedades variaban notablemeg
te para una misma eSpecie y lc que es más, cepas de especie_
diferentes puedenpresentar gran semejanzi en su fisiología.
La consecuencia inmediata de tal comportamiento es, que su;
Jan dudas sobre su existencia comoeSpecies separadas.

Teniendo presente todo lo dicho, no extraña la observa
cion de T6916 y Walker (1) on 1946 que toda caracterización
de gérmenesacdticos resulta practicamente_irrealizable sin
ensayos paralelos con las cepas originales. Para tal labor,
sugieren una rigurosa "standardización" de los métodos de
investigación.

Ella ha sido la norma de conducta del presente trabajo
en lo que atañe al estudio de los microorganismos activos
en la acetificación, que han logrado aislarse.

A
U
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MEIQDOS DE LEYESTIGACLON

De acuerdo con el plan de trabajo ya delineado, corra
pende mencionar en este capítulo los procedimientos hasta
riológicos utilizados en el curso de la investigación.

Dentro de estos procedimientos, cabe distinguir entre
aquellos que deben seguirse para_el reconocimiento microb;
lógico de un material cualquiera, y los que permiten la _
descripción de los«g6rmenes obtenidos por los anteriores.

I) PROCEDIMIENTO PARA EL AISLAMIENTO DE LOS

GERMENESACTIVOS ngñLos ACETIFICADORES RAPIDQÉ,

Fundamentalmente pueden seguirse dos caminos, el aism
lamiento previo «enriquecimiento o el directo.

De acuerdo con Janke (1) puede obtenerse por el segun­
do, un cuadro más completo de la flora acetobacteriana, ya
que se evita la supresión de sepecies pocos resistentes a]
ácido por obra de los gérmenes que acetifican fuertemente
los medios. Tiene el inconveniente, lo reconoce el mismo
Janke, de que organismos de gran capacidad de multiplica­
ción pueden inhibir por invasión de las superficies, el

"desarrollo de las bacterias acéticas.

En el primero de los métodos, pueden elegirse los fac­
tores de selección y en este sentido, Boijerinck (1) y la
escuela de Delft han tomado la temperatura. Waterman (1)
sigue la mismanormapara separar acetobacterias tcggófila.
y psicrófilas para sus estudios fisiológicos.

anneberg (6) es un decidido partidario del enriqueci
miento previo, debido a que encontró dificultades para obt;
ner-gérmenes acéticos por cultivo en caja, cepccialmento
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ouando el material para la siembra era de extracción muy
reciente.

Las especies una vez enriquecidas, desarrollaban bien
en placas y el citado investigador atribuyó estos hechos
a la muydisminuida capacidad de multiplicación de las cC
lulas, comoconsecuencia de las condiciones del ambiente
del que provienen. Admitió (l) también la posibilidad de
que los_cambios bruscos de medio no sean ajenos a esta si
tuación, recordando la sensibilidad de estas bacterias ha­
cia las modificaciones de concentración. El factor de se­
lección era para Hennebergprincipalmente la acidez del up
dio.

Cumpliendocon la finalidad propuesto, se siguieron
en el curso de las presentes experiencias ambasnormas;

1) ggaiggggimiento en medios diversos
a) Aislamiento por enriquecimiento previo.­

Los medios para éste se eligieron de tal modoque la
flora_acética que en ellos creciera fuera lo más represor"
tativa posible de la existente en el material de siembra.
MedioN2 l: l parte mezcla alcohólica + 2 partes agua
MedioN8 2: l parte mezcla alcohólica +'2 partes mosto de

' malta
MedioNG-S: l parte mezcla alcohólica + l parte agua de le

vadura +-4 % etanol '
Medio NB 44 Mezcla alcohólica privada de ácido y alcohol z

1,5% glucosa + 1 % peptona.
Medio N2 5: 2 partes mezcla alcohólica + 2 partes agua +

l parte mosto de malta
Medio N3 6: mosto de malta + 4 % de alcohol
Medio N2 8: l fl pcptona +'4-% etanol + l-% ac. acético +'

3 % glucosa + 0,1 P04H2K + 0,1 PO4HCa+ 0,1 %
SO á .

Medio N2 9: 2“; glucosa + 2'% alcohol + 3% PO4(NH4)2+
K '. O 2 o SO4Mg + O z % PO4H2

Medio N2 lo: É % jarabe de-glucosa + 3 % etanol + 0,2 %

P046191??? -:- 0,1 ya P04H2K + 0,1 7. SO4(NH4)2 ++O 'o
Medio N2ll: ccr¿cza hervïda * 4 % etanol
Medio N2 12: l parte cerveza + 2 partes agua + l parte mas

to dc malta
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Medio "J" de Janke (l)

ae entiende por me2cla alcohólica: 6 fi etanol +'4 % a'
acético (procedente de vinagre) + 0,1 % glucosa + 0,05 %
mama); + 0,03 at 01K + 0,03 % PO4HCa.

El mosto de malta se preparó según Bcnneberg (l) y el
agua de levadura según Beijerinck.

Para esterilizarlos se procedió separadamentecon los
distintos componentes a las temperaturas compatibles con 3
naturaleza,_se hicieron luego los agregados de alcohol etf
lico y ácido acético (hervidos) indicados. En el caso de le
mezcla alcohólica no se practicó en realidad una esterilizz
ción, sino que se calentó aproximadamente hasta 50-552 C
con el solo fin de asegurar la eliminación de los gérmenes
acéticos que contuviera (Henneberg (7) J. Se repartieron a
razón de 50 ml. en erlenmeyer_de 125 ml. de capacidad cerr¿
dos con tapón de algodón y también previamente_esteriliza—
dos.

Comomaterial de siembra le prefiriegon las virutas a’
vinagre, siguiendo las indicaciones ng Henneberg (6), para
obtener así, un gran número de células capaces de multiplf
carse.

Las virutas se colocaron separadamente según su orige
en cajas de Petri estériles, raspándolas y exprimiéndolas
luego con un bisturí flamcado. ¡es pequeñas cantidades de
líquido con gérmenes suspendidos que resultaron, se tomare
con pipeta estéril y diluycron en tubos con 6 ml. de agua
estéril cada uno. De estas suSpensioncs se sembr6_conpipe­
ta estéril a razón de 0,5 ml. por cado erlenmeyer.

¿demás se sembró en los mismos medios l ml. de vinagre
turbio por cada erlcnmoycr.

ln todos los casos se incubó a 2520.

una VOZque se_obscrvaron signos de desarrollo micro­
biano bien marcados, pelicula, turbidez, etc, se tomó del
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matorial enriquecido y se extendió, usando eSpátula, sobre
placas de agar mosto de malta y agar agua de levadura ambas
con 2 % de gelificante y 3 % de alcohol. En el oaso_particv»
lar de las peliculas se tomóun trozo de las mismas, se la.
001006en un tubo’estéril y con una pipeta también estéril
se procuró deshacerla en el mayorgrado posible, por fric­
ción Contra las paredes del tubo. El material deshecho, se
suspendió en una pequeña cantidad del líquido sobre el cual
se había formado la pelICula y una gota de esa'suspensión se
extendió respectivamente en cada una de las placas nombrada;

Tambiénse dejó estacionar un vinagre durante algunos
meses, tiempo al cabo del cual se había formado una película
de la que se tomó material y se sembró, en la forma descripr
ta.

b) Enriquecimiento en medios que imitan las condiciones
reinontes en un transformador.­

Teniendo presentes las pOSibleS causas de los inconve­
nientes encontrados por Henneberg, se buscó previamente un
medio de cultivo que, representando aproximadamente a las
condiciones reinantes en un generador en lo que respecta a
concentraciones de etanol, y ácido acético, resultara mas
conveniente en ensayos de acetificación con virutas y en aii
lamiento en placas de los gérmenes que se separaran de aque
llas por raspado, una voz alcanzado el período de máximaacg
tificación. ‘

Los medios elegidos fueron:

1: 3 partes mezcla alcohólica + l parte vinagre ác.áal.
+-1 parte melaza 2,5210 (4,2-3,6j

2: 2 partes mezcla alcohólica + 2 partes vina- - ' "
gre +'1 parte melsza 2,5:10 (5,1-2,4)3: l parte mezcla alcohólica + 3 partes vina­
gre + l parte melaza 2 5:10 (6,1-1,2)

5: 4 partes mezcla alcohóíica + l parte melaza ' ' ' 15310 ' (3.2‘4,8/
8: 3 partes mezcla alcohólica + l parte vina- ' ' ' '

gre + l parte agua corriente f4,2—3¡ó;
bbbbb
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A 9: 2 partes mezcla alcohólica + 2 partes v1na- ác. —al,

Ïre + 1 parte agua corriente 5,1 -2,4'A 10: parte mezcla alcohólica + 5 partes vina- ­
gra + 1 parte agua corriente (6,1

A ll: Mezcla alcohólica ¿6%etanol + 4%ac. acético 4-0glucosa +0,05z P04 N34.)3w,03%01K+ 0,03% Pong
El vinagre era de fabricación rápida conteniendo 8,85%

ácido acético y 0,1% de alcohol etílico.

.I-1JH.
01%

Se distribuyeron a razón do 300 ml. en frascos de boca
cha_de 900 a 1000 ml. de capacidad, cerrados con tapón de alfl'
dón, y se calentaron en autoclave hasta vapor, para eliminar
la flora acetobacteriana.

El material para siembra, fueron virutas, que se distribp
yeron ds tal modoque una buena porción de las mismas energia
ra de la superficie del liquido, diaposición que según Banner
berg (6) es necesaria para que se produzca la acetificación.

Se incubó a 3020, extrayéndose periódicamente y en forma
estéril 2 m1. de liquido para determinar la acidez total.

Los medios empleados para el aislamiento de los microorgi
nismos acumulados en las virutas de los ensayos precedentes,
fueron de igual composición que los destinados a la acetifica­
ción agarizados al 1,7%. Se los designó con la letra D segui

da del número correspondiente o su composición.

Las placas respectivas, se obtuvieron mezclando dentro a:
la caja de Petri estéril, iguales volúmenesde las soluciónes
hidro-aceto-alcohólioas con o sin nelaza, preparadas a doble
concentración, con agar al 3,4% licuado. Previamente, ao habíh
procedido a la esterilización por separado, del agar a l atmós
fora durante 20 minutos en autoclave y de las soluciones por
calentamiento hasta vapor.

El material para la siembra, se obtuvo del reapado de la
viruta tal como se procedió en (1). De acuerdo con 1a procede¿
cia y para no someter a los gérmenes a cambios bruscos de naty
raleza del medio, se realizó la siembra de la siguiente menor:
de A l y A 8 a: D l, D 5, D 8 de A 2 y A9 a: D 2, D 5, D 9
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de A 3 y A 10 a: D 3, D 5, D 10, de A 5 y A ll a: D 5, D 11

2 Aislamiento directo:

Entre loa medios mencionados en el párrafo anterior se ev
ligieron los de mejores resultados y se efectuaron siembras
con material obtenido del ra8pado de virutas extraídas de gen;
radares en marcha, empleandolos procedimientos ya detallados”

De las colonias formado.qen todas 1as_plaeas sembradas,
ee tomaronlas de distintas caracteristicas, con ansa las grep
dos y alejadas, o con pipeta Pasteur estéril estirada en capi­
lar, las pequeñas y próximas. Las colonias picadas, ae pasaban
a un tubo con agar agua de levadura glucosada, inclinado, er?
tendiendo sobre la superficie cuando se trabajaba con ansa o
soplando por la pipeta dentro delliquido de condensación, rom­
piendo la punta capilar y haorando correr el líquido sobre la
superficie cuando se usaba la pipeta Pasteur.

Se verificó luego la pureza de los cultivos asi obtenidoe
por doble pasaje por Placa de agar agua de levadura glucosada,
aprovechando para eliminar simultáneamente duplicados por com"
paración de los caracteres de las colonias.

II) u2fiQCEDIMIENTOS PARA EL ESTUDIO EN CULTIVO PURO

DE LQS MICROORGANLSMOSAISLADoso­

Se siguió en lo posible la planilla reducida de 1a Sociev
dad bacteriólogoe Americanos (1) y los métodos consignados en
el finanual of Methods" editado por la misma. Se emplearon tam"
bién otros procedimientos y ce efectuaron observaciones suple"
mentariaa, siempre que se lo consideró conveniente.

1) Premresióeja.learning,degliiyc!­
a) Moeto de malta: se empleó el preparado de acuerdo oon 1a

fórmula de Henneberg (l):
para un litro de agua corriente se emplean 250 gr. de malta mg
lida. '

Se calienta el agua a 48-502C; se agrega la malta con a
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fuerte agitación, procurando evitar la formación de grumos. Se
mantiene la temperatura de 4520 durante media hora, para libem
rar el máximode diastasaa. Se aumenta luego la temperatura a
60-6580 empleando para ello alrededor de 25 minutos, manteniég
dela por espacio de una hora.

Se extrae de tanto en tanto una gota de mosto, para com­
probar la presencia de almidón residual con solución de iodo.
No produciéndose color azul está totalmente sacarifioado el
mosto. '

A veces se hace necesario prolongar el calentamiento a
60-6526 para transformar todo el almidón.

Se pasa entonces por un lienzo para separar la parte 961;
da y se hierve para ooagular las proteinas, filtrando luego
por papel. El filtrado es en general límpido__perosismpre vuel­
ve a precipitar en sucesivos calentamisnstos. Para abreviar es
tas operaciones puede hacerse la clarificación del modoaigukg
te: Se enfría el filtrado hasta 5020, se añade clara de huevo
(la de un huevo por cada 2 6 3 litros de mosto) y se calienta
hasta obtener buena coagulación. Se pasa dos veces por filtro
con algodón.

Unavez clarificado, se determina su densidad diluyendo
luego hasta lO % de azúcar.

Se esteriliza por tindalización a 10020por media hora
cada vez, en 3 dias consecutivos.

b) Agua de levadura; se utilizó obtenida de acuerdo con
la fórmula de Beijerinck.- Se deshacen 200 grc de levadura de
cerveza en 1 litro de agua corriente usando al principio pequg
ñaa cantidades de agua. Se añade una clara de huevo y se agita
hasta homogeneizarbien el liquido. Se calienta en autoclave a
11580 durante 20 minutos y se deja reposar luego hasta el dia
siguiente. Se decanta entonces el liquido sobrenadante a tra­
vés de un filtro de pliegues, pasando recién en eee momentola
sustancia coagulada y dejándola escurrir. Se lleva al volumen

. . a. _.- .\..l :‘¡irl .3' \
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primitivo con agua corriente. Se emplea con c sin 1 fi de glucg
sao

Hasta aquí la fórmula clásica. A través de ensayos reali«
zados se ha visto la conveniencia de añadir cistina en 1a prcw
porción siguiente: 5 ml de una Suspensión al 0,5% de esa susv
tancia por cada “100 ml. de medio, es decir, la concentración
final es de 0,025 fi. Esa suspensión se agrega antes de llevar
a volúmen, después de la filtración.

.El pH del medio resultante es aproximadamente 6 y en cae
so de diferir sensiblemente de ese número, se ajusta hasta cb-_
tenerlo. Se esteriliza en autoclave a 11030 dursntc media hora.

Para solidificar loa mediosanteriores se agregó 1;? fl
de agar o 15 %.de gelatina de acuerdo con las necesidades. Em­
pleandc gelatina se ajustaba el pHa 7 y se esterilizaba por
tindalización.

o) Agua de peptona con cistina.- Se disuelve 1 % de peptg
na en agua corriente y se añade cistina en la mismoproporción
que cn el agua de levadura.

2)}g6todo de siggbrao­
_ Para_uniformar el estado fisiológiv

oo del material para la siembra, se siguieron en líneas gener¿
lee las indicaciones de Tósió y Walker (1) obteniendo por suce
sivos repiques en tubos con agar inclinado de agua de levadu­
ra glucoeada con cistina, cultivos de 48 horas. De estos se tg
maba un anea de 3 mm. de diámetro, lleno y se euspendía en un
tubo con 2 ml. de solución de cloruro de sodio a1 8 fi sembran»
do luego una ansa del mismopor cada tuto. Salvo indicacióna
Contraria se incubó siempre a 3020.

3) garacteríaticgswnórfglggicas.- a) Formay tamaño; fue»
ron observados en preparados negativos obtenidos por la ejecu­
ción de "frotis" hechos con nigrcsine de acuerdo con 1a des­
cripción del "Manual of Methods"e Se tomó material de cultivos
en eátria sobre agar de levadura glucosada con cistina a los
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b.- Agrupación celular y movilidad; se observaron sobre

cultivos de 24 horas en cámara húmeda. Para prepararlos se usa­
ron porta-objetos exoavados, flamsados y dejados enfriar con la
excavación hacia abajo. Se rodeo esta con un aro de vaselina fun
dida, mediante llama pequeña, sobre el mismo_pincol pequeño que
se usa para la aplicación. Los cubre objetos, spreferentemente
de 20 x 20 mm., se esterilizaron aula llama sostenidos por uno .
de sus vértices con pinza de Comet. Sobre una de sus caras, pre­
feriblemente la que miraba hacia abajo durante el enfriamiento,
se depositaron de 3 a 5 gotitas con ansa, de acuerdo con el_tamg
ño de las mismas, de agua de levadura glucosada con oistina.

Sostenido siempre el cubre con la pinza, se siembra luego

- con el cultivo a estudiar, tomandomaterial con un hilo de plot;
no de las suspensiones obtenidas según 2).

Después de esto, se colocó el cubre sobre el aro de vasoli
na que rodea la excavación, presionando sobre el mieno hasta ceé
rrar la cámara que se terminó de asegurar bordeando el cubre ob­
jetos con vaselina fundida, aplicada con el mismopincel.

El cubre se colocó en la estufa e incubí a 3020.

o) Coloración de Gram; fue hecha empleando la técnica de Kg
peloff y Beermen descripto también en el WManualof Methods", 82
bre preparados obtenidos de cultivos de iguales condiciones que
lo“

d) Tinción dee.las peliculas con iodo y ¿oido snlfúrioo; se
siguió 1a técnica indicada por Hennebsrg (l) -tomo 2 pág.219, ur
sando como solución de iodo la de Lugol del método de Kopeloff y
Beerman (ver 3).

4) Desarrollo en medios sólidos. A) Colonias en cajas de Hg
tri; la descripción de las mismas fui hecha empleando comomedio
de cultivo agar de levadura glucosada con cistina y efectuando
las siembras por el métodos de bandas en superficie, usando espg
tula de platino, partiendo de las suspensiones obtenidas según ‘
2).­
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b) Crecimiento en agar estria y en puncidn en gelatina:
usando comomedio el agua de levadura glucosado con cistina ya
sea agarizado o gelatinizado; se procedió de acuerdo con las
indicaciones del HManualof Methods", observando a los 7 y a
los 14 dias.

5) pesarrollo en medios líquidos¡- Los medios líquidos
empleados han sido: agua de levadura glucosada con cistina y
agua de peptona glucosada con oistina, que se sembraron según
2) haciendo 1a descripción del crecimiento a los 7 y 14 dias
de acuerdo con las normas del manual antes citado.

6) Características fisiológicas.- a) Influencia de 1a tem
peratura; para estudiarla se incubaron a temperatura ambiente
(2020), a 302, 332, 379 y 4520 cultivos en agar inclinado de g
gue de levadura glucosada con cistina, observando la magnitud
del crecimiento entre los 7 y 14 días.

b) Influencia del oxígeno, fué comprobadasembrada por di
lución 0,5 m1. de la suspensión según (b) en tubos con 10 ml
de agua de levadura glucosada con cistina y añadida de l % de
agar.

En el momentode la inoculación a una temperatura no supe.
rior a 3790 se mencló con 1a mismapipeta entriando lus o rip;
demente. ‘

7) Características bioquími:as.- a) Acción sobre los hi­
dratos de carbono y sustancias afines; estas observaciones se U
hicieron siguiendo el procedimiento recomendado por Soriano (1L

El medio de cultivo empleado fue agua de peptona con cis­
tina y 0,25 % de agar, al que se añadieron 8 ml porwlitro de.
una solución acuosa saturada de bromocresol púrpura. Este me­
dio se distribuyó en tubos de ensayo comunes.

Por otra parte se prepararon soluciones al 10 fi de las
sustancias a ensayar distribuidas en tubos comunesy esterili­
zados por tindalización. Ademásse esterilizaron tubos peque­
ños (aproximadamente lO x 1 om ) cerrados con tapón de algodón
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en cantidad suficiente para los azúcares y los cultivos que de­
bian ensayarse cada vez. Estos tubos se dividieron por lotes,
tantos comosustancias deseaban emplearse mas uno, cada uno con
tantos tubos comocultivos que se sembrarían más uno. Cada lote
menos uno, se marcó con una letra o un número característico,
para cada sustancia, colocándose luego en todos los tubos del
mismolote 2 gotas de la solución al_10 % de la sustancia co­
rrespondicnte a la marca de ese lote; menos el lote con tubos
sin marcar que quedarcn vacios.

Se licuó el medio de cultivo por ebullición en baño maría,
enfríando hasta la temperatura más baja posible sin eolidifi­
cación del medio. Se dispersó ahora una ansa de cultivo de 48
horas -ver 2).— en cada uno de estos tubos, se homogeneizó con
pipeta graduada de lO ml estéril, y se repartió a razón de l ml
en un tubo de cada lote con marca y también del sin elda,.tubc
este último que sirvió para comprobar la no fermentabilidad del
medio. Todos los tubos con marca sembrados con_un cultivo date;
minado, incluso aquél sin azúcar se reunieron, marcandose uno
de ellos oon la característica del cultivo.

Por otra parte se fundió un tubo con medio de cultivo y
se lo repartió sin sembrar en cada uno de los tubos sobrantes
de los distintos lotes para control de la esterilidad de las ag
luciones de las sepecies químicas empleadas.

De este modose verificó la producción de acido gon nie de
bacterias estudiadas, asi comola de gas, por la“fórma6ión‘de‘
burbujas en la masa del agar blanco,_a partin de; arabinOSa, lg
vulosa, glucosa, galactosa, sacarosa, maltosa, lactosa, rafinow
sa, dextrina, etanol, glicerina, manita y eorbita, ir, '

Ademásse averiguó la transformación de la serbita en caer
pos de naturaleza cetónica (seguramente sorboeag utilizándose b
para detectarlos la reacción de Seliwanoff (l); En atención a
la necesidad de no emplear el HCl en concentración sum rior al
12 % expresado en gas c10rhidrico- Mazzocooy niettil(l)7"y opa
siderando las cantidades extremadamente pequeñas de sorbosa e-'i



-34.
ventualmente presentes, se procedió del siguiente modo: en luv
gar de preparar el reactivo disolviendo 0.05 gr. de resorcina
en 3} ml de HCl (densidad 1,19) más 66 m1 de agua destilada se
lo disolvió en una mezcla de 33 m1 de HCl de esa densidad y 3}
ml de a¿ua destilada; se tomaron luego 2 ml de esta solución y
ee mezclaron con el m1 de solución a investigar del que se dis­
ponía, continuando después en la formaacostumbrada: calentamicn
to s ebullición por no más de 30 segundos, enfriamiento y_dieo­
lución del posible precipitado pardo rojizo en el alcohol. El
tubo con sorbita no sembrado se usó comotestigo.

b) Reacción de Vagos Proskauer y al rojo de metilo; se llg
varon a cabo sobre cultivos de 7 dias sembrados según 2) en ag
gue de levadura glucosada con cistina y ateniéndoae a las teen;
cas del ya citado "Manual Gor Methods".

c) Formación de oatalasa; para observarla se sembró en to;
ma "standard" en tubos con agar inclinado de agua de levadura
eon cistina. A los 7 dias se cubrieron los cultivos obtenidos
con agua oxigenada aproximadamente 0.5 N, verificóndose le pro­
ducción de burbujas de gas oxigeno proveniente de las descompo­
sición delagua oxigenada por aooión de la catalasa.

d) Formación de indol y de hidrógeno aulfuradc; se invoer
tigó siguiendo las recomendaciones del manual americano con pa­
peles de filtro embebidoen solución de acido oxólico (reacción
de Gnezdapara indol) y de acetato de plomo, previamente esca­
dos y sujetados en la parte superior del tubo con el mismota­
pón de algodón. El medio utilizado fué agua de peptona glucosa­
da con cistina que ee-inoouló con la suspensión standart. Los
ensayos se dieron por terminados a los 14 dias.

c) Reducción de nitratos; se ensayó en agua de levadura
glucosada con oistina añadida de 0,1 %de nitrato de potasio;ae
sembró con la suspensión de 2) y se verificó la presencia de n;
tritos ceda tres dias a partir del segundoy hasta los catorce.

La reacción de caracterización empleada fue la de Peter
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Grises modificada por Ilosva, consignada en el manual antes
mencionado y_que se practicó colocando una gota de la solución
a investigar, tomadacon anss estéril, sobre un vidrio ds re­
loj mezclándola luego sucesivamente con una gota de 1a solu­
ción de alfa-naftilamina y otra de la de ácido sulfan111005 v;
rifioando la aparición de color rojo rosado;

f) Acción sobre la leche; se sembró en leche desorsmada,
tornasolada y esterilizada por tindalizacidn, describiendo los
posibles fenónemos de acuerdo con las indicaciones dadas por
el manual de los americanos.
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INVESTIGACIONES EEECTUADAS

12_52ÉIAMIEEEQQ,'De acuerdo con los finos perseguidos, el ma”
terial para los estudios microbiológioos procedió en su totali
dad do transformadores rápidos tanto industriales, comodel av
parato que funcionó comoplanta piloto.

Para mayor claridad en la eXposición, se dividieron los
cultivos de acuerdo con el aparato de origen¡ oonsignándose.si
fueronwvirutas o vinagre el elemento_1ntermadio en el aisla­
miento. Se ha diferenciado así mismo, en el caso de los aisla­
ndantos por enriquecimiento previo, con reapeoto a la naturalg
za del medio empleado para preparar las cajas donde se extenv
dió el material enriquecido.

En lo que se refiere al empleo de los medios utilizados
con osa finalidad, agua de levadura y mosto de malta, se encog
tr6 que el primero resulnaba muchomás conveniente, y no sólo
por la abundanóia de crecimiento sino también por el tiempo re
querido para observarlo. Por esta razón se ha adoptado el agua
de levadura como medio basico para las descripciones descarm
tando el mosto de malta.

Por otra parte pudo comprobarse durante el empleo de los —
medios solidificados oon agar que el agregado de una menor prg
porción de este, iavorecía el desarrollo. De ahí que se prepa­
raran añadiendo 1.7_% del gelificanto en lugar de los 2 %oo­
munmenteutilizados, comoya se dijo en el parrafo de medios
de cultivo del capítulo de métodos.

l) Transformadorindustrial.- Se partió de virutas, mejor
del raspadomde las mismas del generador N8 XIII del estableci­
miento de A.H.P. de esta Capital.

a) Aislamiento previo enriquecimiento.
Medio 1: no se observó desarroñlo



Medio 2 : película muyresistente con puntos mas espesos. Al en
gitar cae entera.

Agua de agua de levadura " ­
3 2 colonia pequeña; elevada, lisa de borde oscuro. H
37: colonia mediana, elevada sepe01a1mente en el centro,

lisa centro opaco.
Agar de mosto ás malta: '

66: colonia de iguales características que 36.
67: colonia pequeña, oonvexa, lisa, traslúcida.

Medio 3 : no se observó desarrollo.

Medio 4 : película Jaspeada, que se deshace con"difiou1tad. Al
agitar cae en jirones. Líquido turbio.

Agar de agua de levadura:“ "
22: colonia elevada, lisa¡ borde más oscuro.2 : colonia convexa, lisa, traslúeida.

Agar de mosto de malta:- '
60: colonia grande, convexa, lisa, traslfloida, centro

más oscuro , mucosa. " -'
61: colonia peqnlña, elevada, lisa, opaca.

Medio 5 z película ¿e espesor diverso, las partes máe‘gruesas
tenían aspecto húmedo.A1 agitar cae sin Hdeehaoeree.

Agar de agua de levadura:* ' "
25: colonia pequeña, elevada, lisa, opaca. "
24: colonia grande, oonveza, lisa, traslúcida, mucosa.

Medio 6 z velo tenue sobre la superficie libre del líquido y
las paredes del recipiente.

Agar de agua de levaduras -- - "
: colonia grande¡ oonvexa, lisa; entero, trasldeida. ­

34: colonia rande, oonvexa, lisa, ligeramente ondulado,
centro m e opaco.

35: colonia semejante a la 34 pero con zona central opa­
ca más extensa.

Agar de mosto de malta. " ‘ “
13: colonia paqueña; convexa; lisa, traslúeida. "
14: colonia mediana, convexn; lisa, poco traslúoida.
64: colonia pequeña, eonvexa, lisa, centro más oscuro.

Medio 8 : no se observó desarrollo.

Medio 9 : película muyresistente con partes mas ruesas de
forma alargadas orienta as en la mismad rección.

Agar de agua de levadura:" - "
57: colonia pequeña, elevada, lisa, borde más oscuro. ­
58: colonia mediana, poco elevada, lisa, pooo traslúcida,

mucosa. "
S9trcolonia semejante a 1a 58 pero menos traaldcida.
73: colonia mediane¡ elevada; lisa; opaca. "
74: colonia pequeña, convexo, lisa, trasldoidao



-38;
Medio 10: película con partes más gruesas de forma irregular.

1 agitar cae en Jirones. ‘
Agar de agua de levaduraz' " “

32: colonia pequeña; elevada¡ lisa, opaca.
33: colonia mediana, convexa, liea traelúcida.

Agar de mosto de malta: ­
29 colonia pequeña, elevada; ligeramente rugoea, apacu
30: colonia mediana, convexa, lisa, traslúcida.
31: Eoíonia mediana semejante a 1a 30 pero con borde ogu ado.

Medioll: Pelicula no cerrada, las distintas "islas" tienen '
puntos más espesos. A1 agitar-cae en JirOnee enturw
biando fuertemente el líquido.

Agar de agua de levadura: - ‘
62: colonia grande,-convexa,-lisa,-centro másolouro.
63: colonia pequeña, elevada, lisa, opaca.

Medio12: película no cerrada las distintas "islas" tienen
puntos más esposos áe forma irregular. A1 agitar cae
en Jironee y enturbia fuertemente el liquido.

Agua de agar de levadura:' ­
27: colonia mediana; convexa¡ liea, centro más oscuro;
28: colonia mediana, convexa, lisa traelúcida.

MedioJ : película resistente, oon partes más eepeaae. A1 agi­tar can entera.
Agar de agua de levadura:

12: colonia pequeña, elevada, lisa, borde oscuro.
b) aislamiento directo.­

Agar de medio D1, D8, D 11: no se observó desarrollo.
Agar de medica D5: ' ‘ ‘

118: colonia pequeña; elevada; lisa, borde oscuro.
119: colonia pequeña, elevada, lisa, opaca. "
120: colonia puntiforme, elevada traslúcida.
121: colonia mediana, oonvexa, lisa, traslúcida.

2) Transformador piloto nai},
a) Partiendo de virutas.

aa. Aislamiento previo enriquecimiento.
Medio 1: no se observó desarrollo

Medio 2: película que a1 agitar cae en jirones, Líquido tur­bo.
Agar de agua de levadura:_ _ a

45: colonia mediana, convexa, lisa, centro más Qecuro.
46: colonia mediana, convexa, con arrugas finas, ondula­
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do, centro más oscuro.
Agar de mosto de malta: - - - “

47: colonia grande,-convexn, lisa, centro más oscuro?
48: colonia mediana, arrugada, apaca.

Medio 3 : no se observó desarrollo.

Medio 4 : película no cerrada. Las "islas" no se deshacer al
agitar ni se hunden.

Agar de agua de levadura: ' ' '
38: colonia mediana, elevada, errugeda, traslficida, mu<_

sa.— - - - - ”
9: colonia mediana, elevada, arrugada opaná, mucosa:
2: colonia grande, convexn,-lise¡-cenuro más oscuro.

53: colonia mediana; elevada, lisa; borde oscuro.
54: colonia pequeña, convexa, lisa, traslúoida.

Agar de mosto de malta: ' ' "
40: colonia mediana, elevada, arrugada, ondulado, opaca.

Medio 5: película seca, crrugcda con consistencia de papel.
Agar de agua de levadura: - ‘

43: colonia pequeña, convexa, lisa, oscura en el centro,
mucosa. - - ‘ ­

44: colonia mediana, convexa, lisa, oscura en el centro.

Medio 6 1 aro delgado y película que al agitar se deshace y enturbia fuertemente.
Agar de agua de levadura: '

50: colonia pequeña; convexa, lisa; trasldcida:
21: colonia mediana, convexa, lisa traslúcida, mucosa.8: colonia puntiforme, elevada, Íisa, traslúoida. '
69: colonia grande, convexn, lisa, centro más oscuro, n;

00380 '
70: colonia grande, elevada, lisa, borde más-oscuro.
71: colonia mediana, elevada con rugosidades, ondulado,

más oscura en "centro y borde.
72: colonia mediana, elevada, rugosa, entero, más oscum

ra en centro y borde.

Medios 8, 9, 10 y 11: no se observó desarrollo

Medio 12 : película con partes sapesas que al agitar se desha­
ce y enturbia.

Agar de agua de levadura: ' ’ ‘
41: colonia mediana, convexa, arrugada fina, opaca, mu­

cosa. - - - ' '
42: colonia mediana, elevada, arrugas opaoas, ondulado,

mucosa.
Agar de mosto de malta. .

5: Colonia grande, elevada, rugosa, arrugas epocas.
Medio J : película con partes más e9pesas. Poco resistente, a:

agitar cae en jirones, líquido turbio.
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Agar do agua de 1evadura:* W
1: colonia grande,-e1evada,-borde más oscuro.“Seca.

15: colonia pequeña, convoxe; lisa; traelúcide.
16: colonia pequeña, convexa, lisa, centro más oscuro.

Agar de mosto de malta: - ‘ "
5: colonia grande,elevada, borde más oscuro. Seca.

1;: colonia pequeña; oonvexe, lisa, traelúoida. '4 : colonia pequeña, muyperecida a 17, aparece más tre
lúCidfle ' ' '

19: colonia mediana, elevada, lisa, borde más oscuro.
ab) Aislamiento directo.­

Ager de medios D1, D8, D 11: no ee observó desarrolño.

Agar de medio D5:
l : colonia convexa, lisa, centro más oscuro.
10?: colonia“semejante a 106 pero con centro oscuro más

extenso.

b) Partiendo de vinagre turbio.”

Medio 2 : pelicula tenue
Agar de agua de levadura ' - - *

7: Colonia mediana; oonvexa, lisa; traslúcido. *
55: colonia pequeña, elevada, lisa, borde más oscuro:
5 : colonia grande, oonvexa, liea, centro más oscuro.

Agar de mosto de malta. ­
8: colonia mediana¡ elevada, lisa - rugosa, borde más

oscuro. - ' " ­
20: colonia mediana, elevada, rugoea, opaca. "
21: colonia grande, convexu, lisa, traelúcide.

Medio 6 : no se observó desarrollo.

Medio 11 : película con partes más esposas, muyreeistentes,al
agitar cas entere. .

Agar da agua de levadura.
11: colonia grande,-convexn, lisa, traslúcide, algo on­

dulado el borde. “
22: colonia puntiforme, elevada, lisa, opaca.

Agar de mosto de malta: ‘ “ ' ' “
10: colonia grande, convexe, lisa, traslúoida, entero.

o) Partiendo de un vinagre estacionado.­
Be tomó material de los grumoe que se habían formado en el

producto y se los extendió en caja con placa de agar de agua de
levadura: _ - ­
l: colonias elevados, urrugadao, borde más oscuro.
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3) gransformador piloto N3 III. Debidndose suspender el
funcionamiento de este generador por resultar inservible el rea
oipients construido ¿en madera de haya, se aprovechó el_rellr»
no con los gérmenes que sobre él se habian multiplicado, para
llevar a eabo los ensayos de acetificación en frascos, descri;
tos en el capitulo de métodos«párrafo lb.

Los resultado de las transformaciones se han reunido en
el grupo de gráficos N2 l, en el que se ha representado en aL­
oisas el tiempo de incubación y en ordenadas la acidez total
expresada en ácido acético.

Los distintos gráficos en sí carecen de interés, salvo el
hecho de poner de manifiesto la superioridad de los medios N2
5, 8 y 11 sobre los demás ensayados, para este tipo de compro­
bación.

De todo este material se sembraron en placas de agar de
agua de levadura, pequeñas porciones de las películas y del lá
quido siguiendo los procedimientos ya indicados. Ber otra‘per—
te ae extendió de acuerdo con lo dicho en métodosl el líquido
de raspado de las virutas obteniéndose comoresultado el.lado
de las colonias de bacterias, otros de hongos que se dosechá- r
ron una Vez reconocidos como tales macro" y microscópioamenteo

Para mayorclaridad, se han separado los cultivos, cuyas
colonias se describen e continuación, de acuerdo con el medio
empleadopara la acetificación, designándolcs con le letra A
seguida del número de ese medio.

l. Partiendovde las peliculas:
A Película que se hunde entera sin deshacerse ni enturbiar;
QOÏ colonia grande, convexa, lisa, centro más oscuro, mucosa.
202: colonia chica; poco elevada, rugosa, seca. "
203: colonia chica, muyelevada, lisa opaca, entero.
204: colonia mediana, muyelevada, lisa, o aca, lobado. '“
205: colonia chica oonvexa, lisa, centro m s oscuro, mucosa.
206: colonia puntiforme, convoxa, lisa, traslücida.

1A}:película tenue con pequeñas nudosisdades, resistente, no
' se hunde. Líquido limpiüo. '

207 z colonia grande, convexa, lisa, traslúcida.
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A S z película mucosa, resistente, hundida

212: colonia mediana, muyelevada, lisa, opaca. “
213: colonia grande, muyelevada, lisa; opaca ondulado.
214: colonia puntiforme, elevada, lisa, traslácida.

A 8 : película cerrada poco resistente, que se deshace en ji*
rones que caen, íiquido turbio. ' “

218: colonia puntiforme, convexa; lisa; traslúcida.
219: colonia grande, muyelevada, lisa, opaca. '
220: oolonioa mediana, elevada, arrugada, opaca.
221: colonia grande elevada, lisa, borde más oscuro.

A 9 : película delgada, con nudosidades poco resistente, que
se deshace en jirones que caen. Liquido turbio.

222: colonia grande,-conveza,-1isa, traslúcida. '
223: colonia mediana; elevada; rugosa, borde más oscuro.
224: colonia mediana; convexa; lisa; poco traslúcida.
225: colonia pequeña, convexa, lisa, opaca.

A 10: película muyparecida a'la forwada en A 9 “
208: colonia grande, convezs, lisa, centro mae“oscuro.

colonia pequeña, muyelevada lisa opaca.
colonia puniforme, convexa iisa, traslúcida.

211: colonia mediana, muyelevada, lisa opaca.
N 1.aO

A ll: película tenue con nudosidades muysemejantes a la forma
6.691139.

La caja correspondiente tuvo ¿que deseoharse por_haber si­
do invadida Egr anguilulas, procedentes sin duda de las viru­tas de este ico aparato que fuera acetificado con vinagre sin
filtrar. Dnel liquido del ensayo de acetificacidn reapeotivo n
fué observada la presencia de esos ncmatodes, en número escaso,
ein habérsele dado importancia.

Cabe dejar constancia que también en los ,1íquidoe de los
ensayos A9 y A 10 se observo la existencia de anguilulas sin
qie haya tenido las consecuencias de este caso particular.

2) Partiendo de las virutas,

4: colonia puntiforme, convexa, lisa, traslúcida¡
2: colonia puntiforme, convexa, lisa, traslúcida.
3: colonia pequeña, convcza, lisa, traslúcida.

8: colonia pequeña, elevada, lisa, borde"más oscuro.
0: colonia pequeña, elevada, lisa, opaca.
l: colonia pequeña, convexa, lisa traslúcida.
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L 1 o D 8, D 11: no se observó desarrollo

A 2 - D 2: - ' ­
95: colonia grande, marrón clara, lisa, oonvexe. muco­

Ba.“

A 2 - D 5, D 9, D 11: no se observó desarrollo.

A 3 - D 11:
97: colonia grande, elevada rugosa, seca.
98: colonia semejante a la 57 pero más oscura.‘
9: colonia grande, conveza, lisa, opaca, seca.

A 3 - D 3, D 10: no se observó desarrollo

5 - D 5: no se observóe desarrollo

A 5 - D ll:
113: colonia grande, elevada, rugosa, borde ondulado y

' más oscuro.
114: colonia grande, elevada, lisa, borde entero y más

oscuro ' "
115: colonia grande, eleVGda, lisa, opaca.
116: colonia pequeña; Jisa¡ elevada, opaca.
117: colonia pequeña, lieu, elevada, borde más oacnro.

A 8-—D 1, D 8, D 11: no se observó desarrollo

9 — D 2: - ­
94: colonia grande marrón clara, convexa, lisa, tras­

lúcida, mucosa.

9 - D 5, D 9, D ll: no se oLservó desarrollo.
10 - D 11:

96: colonia grande, elevada, rugosg, seca.
105: semejante a le 96 pero mucho mas pequeña.

btb'

A 10 —D 3, D 5, D 10: no se observó desarrollo.

A ll - D 11:
102: colonia grande, marrón clara, eonvexa, lisa, tras­

l eide, mucosa.' '
103: colonia pequeña, eonvexa, centro más oscuro.
104: colonia pequeña, convexa, traslúcide.

3) Partiendo de los líquidos
A 1) ' h

130: colonia pequeña, elevada. lisa, borde más oscuro.
132: colonia pequeña, elevad4¡ lisa, opaca, borde onde­lado.
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A _ .. ., ..
Lil: colonia mediana, elevada, lisa, opaca, borde entero.

134: colonia grande, lisa, ccnvexa, trasldoide.
A .. .. _ .

133: colonia grande, oonvoxe, lisa, centro más oscuro.

Il). oogpggaciónde las colonias aiglodas (en placas de agar
¿E aéfia de leííüuva glucosage). “m

Comose aúelantó en el capítulo de métodos (párrafo 1)
estas comparaciones fueron llevadas a cabo para eliminar loa­
duplicados y verificar simultáneamentela pureza de los culti­
vos. Comoresultado de esta última operación debieron aumerao
e las cepas existentes otros que se detallan a continuación:

Cultivo del transformador industrialzu
260: colonia pequeña, elevada, lisa, opaca. v
75,1: colonia grande marrón Clara, elevada, lisa, con

centro más oscuro. _ n
73,2: colonia grande, elevaaq lisa traelúcida.

Cultivos del transformador experimental N2 1:
510 3 colonia elevoáa, liso, borde entero, opaca.
5 : colonia convexn, lisa, traslácida y centre más os­

Curo o

562 y 56,6: provenientes de dos óepas con características
‘ 56, que se difarenciahan por formar o no resh

pectlvamente, películas sobre el agua de ocn"
densuoióu en el fondo de los tubos con agarinclinado.

La agrupación de acuerdo con el aspecto de las colonias
ha sido la siguiente:

1) circulares, eonvexas, lisas, borde entero, traalficider
a) con centro más oscuro:
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x) cultivos aislados del transformador industrial: 26-28­
37v59*60-62w73.1-119—120—121.

y) cultivos aislados del transformador experimental N2 l:
7-10-152'16-17-19-21-38-42-43-44-—45-46-49-—50-51-52-562- ­
5616-68-70-106-107.­

z) cultivos aislados del transformador experimental NQIIT:
89-91-95-103—132-134r201—208á21]—212-2l9—224­

b) sin contro más oscuro:
x) cultivos aislados del transformador industrial: 13­

14-24-27"30"31‘33—34—34w64-7}52-74­
y) cultivos aislaúos del transformador experimental N2 I:

3-11-40-41­
z) cultivos.aislados del transformador experimental N3

III: 102-207h222*
c) semejantes a b) pero puntiformes:

cultivos aislados del transformador experimental N2
III: 82-84"?2-104—206—2lO-214"2l5-216­

2) oirCularcs elevadas, lisas,'bcrde entero y más oscuro:
x) cultivos aislados del transformador industrial: 5­

25-29-32-36—57—58—63-118—
y) cultivos aislados del transformador experimental H2 l

l"39-47-53-54-55"65­
z) cultivos aislados del transformador experimental N2

III; 88*114«ll7—130w221—

3) circulares, elevadas, lisas, borde entero, epocas:
z) cultivos aislados del transformador industrial: 12­

260-61-66
y) cultivos-aislacos ñel transformador ozoerimental N31;

8"2 2"5 10 o
z) cultivos aislados del transformador experimental N3 .

III: 90-93-94u95-115-116-131-204-209-213-217-220-225­

4) circulares elevadas, lisas o rugosas, borde entero u ondu1¿
do, opaoas:
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y) cultivos aislados del transformador experimental
N3 I: 20-48.

z) cultivos aislados del transformador experimental
N2 III; 113-202-218-223.

5) circulares, elevadas rugosas, borde entero más oscuro:
cultivos ¡aislados del transformador experimental N2 I:
1' “69 o

6) circulares: elevadas, rugosas, borde ondulado, centro y
borde más oscuro: cultivos aislados del transformador ex­
perimental N2 I: 71-72

7) circular, elevada, lisa, borde entero, opaca con anillo
ooncéntrico mastraslúcido: cultivo aislado del transfor­
mador industrial: 23

8) colonias distintas de las anteriores que provienen proba­
blemente de contaminaciones: 97-98-105-133.

De cada grupo de cultivos, así definido por las caractg
ristioas de las colonias de las mismas, se eligió uno para "
realizar su descripción completa de acuerdo con las normas ya
señaladas. En algunos casos, en que pudieron apreciarse pequg
fins diferencias entre los oultivoa,que sin cambiarlos de agïm¡
pasión, permitían su distinción de loa demás,_se separaron
también estos para su estudio detallado. Todo, para que el
conjunto de gérmenes a describir fuera lo más representativo
posible del material aislado dc los distintos generadores.

A continuación se detallan las cepas que fueron elegidas:
indicándose el grupo al que representaban por sú número de
orden:

28-7},l-l21, 1.ayz51t-562-5616 l az 89-91-224-132l a x : :
1 b x : 13-14 1.by: 5 1 bz : 102

2: : 5-118 2y: l, l c IV
3x : 12-26b jy: 8-510 2 z z 88.

7 : 2} 4y: 20 3 z : 93-94-131
5: l 4 z : 218-223-113
6: 71
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excepción del cultivo N9 l (grupo 2b) que se perdió
por envejecimiento fueron todos estudiados e intentada su cla­
sificación de acuerdo con las descripciones anteriores.

III.«ESTUDIO QE Lg; CULTIVOS.-El método de estudio siguió en
lineas generales, comoya se ha dicho, las normas del "Manual
of Methods"citado anteriormente. En cada tipo de caracterís­
tica se ha procurado agrupar a los gérmenes con el fin de fs­
oiliter másadelante el hallazgo de las correlaciones necesa­
rias para su clasificación.

1) Caracteristicas morfológicas:
_ Todos los gérmenes resul­

taron serïnóviles y Gramnegativos, pudiendo diferenciarse
por su forma y agrupación celular los siguientes grupos:

50"

bc"

00"

do"

bastones de 3 e 4 x llAfide extremo redondo rectos o
geramente curvados, observándose formas de involución
y células generalmente aisladas: l - 132; con algunas
cadenas de pocas células:_l2l; no presenta cadenas ni
formas de inVOlución: 118.

bastones de 3 x l,u'de extremo redondo, rectos o poco
curvados; muchas células aisladas y algunas cadenas
cortas: con involución, 5-13-14; con poca involución
26b—28-5616.
Células aisladas y frecuentemente de a pares: con po­
ce involución: 8-12; con mucha involución 562; célu­
las aisladas y muchascadenas largas, se observa invg
lución: 71-73,1.

bastones de 2 a 2,5 x l,u generalmente rectos de ex­
tremo_redondo; células aisladas y frecuentemente de a
pares, se observaron formas de involución: 102-218­
223-224 con muchas cadenas largas y sin involución
510.

bastones de 2,5 x 1,fl en su mayoria rectos y de extrg
moredondo; se observan células aisladas, de e pares
y en cadenas cortas o largas: 88-89-91;
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c,v_bsstonesds 2 x l,uvroctos de extremo redondo; células
aisladas, de a pares o u: Cadena, involución: 3-Ïlü;
hon.poccs cadenas é involución: 113.131-215,

r.- bastones de 2 x 1,0» rectos de extremo redondo; oéluo
las aislados, de a pares o en cadenas, sin involuu
ción: 3-5lt; con pocas cadenas o involución: lljul3la
215.

3.- oooobacilou de 18 z lj‘; células aisladas o de a ps­
res: 20-93-94-23.

2) Desarrollo sn medios sólidos:

o) Colonias en superficie de agar de agua de levadura glg
casada con cistina; puedendistinguirse los siguientes
tipos:

Tipo l: grande, circular, convexa, lisa, borde entero, punto
' central oscuro visible a ojo desnudo;

mucosas: granulaoión gruesa: Í"
granulación fina: 0-113

secas: granulación fina: 89-91-224

Tipo 2: grande, oolor marrón claro, circular, lisa, borde en­
tero, conversa, con centro oscuro más o monosextendi­
do:
mucosas: granulación gruesa: 13-14-71-73,l

granulación fina: 3-28-51t—5616—88-121-118­218-223
secas: granulaoión gruesaz,ñlo

granulación fins: 502-215

Tipo 3: circular, poco elevada o oonvcxa, lisa,_borde entero,
tralúoida, mucosa:

granulaoión gruesa: 5
granulación fina: 102

Tipo 4: circular, pulvinada, lisa, bordo enteróo opaca, seca,
granulación fins: 23-93

iv n

Tipo 5: oirumüar, convexa, lisa, borde ertero, opaca, seca:
granulación gruesa: 12-20
granulraión fina: 26b»34—lïl



Tipo 6:

#50;
circular, conveza o elevada, lisa, bnade entero, oon
centro o borde más oscuro, seca, granulacidn tina: 132.

b) Crecimiento en estría:
ha permitido el establecimiento de algunos grupos'que

se han mantenido también para otras propiedades:
Tipo l:

Tipo 2:

Tipo 3:

Tipo 4:

rosario fino e filiforme, pocobrillante o brillante,
con película sobre el agua de condensación on el fondo
de los tubos:

a) friable: 23-12-562—94
b) friable; algo viscoso: l-8-20-l31-215—9l
o) membranoeo: 93-113

rosario fino, opaco, visooso y frieble, oon película eg
bre el líquido de condensación: 152

rosario fino, poco brillante, friable algo viscoao. a
baja temperatura con película en el fondo del tubo, del
soda: 28-5616
rosario fino a filiforme, sin película en el líquido de
Condensación:
e) viscoeo y brillante: 51t-lO2-3 _
b) viscoso y poco brillante: 13-14-510-73,1-118-121
o) friable y poco brillante: 5«26b—71—88-89
d) membranoso y opaco: 218-223-224

3) Cultivos en gelatina (punción)
Ninguno de los cultivos determinó licuación del medio;

en cuanto e los caracteres del desarrollo ee encontraron los e;
guientes grupos netamente diferenciados:

1) crecimiento continuo o en forme de rosario fino a lo lar»
go de la función: 1-3m518—l2-13-14-26b-28-5lo-Slt-Bóló­

71-73.1n88—89—91-102—118-121—131—132—
218-223-224

2) crecimiento rizoide o erboreseenta: 20-562-93-94-113-215
3) desarrollo en forme de campana: 23
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1) Desarrollo en medios líquidos:

e) agus de levadura glucosada, con cistine:
el: hay formación de película:

resistente, superficial o hundide;
tiñe con iodo: fll8—l2«26-93-94-1lfivljl-215-562
no tiñe con iodo: 23
dábil,_superficiel, no tine con iodo, hay formación

de aro, sedimento y turbidez: Ïg314-26b-28-51t—5616­
e23 no hay formación de película con aro, sedimento y

turbidez: 5-510-73,1-89-118-121«218-223v224 .

. sin ero, pero con sedimento y turbidez: {521-88-91­
b) agua de peptona glucosada con cistina:

bl: hay formaciónde película resistente,.superficia1 o
hundide, tiñe oon iodo: 1-8-12-20-562—93-94-113-131­

215
no tiñe con iodo: 23 ­

débil superficial no tiñe con iodo, no se forma ero,
pero si sedimento y turbidez; 13-14-28-51t-5616—132.

bz: no hay formación de película, se observa ero, con
turbidez y sedimentoz 3-51on89-9l—218-223-224
no se observe aro, pero si turbidez y sedimento:

5-26b-71-7},1-88-102-118-121.
de los formadores de películas merecen ser citados espe­

cialmente: 1V—8-2O-95—94w11}-215,cuyos formaciones oorrespon
den casi exactamente con les que la literature consigna como
películas de B.xylinum: gruesos tapones_que se emoldsn a le
forma de los tubos, en caso de hundirse, se emiten tenues f1­
lementoe mucosas hacia lo superficie formándose una vez aloe;
seda le nueve película consistente Henneberg (1) .
4) Características bioquímicas: se efectuaron todos los ensa­
yos previstos de acuerdo con c1 plan de trabajo establecido,
encontrándose que todos los cultivos ensayados eran incapaces
de formar hidrógeno eulfurodo, indol y nitritos a partir de
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nitratos, tampocotenían acción sobre la leche. Por el contra­
rio. todos resultaron formadores de catalasa y dan reacción a1
rojo de metilo positiva. En lo que respecta a las reacciones da
Vegas Proskauer y Seliwanoff ee consignan los resultados observ
Vidas'oonduntamente con los de la acción sobre los hidratos de
carbono y sustancias afines, comotambién de la tinción con ior
do de las películas, en el cuadro Ng 1.

Los virajes del indicador hasta amarillo (aoidifioación
fuerte) se marcaron con +; hasta anaranjado amarillento (aoidi­
ficaoidn débilD con (+). En el caso de las reacciones esos sig­
nos mantienen su significado cuantitativo. Comotransformación
lenta (se señala con "L") se computo aquella que se producía
en un lapso mayor de tres días.

5) Características fisiológicas:
' Dedos los Cultivos sin exCep­

oiBn se comportaron frente al ox gene del mismo modo: como ser;
bios a microaerófilos.

_ Con respecto a la temperatura se encontró, también para tg
dos, que la más favorable fue 3020‘ Referente a la capacidad dc
desarrollar a temperaturas mayores que la señalada pudieron rew
conocerse fácilmente tres grupos, o saberz.
grupo l: no crecen a 33 y 3720: 17-26bu51t-71—88-9l
grupo 2: crecen a 3320 y no 3720: 3-8«12-30-510-94-102—113-13lu

132'7'215'218"'224o _

crecen a j} y a 372: 5«13—l4—23u28«562-5616-73,1-89­
9}—J.13-—12l—223

.Ningunode los cultivos presentó signos de desarrollo a
452G.

IV.— DQSCUSIONQE ¿gg RESULEAQQQggggugp_g.- Las característi—_
cas morfológicas no aportan ninguna información que pudiera re­
Guitar valiosa para la identificación de los gérmenes, objeto
ulterior del presento estudio; no parece existir correlación
con las demóspropiedades. En realidad no podia ooperaree otra
cosa; baeta recordar los diversos factores que Janke (1) cita

grupo 3:
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ccmoinfluyentes sobre estas características. Entre ellos me­
recen citarse 1a temperatura cuya influencia estudiara Hansen
(J), edad del cultivo, naturaleza fisica y química de los sms
tratos, todo esto en lo que se refiere a los factores denomii
nados externos por aquel investigador. Pero hay mds,'el mismo
autor reconoce la necesidad de diferenciar entre las verdade­
ras formas de involución, estados, degenerativos de la célula
y lo que se llama formas hipertróficas de resistencia de los
gérmenes frente a los propios productos del metabolismo, capa
ces las últimas de evolucionar hacia las formas primitivas.
Concibe Janke, basado en ese hecho, un ciclo evolutivo de 1a
célula que en el caso de las bacterias del grupo rances y Pag
teurianum seria:

bastones cortos
z’ \

cadena libre bastones largos
l lcadena con vaina filamentos

2/
filamentos
hinchados.

Nada dice la literatura sobre una posible generalización
de tal observación, ni se ha confirmado la presencia de vai—
nas que haría relacionar este grupo de bacterias con las
Chlamydc-bacteriales.

De cualquier maneralo anterior indica la dificultad de
obtener resultados comparables: debe tenerse presente, que
dado un substrato cualquiera, los diferentes gérmenespodrán
actuar sobre 61 de muy distintas maneras 3 que de acuerdo con
lo dicho, la morfología será dentro de ciertos límites conse­
cuencia de ella. Se infiere entonces que sólo con una riguro­
sa 'etandardización" podrían lograrse consecuenciasútiles.
Que tal cosa no se_ha producido queda demostrado con los re­
sultados obtenidos.

De las observaciones realizadas sobre las caracteristi—.
cas del crecimiento en medios sólidos cabe destacar la impor­
tancia de la agrupación de las bacterias de acuerdo con el
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desarrollo en estrte, dondese observan dentro del tipo l to­
dos lee gérmenes, que luego se encontrarán comoformadores de
películas resistentes en la superficie de liquidos. La delimi
tación serie casi perfecta, e no ser por le necesidad de ubica
car dentro del grupo el cultivo 91, dada su facultad de forma?
pelicula en el agua de condensación de los tubos, formación
qpe nunca produce en medios liquidos. Hay que tener en cuenta
también, la definición del tipo 3 así comola del 4h que reun
non_microorganiemocde características bioquímicas sino igua­
lee, al menos muysemejantes.

La punción en_geletine permitió separar e los microorge“
niamas tipo Kylinun, diferenciando además 1 y 8 que por otras
prepiededes son las que más se alejan de eee tipo.

31 bien el aspecto de las colonias permite entrever elgu»
no relación con lee demáepropiedades, la delimitación de los.
grupoe no en lo suficientemente precisa comopara obtener con­
clusiones pero la clasificación de lóe.cultivoa. Ea indudable
qu'eBta característica ha sido de gran utilidad para una com“
paraeión preliminar del material aislado, que se llevó e cebo
bajo mantenimiento estricto de la igualdad de condiciones, co;
el objeto de eliminar aquellas cepas qpe resultaban idéntica:
en 01 más amplio sentido de le palabra. Comoya ee dijo, pequg
nea diferencias bastaron para separar más de un cultivo de oa­
da uno de los ¿gupoe establecidosc Pero evidentemente, esta e;
la máximefunción que puede desempeñar tel observación dentro
de un estudio comoel presente.

El comportamiento en medios líquidos, ha sido indudable‘?
mente uno de las criterios selectivos .de mayor importancia.

Por de pronto, los dos grandes grupos que ee adelimitan.
ee han mantenido para los dos eubstretos ensayodoe y más, al:
gunoe de los subgrupos también subsisten al cambia! de medio.

Lo que no resulte preciso, ee le diferenciación dentro
de los bacterias que no forman ¿películae, de acuerdo con le
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°°P8cidad de producir_ero sobre 1a pared del tubo y la suport;
01€ libro del liquido. ' u

.Pero aún aquí se observan algunos cultivos para los cua­
les la propiedad es constante: 510-89-218-22}—224,entre los
que los que lo forman y 71v88—10’ entre los que no forman ese
BIO.

Más interesante todavía¡ es el hecho de que tales divisio
nee se correoponden en mayor o menor grado con las que resul­
tan de la comparación de 133 propiedades bioquímioaa.

La naturaleza celulósica de algunas de las películas {re­
velada por le coloración con iodo) fué otro carácter do valor
pere el intento de la clasificación, en especial ouanio Se co­
tejabu el resultado de esa reacción con la de Seliwenoff.

En lo que se refiere a los caracteres bioquímicos se ob­
servaron algunos generales para todos los cultivos, así, son
en su totalidad formadoresde catelasu, positivos para la rceg
Oión al rojo de metilo, no producen hidrógeno sulfurado, in­
dol, ni nitritos, y no actúan sobre la leche en -1as condicio­
nes de experimentación en que fueron realizadas.

El cuadro combinado (N2 1) de los restantes propiedadce
estudiados ha permitido le definición de agrupaciones que Jue­
go se Constituyeron en la baso de la caracterización de los
cultivos. '

En ese cuadro se las he separado por ueaiu de reyasrhori—
zontales, siendo cl número consignado en 1a última columna el
de diferenciación dc cada grupo. Dentro de algunos de ellos
hay diferencias cualitativas que no posan amparo, frente n lo:
demáscriterios de división. Así por ejemplo, llame lo aten­
ción la acidificoción de la gulectoso por porto del cultiVO 12
y no del 131, ambos pertenecientes al grupo 2, pero bosta con»
oiderer lo reacción de VogesProskaucr para justificar lo del;
miteoión del mismo, en general, en esos casos se ha dado part;
oipeoión también al resultado de otros observaciones Y on esfl'
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pecial al desarrollo en medios líquidos y la naturaleza de la
película formada sobre estos. Conello se han señalado los cr;
terio. sde diferenciación que más contribuyeron e establecer
la probable identidad de los gérmenes estudiados. Las difercg
cias cuantitativos en_las fermentaciones se han dejado de Jadr
para Ja clasificación, habiéndoselas consignado únicamente a
los efectos de la descripción.

Los resultados de las observaciones sobre las propiedar
des fisiológicas no Ludieronqaprovecharsepara aquel objeto,su
importancia es de otro orden. Asi por ejemmlo, la relación con
oxígeno hallada (pueden bastarse con tensiones de ese gen muy
disminuidos) corrobora la conclusión que obtuviera Wflstenfeld
(6) al estudiar le influencia de la reducción de la ventila­
ción en generadores industriales.

A su vez, el hecho de haber obtenido cultivos capaces de
desarrollar a 5720, algunos de los cuales se encontraron lue­
go identificables con E¿thüzembachii que_segúnlos datos de
la «literature no crece a ese temperatura, demuestra que nube
en el transformador industrial analizado microbiológieamente,
una aclimstación de gérmenes de alto poder ecetificante a las
condiciones imperantes en este P8139 Tales cepas podrian ser c
plicadas para la aeetificaeión con cultivo puro, con la final;
dad ulterior de eliminar o al menosreducir los trastornos es­
tivales tan comunesen las fábricas argentinas.

v) cmsp‘yicion DE LAS BACTERIASESTUDIQMLS'.—El aprovecha­
0miento de un cierto tipo de sareeter s consignado en 1a literg

tura sobre los gérmenes aoétieos, ha permitido ubicar si bien
sólo aproximadamente, algunos de los cultivos estudiados.

A continuación, se detallan brevemente las distintas ana­
logías halladas, asi comolas razones que las Justitioano

Entre los gérmenes de esquema de fermentación sencillo eg
td el Slt que no forma cuerpos cetónicos de sorbitc, da una pg
lícula débil en medios líquidos y que podria corresponder a
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3. accti (Hansen) de acuerdo con la descripción de Hsnneberg
(ll. Con esquema simple, pero reacción de VogesuProskauer po­
sitiva se encuentran 131 y 12 comparables con B. Kntaingiggug
o B,gastguriariug por la naturaleza oelulósica de su pelicula
e incapacidad de producir sorbosa a partir de sorbita.

Siguiendo con los cultivos de pequeño poder fermentat1VO,
reacciones Seliwanoft y V. Prcskauer negativas, se halla el
2} cuya pelicula no toma color con iodo y acido sulfúrico y
que presenta analogías con D.acctosug_(Henneborg) gérmcn que
Beijcrinck (l) Consideró comovariedad de su B. rancens.

Los cultivos correspondientes a los grupos 4 a 9 inclus¿
ve del cuadro de propiedades biOHQuimioas, no presentan seme­
Janzas con ninguno de los microorganismos acéticos descriptoe,
sin que por_ello puedan considerarse comono pertenecientes a
esa familia. No tiene sentido consignarlas comoespecies deg
conocidas hasta tanto no se puedan realizar estudios compareá
tivos con cepas descendientes de las originales. Tal trabajo
corresponde en realidad realizarse también pera,los cultivos
en los que ha sido posible establecer paralelos, aunque en eg
to caso, solo se trate de comprobar la ubicación que se los
ha dado.

Los grupos lC, ll y 12 del mismo cuadro, reunen bacts- _
rias incapaces de producir sustancias cetónicas o de sorbitc,
ni acetilmetilcorbinol de glucosa, formen o peliculas y en 7
los casos afirmativos éstas son débiles y se deshacer por
simple agitación del líquido. Todos formaban aro en agua de _
levadura y de acuerdo con la facultad de acidificar sacarosa,
maltosa y lactosa se diferenciaron los grupos 11 y 12 del lO
(cultivos N2 13 y 14) que no atacan esos azúcares, Los prime­
ros es clasificacron comosemejantes a Q¿güzembachiihdistin­
guiando;:entre 28 y 5616 que no producen acido de glicerina y
scrbita y formansiempre películas sobre la superficie de li?
guides, y 73,1-1187121-510 que no dan película, pero acidifi«
can osos alcoholes.
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En realidad 510 ocupe una posición intermedia entre esas
dos posibles variedades de 9.80hüzembachii, Las cepas 13 y 14
ee muestran parecidas a Q¿“ggrgpmespecialmente en los que
resPeota a su capacidad de fermentación.

Loa cultivos 5 y 102 al i ual que los del los grupos 4-9.
no ee asemejan a les eepecics típicas, podría amparoacepte;
ee una analogía con QLÉShüzembachii,por agruparse en general
Junto con los gérmenes clasificados comotales. La mayor di­
vergencia reside en que atacan la sacarosa y determinan reac­
ción de Vogee Proekeuer positiva.

Las bacterias de las olaees 14 a 17 oxidan todos la sor­
bita e aorbosa, todos forman películas gruesas de naturaleza
celulósioa y ae han separado por un lado 8 y 20 que ecidifi-_
cen maltosa, lactosa, rafínoea, y por el otro lee de los gru­
poa 15, 16 y 17 que no los atacan. Los primeros ee han conei­
derado por esa razón análogas a D xylinoiüea y los segundos a
Eb xylinum. Dentro del tipo xylimum, ee ha dividido de acuer­
dnmconol resultado de le reacción de Vogee Proekauer, difep
renoiaado además lv por no acidifioar la levulosa, ae! como
por en comportamiento en punción en gelatina y con respecto a
la temperatura.

La “no corre3pondenoia de los esquemoe de fermentación
de las bacterias estudiadas, con los consignados por otros ug
tores en cuanto e la acción sobre algunos azúcares o alcoho-_
lea no reviste mayor importancia; por cuanto los segundos d1-_
fieren entre si para muchosde Jos microorganismos estudiados.
En este sentido se transcriben en el cuadro H2 2 loa esquemas
hallados por Henneberg (1), Bothenbach (l) y Hermany Neue­
ohul (l) para las aoetobccteries probablemente representadas
entre las estudiadas con excepcióp de 3. curvum y B. Schümen­
2332;} cuyas fermentacionee estudiadas por Henneberg y Hotheg
bach solo representen diferencian cuantitativas entre los re­
sultados hallados por uno y otro autor.
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lo notable ee que Hermanndeja constancia de haber trabajado
con duplicados de las cepas originales.

Los datos encontrados en la literatura han permitido 110?
gar a considerar comoprobable 1as_identificacionee de las ese
pecies entudiadas 2eneste trabajo, en la forma que ee ha oonw
siderado másarriba.

La confirmación ¿e estas conclueiones y el estudio más a­
cabado de los cultivos que no han podido ser identificados 36"
lo podrfia realizarse luego de un ulterior_trabajo de elstemát}
oe de este interesante grupo de bacterias, preferentemente en
comparacióncon los cultivos originales que debieran reunirse
especialmente con este objeto.





¿62;Mi
aonsmggcaren nn UNA PIANTA PILOTO PARA LA ELABORQ;

sign ne_ggnnenn Pon nnlusmono RAPIDO. " ‘_ 7‘. v

I) CONSTRUCCIONDEL GENERADORPIIOT0.— De acuerdo con

'los principios de ltrebajo, se trate de reducir proporoions¿
mente dentro de lo posible, un transformador rápido de tipo
normal tel comoel descripto en 1a obra de Fustenfelg (1) og
yaa dsmensloneswrneren encontradas comolas más apropiadas ­
para temperaturas ambientes medias de 15 e 2020 (Sobrank:CD).

las referencias citadas, dan para un generador de eso
diseño las características señalados en ESQUEMAN3 2.
el esquema H2 2 con un espacio libre ng neon”
re material de -rolleno de aproximade- 3
mento 1,2 m}, comprendidos entre le cr;
bn.en la parte superior y el contrefon—
do, en forme enrsjado, en la inferior.

¡50W

A1 proyeoter el aparato reducido,
se tuvieron en cuente las medidos de le
porte central que contenía el relleno, vw"
dado que por razones de orden práctico tuvieron que modifi­
carse, tanto le 'odmsra superior comoel pequeño depósito de
producto terminado. Deduciendo entonces de aquellos dimenatg
nos, resultaron para un aparato de alrededor de 3 litros de
volumenpara relleno estes otros:

20

altura 27,5 om.
diá.supe. 13 cm.
diám.inf. 11,8 cm.¡ entendiendo que se refe­

rían a le porción de generador que centenaria el material de
relleno.

Comodesde un principio se pensó en la posterior ¿adep­
áeoldn del sistema de surge automático se aumentó la altura
fin 'In hfimnvm anna-nin“ n .Q (“2L run-nn ¡Ira-¡n11nn! n1 nnnnrv‘n Ahh...
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de colocar más tarde el dispositivo para cargas intermitentes.

La altura.aol depósito inferior, proporcionalmente comreg
pondían 2.6 om.. ee aumentó a 3,5 cm, para poder, ubicar oom
más comodidadol tubo de salida, es! comolas perforaciones
para ventilación (reapiraderoo) que en número de cuatro se
practicaron desde afuera a le altura del oontrafondo y del
tal modoque resultarcn oblicuus de arriba hacia abajo y de 5
fuera hacia adentro pare determinar por debajo de ese falao
fondo en 1a parte interior, Su diámetro fué de l om.

En un tipo posterior, que es ol que puede apreciarsohen
la figura N8 l, preparado para ser colocado en termóstato, so
Sustituyeron esos 4 reapiraderos por uno único alimentado a
travdu de un tubo de vidrio dnodado de 7 mm. de luz, que eme;
gía de la parto superior del termostato y terminaba on el 1n­
terior del aparato, sobre el centro del mismo, on el extremo
biselado para evitar la acumulacióndel liquido dentro de la
rama horizontal de aquél.

Para la construcción ae eligió madera de roble, que de.—
acuerdo con Wüstcnfeld y Kroipe (2) ha resultado gar la me­
nos permeable a los vapores ácifloo y alcohólicos. Se realizó
también un ensayo empleanio madera de_haya impregnada oon pa­
retina una vez que eo armó el aparato, resultando un fracaso
absoluto: ademásde las filtraciones, se deformaron las due­
las punto de perder solidez el recipiente. En todos los casos
ol capesor de las duelos fue de aproximadamente l om.

El esquemaN2 3 ilus ra sobre la distribución_interior,
es! 00m0la forma de ajuste de contrafondo y criba.

las perforaciones de la última, cortada tambi‘n en made—
ra de roble, se hicieron con mecha de 2 mm.ubioándolaa sobre
líneas paralelas, con 1,5 om. de distancia entre ¿stas y tag
bién entre las perforaciones, cuidando que aquellas de línoeá
contiguos quedaran corridas entre si medio espacio.
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Para aseguaur el goteo lento de las afgsionea, dentro de
los limites fijados en el capitulo anterior, se cerraron los
agujeros de la criba parcialmente-con trocitos de paja.

con TRAFauno

El contrafondo se preparó con trozos de varilla de made­
ra colocadas paralelamente y ase¿uradas por igual número de
otras más finas que las atravesaban peggandioülermente, for­
manúoel conjunto un enrejaáo. Este falso fondo desoansaba sg
bre él del aparato mediante troswpiés, ajustados en orificios
verticales practicados sobre cúalquiera do las varillas.

La tapa del generador se asentó en una escotadura corta­
da en la parte suyerior de 1a pared del aparato. En su parte
central, tenía una boca para las afusiones de 3 om. de diáme­
tro que, cuando el aparato se colocó on termostato, fu6 corrg
da dejándo únicamente una perforación para dar paso al tubo
de alimentación de 5 mm.de luz. Tenía también un orificio
para tubo de l om. de luz destinado a la ventilación.

Los sunchos, distribuidos comose observa en la figura



N8 1 se pintaron por ambos lados con una doble mano de pintu­
ra anticorrosiva al mínio, con excelentes resultados.

El segundo, contado desde arriba, se proveyó de uñas pa­
ra fijar el aparato dentro del termostato.

A media altura, se practicó en la pared del generador un
orificio en el que se ajustaba con tapón de oorcho,wun tubo
de vidrio dentro del cual se alojaria el termómetro. Sn extrg
mo que miraba hacia el interior del aparato se había cerrado“
a la llama.

Los pesos del armadofueron los siguientes: ubicado el
falso fondo y quitados todos los sunohos menos los dos infe­
riores se cargaba con el materiral de relleno prensdndolo
bien.

Se colocaba luego la criba en la ranura roortada a tal
efecto en la pared,del aparato, se ejustaban el tercero y
cuarto suneho contados desde abajo, se ubicaba 1a tapa y se
terminaban de ajustar los sunchos restantes. El Generador se
barnizóu ahora por afuera, medida que resultó de sumautili­
dad para protegerlo contra el deseoamiento desde afuera cuan­
do funcionaba en el termóstato.

El materiral de relleno empleado, fueron en todos los
casos los clásicas virutas de madera de hoya, cuya forma pue­
de apreciarse en la figura N2 2 adjunta y que fueron descrip­
tas por wustenfeld (2) comoideales.

En la misma reproducción pueden verse las virutas_peque—
ñas (a) que fueron utilizadas-en la instalación piloto, bien­
prenáadas dieron un relleno de relativamente gran superficie.
Se las cortó de tablas cuyo tamaño fué aproximadamente un_teg
010 de las normales empleadas para obtener la viruta tipo.
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mmm e..- (tamanonatural)
1;) EQUIPO PABAUCARGAAUTOMATICA." Se compone de dos

partes fundamentales, el dispositivo de_carga intermitente y
el de alimentación de mezcla alcohólica.

1) el disyositivo de carga intermitente fué deducido de
los sistemas llamados de "vuelco": dos recipientes montados
Sobre un eje, uno de ellos se antepone al tubo de alimentar
ción. Cuando se llena, el peso hace que se desPlace girando
sobre el eje v volcando el líquido que contenía.U

Con ese movimiento ocupa el otro recipiente el lugar
frente a la boca del tubo ¿e alimentación.

Esto se realizó (esquema 4) con dos embudos de 5 om de
diámetro y un ángulo de 602i que se montaron en ila forma
_indicada en el esquema, sobre un trozo de madera perforado
de sección cuadrada, de 2 cms de lado. Entre los embudos y
paralela el eje longitudinal del trozo de madera se aujetó
con hilos, una tablita de 5 mmde esyesor.

Sobre ella se buscó le ubicación del eje, que debía
ser tol que estnnúo entepuesto uno de las embudoga1 tubo de
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alimentación, se produjera-la ruptura del equilibrio en el mo­
mento en que el embudovolcándose al fluido y anteponiéndose
el otro embudofijada la altura del eje sobre la tablita, se
perforó esta longitudinalmente y se hizo pasar un trozo de Va“
rilla de vidrio que hacía las veces de eje. Los extremos del
mismogiraban dentro de sendos trozos de tubo de vidrio de luz
ligeramente superior al diámetro de la varilla..Estos tubos
que havían las veces de bujes se aouñaron_er perforaciones
practicadas er la pared del transformador, a una altura conve­
niente sobre la criba. Su presencia evitaba el riesgo de que
la madera al hincharso por acción de la humedad, dificultara
el giro del eje.

La figura N2 3 muestre uno de esos disyositivos,,que fun—
eionaron e entero satisfacción, armado sobre soportes, dado
que la pared del aparato está cortada a una altura conveniente
para permitir la vista lateral del sistema.

2) El sistema de alimentación de mezcla . (esquema N2 5.
y figura N2 4) consistió fundamentalmente en un frasco de Mew
riotte que desembocaba en una trampa (deeantador de pequeñas
particulas) a su vez unidas mediante caño Ge goma a un tubo
de 3 cms de luz estirado en capilar y llenado cor lana de viu
drio para retener cualquier partícula que hubiese escapado el
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decantador y que'podría obturar el capilar. Este desembocaba
dentro del tubo de alimentación del generador.

El todo estaba armado sobre un soporte con dos agarra—
daras.

5.50%»; MA Y

kONéTANrE;

ComofrascowMariotte se usó un frammuunavdder de un li­
tro de capacidad, que se encontró muy conveniente dado que a
por su altura permitía una mayorsensibilidad en la lectura
de los volúmenes. Se lo calibró y se cerró con tapón de go«
ma Gondos perforaciones, una para el tubo de nivel constanw
te y otra para el tubo de escape de aire. Este tubo se cerrg
ba con un trozo de caño de goma y pinza, obriéndolc única­
mente Cuandoae necesitaba reponer líquido de carga, opera­
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ción que ee realizaba e traves del tubo de nivel constante.

La velocidad de alimentación de líquido dependía de dos
factores independientee:_la luz del capilar_terminal y le a1­
tura del nivel constante. Fijado el primero, se varió le velg
cidad desplazando el segundo, ya sea moviendo el tubo corres­

,pondiente dentro del tapón o modificando 1a altura de todo el
frasco.

Las variaciones máximasde velocidad observadas durante
el empleo del dispositivo fueron del orden de 5 m1 diarios.

III) ggngm 901011BELENTnnnggmggcpwEl principio que se
aplicó fué el del horno de Pasteur para esterilizar en seco.

Un recinto circular (A) rodeado de otro (B) que comunica
al exterior mediante una tobera (C), estando ambos comunicador
por la parte superior (esque­
ma Ng 6).

Comorecinto interior se

adaptó un recipiente cilindr; EíSHEmAÁH.an T
“DE ¿menc­

oo de hojalata de_l9 cms. de_ ¿“WMM‘ ,¡CFWMMR
diámetro y 42 eme. de altura,
con un orificio a la altura
del orificio de descarga del
transformador y otro para dar
paso el termómetro sobre la
¡ona central del generador.

Se lo aseguró dentro de
un armazón hecho con flojes
de hierro, también cilíndrico
de 25 cms de diámetro y 50
cms de altura. Este eSpecio
de Jaula, que serviría luego

de soporte para un manto de v
plancha de amianto, estaba armada con dos eros de fleje, uno
arriba y otro abajo, unidos con una serie de flojes verticales
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que estaban remaehadoea ellos. El fondo estaba constituido
por dos flojos paralelos remachadosal aro inferior y sobre
ellos ee eternilló el recipiente anterior.

Oemoya ee dijo, este armazón fué recubierto por una
plancha de amianto dejándose un orificio de 7 a 8 cms de a1;
metro cerca de 1a base paraínla tobara.

Se reoubrió también con amianto el anillo de fondo oo­
rrespondiente al recinto exterior, dejando libre 61 del into
rior para superficie de calefacción.

Uña tapa de madera recubierta por eu cara interna con g
miento, cerraba todo el termostato; presentaba orificios pa­
ra los tubos de alimentación y ventilación del generador,aei
como para un termo regulador a gas cuyo bulbo quedó ubicado
en el recinto exterior. Las uniones de las planchas de amiaa
to ee cerraron oon una papilla acuosa del mismomaterial.

El elemento de calefacción fue un micromecbero deeprovi;
to de eu chimenea, protegiéndose la llamita con una oamiea dt
vidrio.

El transformador se colocó dentro del reCinto interior
apoyado sobre la pared del mismomediante lae tree uñas fijen
daa al segundo suncho, de tal modo que quedara un buen espae
oio libre entre el fondo de aquél y la superficie de calefacv
016D.

La figura N2 5) muestra el conjunto de la plante piloto
instalada con el termostato y el dispositivo de alimentación
automatica.
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CAPITULO II

cgnDUCCIon nn LA PLANTA PILQTO.

Todos los procedimientos empleados para conducir el equi"
po reducido Iransido adaptados de la práctica industrial si­
guiendo el criterio de reproducirla eon la mayorperfección p;
aible. La descripción completa de los mismos debiera entonces
abarcar todos los sepectos de 1a fabricación de vinagre en
gran escala, resultando a todas luces demasiada extensa dentro
de los límites del presente trabajo. Por esa razón se hace rem
forenoia únicamente a los puntos especialmente interesantes o
imprescindibles para la reproducción de las experiencias.­

l) Materia prima.- Ha sido en el curso de los ensayos:
vinagre rápido de la fabrica AHP de la Capital de 8-9 % de a“
cidez y 0,6—O,l fl de alcohol, y alcohol etílico de 95-962GL
con los que se prepararon las mezclas alcohólicas requeridas.

A las mismasse añadieron distintas sustancias nutritivas
dándose preferencia a los compuestos inorgánicos que no favorg
cen tanto comolos orgánicos, la sobreoxidación fenómeno tan
temido por los fabricantes de vinagre {Wüstenfeld (5)).

Entre las mezclas salinas empleadas está la sugerida por
Rothenbach (1): PO4H2NH4_0,48 gr.; P0432K0, 24 gr.;(P04H2)2Cï
0,2 gr.; P04H2Na0,08 gr., cuya composición está totalmente de
acuerdo oon las conclusiones de Krehan (2) en su estudio de lu
influencia de las mezclas salinas sobre la capacidad de aceti­
ficacidn del _I¿.cetigenoideum. Derivados de las combinaciones.
máe favorables encontradas por aquel investigador se usaron a­
demás: _ a

P04(NH4)3 0,5 gr.; SO¿HK0,4 gr.; 804Mg0,1 gr.;
P040134); 0,4 gin; 303m 0,3 gn; PO4HCa0,1 gn;
ClNa 0,1 gr.; 804Mg0,1 gr.

Todas ellas se prepararon usando drogas analíticas dema­
siado costosas para el empleo en gran escala y en el afán de



controlar algunaldo“ap1iodciónindustrial semutilizd_la si­
guiente: Po4(NH4)30,6 gr.; 304mm)2 0,2 Gr.3 olx 0.2 gr., dg
finida con las drogas comerciales disponibles en plaza.

Comotipo de nutrición hidrocarbonada se eligió la gluoou
sa y comofuente de nitrógeno orgánico, peptone (Parkfl DBVieS}.

La administración combinadade estas materias nutritivas
se ha realizado en general de acuerdo con el postulado de Ho—.
yer (1), de que la fuente de nitrógeno podía ser tanto más deu
fieiente cuanto más favorable era la de carbono y viceversa.

Todas estas sustancias, comotambién las mezclas salinas
consideradas comoconjunto, se usaron en soluciones al 10%en.
vinagre, midiendo luego volúmenes proporcionales a las concen­
traciones finales que se deseaban obtener en las mezclas.

2) ezc s bidro-aggig-algggólicas.- Las distintas cambia
naciones empleadas se eligieron de acuerdo con las necesidades
de 1a operación con carga manual, dado que aquellas para carga
automática se deducen de éstas en 1a forma que se verá más ade
haw. .'

modas se calcularon con un minimo de acidez del 4%, pro-.
porción que según wastenfeld (1) es la limite para evitar 00n­
tsminaciones de los generadores atendidos con carga manual.

nn general puede distinguirse entre las mezclas para obts
ner vinagres de elevada Concentración ácida con las que diemi4
fluye la transformación cuantitativamente, pero que euprimen
las especies de acetobacterias formadores de mucosidad; y aqug
llos pero producir vinagres de menor acidez cuyo empleo signi­
fica un aumento de producción, sin considerar las posibles con
secuencias determinadas por la segunda condición. *

. En el curso de las experiencias se han ensayado ambostir
pos, estando representado el primero por las mezclas -4,5 %_a­
oidos mas 7 ñialcohol etílico-flv “5 %acidez_y 6,4 fi etanol, y
el segundo por 1a combinación 4 % acidez y 3,5 % etanol.
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Ademásse ha utilizado otra con 4 % acidez y 6 fi alcohol

que ora en realidad el término medio.cntre ambos grupos. Gon
ella podian obtenerse vinagres de hasta 10 fi de acidez, con­
centración capaz de inhibir el desarrollo de las bacterias a;
tes mencionadas, esperándose que no determinara disminución
sensible de 1a producción.

3) EEESTA sy MARCHAQ AQFTIFICACION QÉQ GENERADOR.

Es sin duda uno de los aspectos más delicados de la conduc­
ción,- '

- La operación se realizó con el vinagre rápido menciona—
do. debiendo en general seleccionarse cuidadosamente. No de­
ben usarse vinagres de procedencia dudosa y cuando se conoce
elegir con preferencia el de transformadores que nunca esta-N
vieron afectados por trastornos cualquiera sea su naturaleza.
Contrariamente a lo aconsejado por Wüstenfeld (l) se empleó
un producto filtrado, hecho que, comose vera ha tenido una
consecuencia completamente inesperada; solamente al generadOi
piloto N2 III fué acetificadn con vinagre completo (sin fil­
trar). Dentro de los limites de la sumaalcohol más ácido son
la que se desea trabajar conviene, a1 decir de Rothenbach (3‘
elegir para la acetificación el vinagre de mayoracidez, sin
pasar de ll %, pass en estos ya existen pocas células capaceu
de multiplicarsea

Duranteeste periodo inicial, se cerraron lo. reapira’
daros 'para evitar un prematuro comienzo de la transformaciór
que puede desorientar y llegar e determinar inconvenientes
Posteriorea -Wüstsnfe1d (l). Asimismoes necesario el contra?
lor riguroso de temperatura y acidez del producto para descu­
brir la menormanifestación de actividad. No se pudo aplicar
un conocido recurso de la practica, la verificación de la.
existencia en los respiraderos inferiores de "tiraje‘ (cc­
rriente de aire a1 interior del aparato cuandotrabaja) debi»
do a que en la planta reducida, aún estando en pleno funcio­
namiento, los desplazamientos de aire son tan pequeños, que
escapan a lo observación.
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la composición de las efusiones clásicas durante este pg
¡todo es la siguiente: '

Se comienza por cargar vinagre de las condiciones señal;
das y se continúa hasta tanto_se observen algunos de los sin»
tome de actividad menoiondas. A partir de este momentose ap
menta paulatinamente 1a proporCi6n_de alcohol con simultanea
disminución de la de ácido acético, haciéndose el cambio de
una mezcla a otra recién cuando el generador daba señales de
transformar la cantidad de alcohol añadida con la mezcla pre".
cedente (se controla esto por 1a acidez del vinagre obtenido)”

Este procedimiento es lento y se ensayaron otros tendien
tes a acelerar la operación de acetificación.

En los ensayos con carga manual se pusieron en práctica
tres modosdistintos de operar:

_ a.- se aumentó gradualmente la
proporción de alcohol etílico, disminuyendo la de acido acét;
co en el liquido de carga, cada vez que la acidez del vinagre
obtenido acusaba_tendencia a aumentar, en resúmen es el procg
dimiento clásico.

b.- al cimienzo se aumentó le;
tamente la proporción de alcohol etílico en el líquido de cai
ga, para pasar repentinamente a las concentraciones de traba»
jo en el instante en que se observa acidez creciente del ving
grs acompañadade mayor diferencia de temperatura entre 1a
interior (zona media) y la exterior al transformador.

c.- se comenzó con mezcla dé­
bilmente alcohólica y en el momentode observar un notable i;
creusnto en la diferencia de temperatura se pasa a cargar la
mezcla de trabajo.

Para la acetificación con carga automática, se eligió
una situación intermedia entre b y g, tomando comopunto de
referencia de la marcha dc la acetificación únicamente la a­
cidez del vinagre obtenido, ya que el c0ntrol de temperatura
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ee debió reducir, con el empleodel termdetato, a verificar
ei ae mantenía la temperatura de trabajo.

4) ¿QECIONAMIENTO993 QABQAMANUAL.- Se trabajó de acne;
dc_conel sistema de afusiones independientes para cada aparg
to. alternando en general cada carga (afusión con mezcle elcp
hila) con una o dos recargas (afusionee con el vinagre produ»
oido) de acuerdo con las necesidades de cada oaao.

Las distintas afusiones, fueron de 40 ml cada una, estan
do separadas por un máximo de 3 horas y un mínimo de una hora
y media. La cantidad de líquido de cada carga fue en_realidad
doble de 1a que en proporciónual volúmen del aparato, compare
do con uno industrial ocrreeponde, pero los fenómenos de ad­
eoroión de líquido e intercambio por difusión que se producen
en la masa de relleno quitaron significación a ese hecho. Em
virtud de los miemoepuede admitirse que cada generador pilo­
to se_oomport6 comosi contuviera alrededor de un litro de 1;
guido, es decir, que una afusión de 40 ml implica una modifie­
cación de volúmen de aproximadamente 4 fi, perfectamente compa
rable con la de 2 a 3 fi que ee produce en los industrialee.Se
ouidó únicamente que la nueva infusión ee produjera recién
después que la anterior hubiese desplazado su volúmen de lí-'
guido, lo que en general ocurría después de una hora.

Se mantuvo la recarga, ese recurso empírico conocido han
ce muchotiempo, a quien las consideraciones anteriores pare­
cen quitar 1a ramón dc su empleo. Dmperolas experiencias com
parativas de Wüstenfeld y Luekcw_(l) han demostrado que los '
generadores que no las recibían, acusaban rendimiento y cepg
cidad de oxidación notablemente inferiores a los del aparato
de control. De acuerdo con el primero de los investigadores
nombrados(4) contribuye la recarga al establecimiento del e­
quilibrio térmico, estando ya terminado el producto no aporta
nuevas fuentes de energía transformables en calor y comoen­
la mayoría de los casos se halla a una temperatura inferior,
puede quitar calor de lae capas superiores que lo producen en
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atnndanoia. Otra de las misiones, sería 1a de mantener en la
parto superior del aparato una acidez suficientemente elevada
comopara proteger contra las infecciones.

5) {QBQLQEAMQEEÏQQQN CAEQA AUTOMAT;Q¿.1 Todos los disp0w
sitivoa de carga automática incluso c1 usado, mantienen la inn
termitenoia de las afusiones; vale entonces en lo que a cant;
dad ds las mismasse refiere, lo dicho en el párrafo anterior.
Para calcular la composición del líquido de carga se echó mano
da una excelente comparación de Wüstenfcld (1): "el fabricanr"

“te debe imaginar reunidos en un solo recipiente todos los 11-"
'quidos que recibe cada una de los aparatos y hallar la compo-"
"sición media; las concentraciones de ácido acético y alcohol W
"resultantes, serán aquellas a las que deberá ajustar la mez- “
"clau.­

. Para obtener la composición básica de una "mezcla' automá­
¿166 se tomó el caso de un generador servido com mezcla de 6 %
vol. de etanol y 4 %de áo. acético; recibía tres cargas y ­
tree recargas y producía un 7inagre dc 9.7 % de acidez y 0,1%
de etanol (ensayo (3) ccn mezcla 4 mas 6, transformador II
fecha 16 al 18 de marzo)e Reuniendo: recibía 240 ml de líquido
ocn 7,3 ml de etanol_absolutn y 16,4 gr. de ácido acético ers
presado comoglacial, es decir, con 3 Z de etanol y"6,8 fi de
ácido acético, redondeando, 3 y 7 %respectivamente. Esta moza
ola se consideró comode comp0sición tipo y coincide con la
considerada comomás favorable por ol nombrado investigador pg
ra una suma alcóhol ácido dc 10. ‘

6) comunica DEmmgwmgqrgm Excluyendo las determing.
ciones de las diferencias de temperatura entre el interior (ag
na media) de los aparatos y_exterior, cuando estos no se hallg
bcn montados en termóstatos, ee concretó ese contralor a las
valoraciones de acidez total que se expresaban en ácido acéti­
co, y 1a de alcohol etílico.

a) La determinación de la acidez total se hizo titulando
a la fenolftaleina l ml del vinagre a ensayar con solución
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0,166 N de hidróxido de sodio o de potasio, con cuyo empleo
dan los lecturas en ml sobre la bureta, el valor numérico de
la acidez total por ciento expresado en ácido acético.

b) Para la valoración del etanol se siguió la técnica de
Guagninl (1) que en principio consiste en el arrastre del alr
oohol con vapor de agua, sucesivamente a través de solución
saturado de ácido pícrico, de carbonato de sodio al 10 fi, de
ácido tartdrico al lo %para terminar en mezcla oxidante obtfi
nida_oon partes iguales de solución de bicromoto de potasio
a1 0,66 %y ácido sulfúrico concentrado.

Esto mezcla toma por acción del.etunol tintes verdoooa
(reducción a sales crónicas) y su color puede compararse, lug
go de diluir a igual volumen y empleando un tubo del mismo tg
moño, con el que resulta de reducir igual cantidad de reactiv
vo oon_cuntidades crecientes 0,1 ; 0,2 ; etc. m1de una eolu
ción 0,1 Z de alcohol etílico. 4

Empleando0,1 m1_de1vinagre a investigar, medido exact¿
mente ocn pipeta de 0,2 ml graduada al mile imo de mililitrO;
el número de mililitros de la solución tipo con el que se ob“
tuvo igual color, da el contenido de etanol por ciento en'Vow
lumen de la muestra.
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-.-manos DE.ACETIFICACION¿ng LA 2mm Ignore.

Independientemente del procedimiento de carga, manual o
automática, se ha visto en el curso de las experiencias que
la cantidad de alcohol transformada era el Indice que mejor .
ponía de manifiesto el trabajo realizado por el generador. E
aa cantidad se calculaba sin necesidad de tener en cuenta el
alcohol etílico residual del vinagre obtenido, conociendo 1a.
acidez en ácido acético de este y la inicial de la mezcla hi»
dle-eceto-alcohólica empleada, así comoel volumen de la mis»
ma cargada sobre el transformador en el lapso conaiderado,por
lo general un día. En efecto con esos datos y considerando
que los volúmenes de mezcla empleada y vinagre eran practica­
mente iguales en virtud de le evaporación despreciable, puee.
den obtenerse de inmediato los gramos de ácido acético produw
oidos en eee lapso,su valor numérico multiplicado por 0,97
(exactamente 0,968) da el número de mililitros de alcohol ab“
soluto necesarios para cbtenerlos, es decir, transformados
por el aparato.

Tal factor, resulta de la ecuación catequiométrica de 1:
oxidación del alcohol de acuerdo con la que, 60 gr. de etanoj
oc preceden de 58,1 ml de etanol absoluto.

Comoconclusión general de todos las comprobaciones se
encontró 1a insensibilidcd de los generadores frente a la di;
tinta naturaleza de las mezclas salinas: dentro de las ensayr
das ninguna se mostró superior a las demás.

Para mayor claridad todos los resultados de los ensayos
realizados se presentan en forma de cuadros; haciendose al
pié de los mismos la discusión de aquellos por idéntico motiv
TO.

1) marga (¿gy (¿tangaMANUQÉ.Con este tipo de carga se
hicieron todas las observaciones a temperaturas inferiores a
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Estando los aparatos sin aislación ni colocados sn terr
móstato, Ja temperatura se confundta con alguna diferencia
(por lo general de 32 c y en los casos más favorables de 52.
C) con la del ambiente, dependiendo prácticamente de lo mis­
ma.

Pero los equipos, a pesar de su pequeña masa estuvieron
en condiciones de_dejar sin efecto las variaciones diurnas
ds la temperatura, probablemente en virtud del mecanismode
autorcgulacidn de aquella, mecanismoque según Wüstenreld
(3) rige el mantenimiento de los transformadores industria--w
les sobre un determinado nivel termico durante muchotiempo.

Comoes lógico suponer, hará sentir su efecto en el caso
de 10s aparatos piloto, únicamente frente a variaciones que
se producen en el lapso de algunas horas, no_alcanzando la
pequeña cantidad de calor en ellos acumulada, comoreserva
para fluctuaciones de temperatura de mayor duración. con toda
seguridad, ha influido en ese sentido también 1a mayor rela­
ción entre la superficie exterior y el volumendel aparato r9
dueido, situación que se,traduce en un intercambio aumentado
de calor con el ambiente. l

'1) PUESTAEE_!QECHA.-Los tres modos de operación del pá
rraro 3 del capítulo anterior se pusieron en práctica en tres
generadores reducidos siendo para todos 1o mezcla de trabajo
prevista de 4,5 fl de acidez y 7 fl de alcohol.

Los resultados en el cuadro N a 3.
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La consecuencia a deducir de estos modos operatortoa se;
ta a la vista, con el tercero se ha llegado a obtener en 15 .
dias vinagre de 9,25 % de acidez, producto que, siguiendo el
primero resultaba deepués de más de un mes.

E8 notable que no gravítara sobre la acidez del vinagre,
el cambio de mezcla el que fuera sometido el generador IE
con fecha 29—l, cuando para todos los demás, modificaciones
de magnitud menor, dcterminaban descenaos más o menos signif;
oativos.

Compáresele acidez del vinagre de I desde el 9-2 al
11-2 y la del 11 entre los días 26-2 y 28-2.

El plan de trabado número l, no correspondió en realidad
exactamente con el programado, puesto que en vista del éxito
del 3 ee peaó también repentinamente a 1a mezcla final con fg
Cha 9-2.

Tal cambio emperose introdujo recién cuando la superio­
ridad del último estaba completamente desmostrada.

La temperature ambiente osciló en todos los casos alredgdorde '
2) ¿W413 99.1?1119.49.14!de. 4...5 7a.de ¿21519 I. 2 7o.

de 92229l=
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,ougoap ya 4.- Acetificacién con mezcla 4,5% ¿cido y 7%etanol

Transformador I Transformador II Transformador III

L1q,tota1z 200 ¡nl/d. Líq. total: 240 ml/d Liq. totalt 240ml/d.
Liq.a1coh: 120 ml/d. Líq.alcoh.: 120 ml/diniq.alooh.: 120ml/d.
Sales min,¡ 0,02 % Sales min.z 0,01 % Sales min.: 0,01 %
Glucosa: 0,04 % Glucosa: 0,02 fl Glucosa: 0,02 %
Diferencia de temp. Diferencia de temp. BDiferencia de temp.
int, o ambientezaña int. - ambiente: 39 .1nt. - ambienteszns
Temp. ambiente: Temp. ambiente: Temperatura ambien­

24 a 35°C 23°C te: 23°
T ”““““"*: !

'Ácidcz {Etanol Acidez Etanol Acidez ptanol

Vinagre tranc.L vinagre trans. vinagr trans.Fecha obt. echa obt. ‘ Fecha obt. ,
¡1/616 fl mllflia fl ¿nl/dia

T .

14 9,10 5,35 12 9,50 5,8 10 9,55 = 5,9
15 9,25 5,5 . 13 9,60 6,0 11 9,80 6,15i
16 9,30 5,6 14 9,75 6,1 12 9,85 6,25;
17 9,30 5,6 15 9,75 6,1 13 9,95 6,35l
18 9,40 5,7 16 9,70 6,05 14 10,15 6,555
19 9,45 5,75 17 9,60 6,0 15 9,60 6,15,
20 9,50 5,8 g
21 9,70 6,05 g
22 9,50 5,8 ¡

, i

_rom,_¿ 9,35 ' 5,6 Prom,__9,65_j_6,o Prom. 9,30 6 15]

¡1 ensayo fué realizado tendiendo a la preparacidn dc
vinagrca de relativamente elevada concentración leida. Dc a­
cuerdo con la mezcla utilizada, que permitía la obtención de.
productos con haetc_11,5 ñ de acidez deba considerarse ai cn­
.370 comofracasado, por la relativamente elevada cantidad de
alcohol residual.

Pero por otra parto debe tenerse en culata. que vinagrea
de alrededor de 10 ñ de ácido acético comolos resultantes de
III (ver cuadro N8 4), no ce producen con facilidad ni comun­
mente en el pato.



—84­

Dentro de un orden distinto de observaciones, se pone de
manifiesto la influencia de la circulación aumentadade liqu;
do, se entiende, dentro de los límites permitidos. La duplica
ción de la concentración de hidrato de carbono no resultó sue
ficiente para compensarese efecto.

Llama además la atención que III, el transformador más
rápidamente acetifieada, acusara los mejores resultados, aún
comparandocon el II que trabajó en igualdad de condiciones..
Comotal situación se ha mantenido a lo largo de todo su fun­
cionamiento, debe admitirse que en ese generador piloto, has
bióndose partido de un mismovinagre, han enriquecido gérme­
nes particularmente activos. La causa de tal hecho, no puede
ser otra que el método de puesta en marcha elegido, que por
sus características debe tender a la supresión de las_ospecbs
menosresistentes a la acidez elevada y acetificantes.

Rothenbach 11036 a conclusiones semejantes por otro cam;
no. En_un ensayo de acetificación con vinagres de 8 y 10%de'
acidez, encontró que después de medio año el generador puesto
en marcha con el último, todavia producía 2 fl más de acido a­
cético, transformándose en amboscasos todo el alcohol. Im e¿
tas experiencias la mayor concentración en ácido acético de
la puesta en marcha desempeñóel papel de la acetificación ng
pida en el presente trabajo.

3) ¿estétipnción c_9n..eozsla 4 72.de ¿9.1219ens.é__tic_qr6.Z1es
Los resultados de los ensayos con esta mezcla están resg

midos en los cuadros 5a y Bb.

Con exeepción del A se han transformado en todos los en­
sayos, cantidades de alcohol proporcionalmente muysuperiores
a las que oxidan los generadores industriales en el país. Aún
en el caso citado se alcanza todavia a realizar el trabajo og
rrespondiente al ténmino medio de un buen transformador indug
trial de tamaño normal en Ala Argentina: 1,5-2 litros de eta­
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nel transformado por_dfla y aparato (en el caso de le experieg
013 correspondería 1,7 litros).

La explicación de los resultados e voces extraordinarios
que se han obtenido (durante los ensayos H e I se ha elaboran
do en Ja proporción de 5 litros de alcohol diarios), no puede
ser otra que la favorable relación de superficie exterior a
masa de relleno de los equipos reducidos. Tal situación facin
lite la eliminación del calor de oxidación que es considerada
por Rothenbach (l) y Wüstenfcld comode primordial importan"
cia para la producción de vinagre por el método rápido. Pasa;
de a compararentre si los resultados de los distintos ensa-'
yes, se observa ante todo la enorme influencia que ejerce la
circulación del liquido sobre_le producción del aparato (cs-.
pecielmente notable en D y E). Para aumentarls el límite rea—
lizado se disminuyó el lapso entre las afusiones e une hora
y media, todavía mayorel tiempo necesario para el desplaza­
miento de un volumen de líquido igual al de la carga.

¡amyostimulante resultó ser el aumento de le carga 31002
hólica, a constancia de los demásfactores (voóse.A-B y F"H)e

La Variación en el agregado de las sustancias nutritivas
no tuvo una influencia tan manifiesta comola modificación de
los factores arriba mencionados. Se destaca, eso si, le ventg
Je de la edición do nitrógeno orgánico (ensayos P-G) frente a
una Inlativa indiferencia con respecto al aumento de la OODr
castración de sales minerales, e hidratos de carbono.

Comparandolos ensayos A, D y C con los restantes se con­
eluye que, procurando elaborar vinagres de alta acidez con escg
¡o alcohol residual se provoca una disminución de producción.
El problema de las fábricas es en general, para una determinada
mezcle alcohólica, elaborar vinagres de alta acidez aparejadl
mn Más transformación o mantener un ritmo de gran..produoción
cuya consecuencia es una menor "fuerza" del vinagre. Para la
mezcla con 1a que se trabajó, las situaciones elegidas_en c y H
resultaron las mós convenientes para uno u otro objeto.
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.QLDRQJE 7-- Acetificaciép .991'1Miele. 9%.49-615???“­
muflr-Transformador II

Líquido total: 440 ml/flía
Carga alcohólica: 140 mI/Hía
Sales minerales: 0,02
Glucosa: 0,02 %

: É, í

1Acidez ¡Etanol Tempe- f hcidez Tempe­.vina re trans. ratura Hina re ratura
Fecha! obt? ' amb., ¿Fecha Ï obÏ_ amb.

1 fl i¡nl/¡iia oC í g % QC
‘y : r r

{12/6 9,50 l 6,1 18 ¿¿19/6 19,05 12 r
l13 9,40 6,0 17 =zo ¿8,80 1105

¡1: 3'23 2.2 :2 .21 s
i ' f ' 2'22 é? 65 9
{15 9,05 ’ 5,5 1805 á.23 i 7:40 895
317 9,40 6,6 18 :2 p
LlS 9,40 <e,o 17 ¿4324 ¿6’95 5

SProm. 9,40 ï 6,0 Ñ} f ‘ J

[131157talk;mgai'a¿"""‘* ""57=’ó“;'15'1'f;téififi.iiéáïáï290 ;

El descenso de la temperatura ambiente provocó un peque­
ño pero sensible aumento de producción determinado probeble-.
mente por la reacción favorable .de 1a flora bacteriana pren
sente en el aparato

4) ¿eetifioacida 991311933;; 91 __9acidez y M Za_
¿1.0.EM:

Teniendo en cuenta loa resultados anteriores se trabajó
únicamente con abundante circulación de líquido. El ensayo A
(cuadro N 8 6) demuestra con respecto a1 B, que también aquí
oo produce la acción estimulante de la carga alcohólica secug
dada aoguramente por le adición de peptona. Ea notable que 1a
influencia eee preparoionalmonte tan grande y el análisis de
las condiciones experimentales señala a la relative falta de
materias 8311naa(solo presentes al 0,01 %) comoresponsable
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de esa acción. Compareseen este sentido con los resultados
de e, donde oon menor carga alcohólica se consigue mayor pro­
ducción y acidez.

Un fuerte descenso de temperatura (de 1520 e alrededor n
de 1030 ) quedó, en contra de lo que se esperaba, sin efectoc
Podria tal vez admitirse que la doble concentración de hidraL
tos de carbono haya contribuido al mantenimiento del nivel dc
producción, consecuencia ya señalada por Wüstenfeld (l) en
transformadores grandes.

Si bien no-corrcsponde considerar inepto este tipo de
mezcla por su menor producción con respecto a la 4d6, dado
que las diferentes temperaturas hacen que en realidad no eean
comparables, hay otra razón para desechar esta combinaciónzla
baja acidez reinante en el aparato favorece la multiplicación
de gérmenes productores de mucosidad, cuyo desarrollo determi
nó le obturación frecuente de la criba, asi comola inutilizg
oidn del relleno, por recubrirlo de capas de mucus que en co;
junto reducen la superficie de aquél y hacen que la mezcle
circule por caminos determinados, dejando algunas porciones
sin carga.

5) M199214523 99.1?manolo 5 21.9.¿miga I 6...5 á e;
aereo}: .

Este nuevo intento para llegar a obtener vinagre de alt?
acidez, estafia menor temperatura, ee llevó a cabo aumentando
la concentración inicial de etanoico con respecto a la mezcla
4 + 6 y manteniendo elevada la circulación de liquidos.

Las concentraciones de sustancias nutritivas se mantuvig
ron dentro de los limites del ensayo anterior.

Una consecuencia importante de esta experiencia es el by
cho de que el aparato resultó más sensible al descenso de toy
peretura, en otros palabras, en la práctica industrial enconw
trándoee frente a un problema derivado de esa condición am­
biental debe tenderse el empleo de mezclas de menor Sumaalcfi
hol y ácido, sin llegar a1 extremo de la anterior, y aumentar'
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n} agregado de hidratos de carbono.

6) Inflggncifl. «le222525!calientes g 1193 NEW.noMás:
El cuadro N2 8 es por demás demostrativo. Para comple­

tar se dirá que el aparato I habia descendido en los seis d;
es anteriores a la experiencia de 7.25 í a 6,8 fi de acidez
y el II en igual plazo de 8,15 %a 6,50'%.

Se observa una vez más la mayor sensibilidad del generg
dor suministrado con cargas dewelevada suma ácido más alcohol
e los descensos de temperatura.

Es interesante le mayor reacción, en el último cano,
frente a la afusión caliente y tal observación completa muy
bien le del párrafo anterior con respecto a las medidas a tg
mar con motivo de trastornos de esta índole; se entiende, er
el ceso de que ss_desee mantener le alta suma de concentra­
ción en la mezcla.

Antes de hacer algunas consideraciones sobre el conjun­
to de los resultados con cargo manual cabe destacar una ines
parade consecuencia del empleode vinagre filtrado, libre
practicamente de anguilulas, para la puesta en marcha de los

Www E9. EKIPÜF‘ÉDCÉ“. 51°...los cargas calientes.­
Trenstormador I g Transformador II

Mezcla: 4% ácido 3,5%etanol fMézcla: 5%ácido 6,5%etanol
Liquido total: 440 ml/día ¡Liquido total: 440 ml/díaCarga elcohólicszzoo ml/dia ¡Carga alcohólica:120 ml/dia
Sales miierales: 0,02 LSales minerales: 0,02 %
Glucosa: o, 2 % ÉGlucosa: 0,02 %
Temp. líquido carga: 35°C fTemp. liquido carga: 35°C

L .

'Acidez Temp. 3 Dir. fi ¡Acidez Temp. Dir.
Fecha vinagre ambiente temp. yFechaívinagreambients temp.

z oc L o . 3 % j oc oc
-..._._.. .. . .. -.__-.l.. _.. . h-.._ fiwll,

9/7 ¡6,90 595 j 494 2:10/7g 6,30 1- 6 a
10 í 6,90 5 l 495 Ïll ' 7,85 ¿ 695 392
11 6,90 695 . 495 ¡=12 !8,30 8 391
12 “5,95 e , 408 ¿13 ¿8,60 e 302
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transformadores I y II: los productos de estos aparatos se mag
tuvieron libres del nematodeen todo el curso de las experienr
cias. La misma observación Be ha_reelizado en la serie de com»
probaciones con carga automática. La ventaja de tal procedi­
miento es obvia por cuanto ha sido siempre un problema para
los fabricantes de vinagre la invasión de este con anguilulase
CorreSponde entonces someter o una revisión la clásica norma
de utilizar vinagre completopara la acetificación, que signi«
fica el pasaje de todo la fauna y flora do los generadores de
origen a los nuevos, y comprobar hasta que punto depende la op
servación de otros factores por ahora inaparentes. Ia buenc,a—
cetifioación de los aparatos piloto conseguida, rebate posi­
bles objecciones sobre una menor conveniencia del vinagre fil»
trado paraaquel empleo.

-De los tipos de mezcla ensayados es indudablemente equer
11a compuesta por 4 % de etanoico (procedente de vinagre) y 67
de etanol con sustancias nutritivas la que ha resultado ser l:
más conveniente.

Se ha visto por otra parte que en general la concentra­
ción necesaria y suficiente de sales minerales e hidratos de
carbono oscila alrededor de 0,02 fi pudiendo reforzaree su ao­
cidn con el agregado de nitrógeno orgánico en aquellos casos
en que se necesite aumentar la actividad de los aparatos ya sy
a para alcanzar niveles de producción superiores cuando funcip_
nan bien, ya sea para reactivarlos cuando están afectados por“
trastornos que provocan disminución de transformación.

Muyventajosa se ha mostrado también una circulación de
fluidos aumentada, que se consiguió a expersos de mayor número
de recargas acompañadas c no de una creciente cantidad de ear­
gas que también actúan comoestimulartes de la producción.

II) ENSAYOS993 9539; ggggypggqg.w Utilizando este procer
dimiento se hicieron todas las experiencias a mayores tempera­
turas (303 y 3590) colocando el aparato cn_termóstato con sum;
nistro exterior de calor para conseguirlas. Esta situación de­
terminó una modificación fundamental en lo que se refiere al g
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quilibrio termico. En efecto, estando aislado y oalentándnlo
desde afuera el aparato no solo funcionaba con inferioridad
de condiciones frente a los del grupo industrial, sino tam“
bién con respecto a los industriales. En otras palabras, no
se podian esperar las mismas cifras de elaboración. Emperoel
comportamiento fue el mismo y en el problema fundamental que
se enfocó pudieron establecerse comparaciones desde el punto
de vista cuantitativo.

las investigaciones a realizar se concretaron e hallar
las condiciones de funcionamiento óptimas a esas temperaturas
y en especial alguna combinación que permitiera mantener aun­
que fuera aproximadamente, el nivel de elaboración al pesar a
los 3530.

Comomezcla básica se utilizó la indicada en el capítulo
de métodos, calculada sobre le de mejor rendimiento en la ser
rie de experiencias anterior. La_adición de sustancias nutri­
tivas se hizo con igual criterio, alrededor de 0,02 de sales
minerales y glucosa de acuerdo con lo hallado con carga mine­
ral.

l) PUEQEA ng MARCHA:

De acuerdo con lo dicho en el capítulo anterior II y con
las conclusiones anteriores se eligió una situación interme­
dia entre los procedimientos 2 y 3 de acetifioación a una ves
lccidad de cirCulación relativamente elevada.

Comomezcla de trabajo, cargada a partir del dia 26-9,
(ver cuadro N2 9) se empleó en un principio una fundamental­
mente constituida por 8 í de etanoico y 2 % de etanol para
pesar después de ella a la básica descripta.

¡1.trabajo con la mezcla citada (ver cuadro N2 10) puso
en evidencia otra de las consecuencias de la falta de elimina
ción de Calor en esta instalación; para mantener la acidez
del producto e una altura conveniente lo mismoque el nivel
de producción, se hizo necesario disminuir le cantidad de ca;
ga alcohólica. . '
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CUADRON99 .- Puesta en marchq 000_0arga autoúatica.o
4

Ï Temperatura_309C
É Velocidad de circulación: 300 ml/flía
g Sales minerales: 0,02 fl
i Glucosa: 0,02 %

¿ Mezcla Acidez É Mezcla QAeidez
Fecha Acidez Etanol Vinagre Fecha¡Acidez Etanol 3V1nagr°
5 fl ¡% vol. fl ' % %vol. ‘ z
.2...- _J*..._._.-_ ._. ._..—...,.. o». —--.-.. ..._ fi ' '
ï *' - .

í 2/9 ¡ 9,00 ¡ 0,1 15/9; . ¿10,00
3 i - 15 ¿ : ¿ 9,904 , 9,35 3 0,55 17 = ! =10,00

. 5 g 18 _ ,10,00
; 5 . l 9,30 19 8,50 : 1,5 5 9,90 ¡g 7 ‘ a 20 g i ‘
g 8 ' . 9,50 21 * 9,90 9
g 9 ‘ E 9,45 22 i 9,90 1
n 10 g 9,00 g 1,0 9,50 23 : 9,50 ¡
9 11 g 9,90 24 ; i ; 9,55 ¡
i 12 3 9,75 25 g ‘ z 9,85 í
f 13 = ! 9,75 26 ¿ . g 9,95
; 14 g r 9.95 » g 3 ! 3

I I 1 l Í i j 5

¡a razón es siempre la misma, el agregado de mezcla sign;
fica para 01 aparato un continuo aporte de sustancias cuya
transformación está acompañadapor_liberación de energía calo­
rírica, cuya pérdida, comose sube, está dificultada. Ahora
bien, comola única condición variable dentro del sistema oa
precisamente la circulación de líquido alcohólico para una de­
terminada concentración del mismoes lógico que los equilibrhxi
le establecen a menor agregado del mismo.

2) Aostifioaoióg gg; ;g_gpznla king g ¡gggg
En el curso de la experiencia se corroboró la observa­

ción realizada con motivo del empleo de la mezc;a 8+2; hubo ng
ooeidad de diaminúir aún más el agregado de mezcla aloqhólicg
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hallandoeo un lptimo alrededor dc
los 120 m1 diarios.belocidad: 250 mlldia

Fale: min.: 0,02 1
¡Glucosa: 0 02 %
Temperatura: 3690

No considerándose satisfacto»
ria la elaboración desde el punto.
de vista cuantitativo se buscó acm
tivar el funcionamiento con una av
dición suplementarie, de_suetan—

acidez ¡Etanol.g
inagre' trand,¿

Fecha W fl ¡ml/día É
f cias nutritivas (hasta 0,05 %). L:

¡gg/10 gig: S925 . medida no pudo tener mejor éxito,
¿30 É9:30 3:15 f en el cuadro N2 ll se consigna el
¡3 ' 20 2 9 I - s d
¿ 1/11! 9:25 3:0 aumento de produc016n dewmá el ,
' 2 9,20 ' 2,9 20 fl que resultó de ella. Esta ex“

2 ¡ 8933 39:5 ¡ traordinaria influencia de la nur
5 9:30 3:15 i trición mineral aparece más nota»

3 ble aún cuando ae compara con la .
‘ Promáí9,25 3,0 7
(IU-’A-D-IXO'NO"'1''o. -"A—cet' 1—r1-'
cación automática con
mezcla'8% ácido y 2 %etanol.­

relativa insensibilidad a la misw
ma que mostraron los_oqu1poa sorv;
dos con carga manual, pero no hay
que olvidar que Wüstefeld (1) a­

_ conseja para generadores industri¿
lea que acusan transformación insuficiente multiplicar varias
veces las dosis que se administran de aquellas sustancias. Im
otras palabras, la nueva consecuencia está más de acuerdo con
la realidad industrial que la anterior.

3) ¿“oetif..i.<ïs_i.ég 25.2 9.:

“Las experiencias ee consignan en general en cuadros lzay
lab. Las de orientación se hicieron con la mezcla 7+3, si bien
ya loa primeros ensayos efectuados demostraron que no podía
considerarse comoconvenientor para el trabajo a esta tempera—
tura. Se comenzó (A) con la velocidad y concentraciones de mew
teriae nutritivas encontradas comoóptimas en las comprobacio­
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CUADRON9 11.- Aoetificación automática con
-29.2..c_l.a¿9.1.99 1.3%..nianol.,

Temper tura 309G '
Velocidad: 120 ml/d. Velocidad: 120 ml/d.
Sales min.: 0,02 % -Sales min.: 0,06 % !

g

..—_.-*-—- _.

,Glucosa: 0,02 % Glucosa.: 0,05 fl

g ïAcidez Etanol l ÏAcidez] Eianoli

¡Fechavágígre transf. Fechaivágïgre transffi
. {‘ 2 a .

l. -2 r"¿Hell/dual 2.71,”_Z-“ml/die1s 9/12 9,10 2,45 ¡12/1 I 9,70 3,15
!10 9,15 2,5 ¡13 i 9,60 3,02 i
¡11 9,15 2,5 14 , 9,75 3,2 í

i q
313 9,20 2,55 '16 ; 9,60 3,02 I
¡14 9,40 2, .17 1 9,65 3,08 ¡
15 9,60 3,0 E18 n 9,60 3,02 .
'16 9,60 3,0 ,19 ‘ 9,65 3,08 ¡
¡17 9,50 2,9 E20 3 9,70 3,15 ;; ,21 9,75 3,2 '
0 ¡ . 122 9,80 3,25
, , ' 223 9,80 3,25
, ¿ , 324 i 9,80 3,25

ÍProm.É 9,35 } 2,7 ¿Prcm.{ 9,70 3,15

nee anteriores. La acidez del vinagre comenzóa descender y .
recordandola influencia favorable de las sustancias nutriti:
vea ee cuadruplicó 1a dosis de sales minerales a agregar (B).
No se aumentó la de hidratos de carbono en esa medida, dado
que la literatura consigna (Kustenfeld (5)) la inconvenieneia
de una alimentación orgánica, en este caso hidrocarbonada, ¿g
masiado elevada. Conello ee consiguió estabilinar la traner’
formación, por mas que cuantitativamente no resultara muye!
tiefactoria. Se apeló entonces (C) a 1a disminución del volfi-n
mende liquido a circular, observándose una reacc16n_positiva,
si bien no fuera muynotable y carente de constancia.

A pecar de las conclusiones contrarias de loa autores,
clásicos, ee ocurrió ahora también el aumento de la prepor- _
ción de glucoaa añadida (D), pero, tal medida no ae Just13106,'
admitiendo ln existencia de variación. esta má negativa.



Cuadro N9 128.- Acetificación automática a 359­

Con empleo de la mezcla 7 %'de ácido y 3 % de etanol

Velocidad: 120 ml/d. Velocidad: 120 ml/d. velocidad: 100 ml/d,
Sales min.: 0,05 % Sales min.: 0,2 % Sales min.: 0,2
Glucosa: 0,05 76 Glucosa: 0,05% Glucosa: 0,05% o
Peptona: --- Peptona: --- Peptona: --­

lAcidez Etanol ' _) AcidezJEtanol . Acidez Etanolvinagre transf.ü_ E 'vinagr tranSf. 1‘ vinagrdtransf.obt ' "’ obt obt '
m dflé . ’ 1 di ’ m1 di

Fecha l/" Fecha z m / a Fecha - / a

3/2 8,30 ,50 4/3 7,80 0,93 19/3 7,90 0,87
4 8,20 1,40 5 7,65 0,75 20 7,90 0,87
5 8,0 1,15 6 7,60 0,7 21 7,90 0,87
6 7,90 1,10 7 7,60 0,7 22 , 7,90 0,87
7 7,90 1,10 8 7,60 0,7 23 7,95 0,92
8 7,65 0,75 9 7,60 0,7 24 7,70 0,68

. 10 7,60 0,7 25 7,70 0,68
11 7,60 0,7 26 7,70 0,68
12 7,60 0,7 27 7,70 0,68
13 7,60 0,7 28 7,80 0,75
14 7,60 0,7 29 7,80 0,75

30 8,10 1,05 2
31 8,10 1,05 !

i. 1/4 7,95 0,92 f
‘ Prom. 7,62 0,72 Prom. 7,87 0,84 l

velocidad:.100 ml/d. Velocidad: 100 ml/d. Velocidad: 90 ml/d.g
Sales min.: 0,2 % Sales min.: 0,2 % ¿Salea min.: 0,2 % ‘
Glucosa: 0,2 % Glucosa: 0,05% lGlucosa: 0,05% 2
Peptona: --- Peptona: 0,01% 'Peptona: ---- l Í

D Acidez ¡Etanol EL Acidez lptanol =Hg-V Acidez tanol
F h vinagretransf. F h vinagre'transf.‘F h vinagremransf.g
9° a g ml/dia 9° a z ml/dia ec a 5 ml/dia,

11/4 7,80 0,77 21/4 7,95 0,92 .29/4 8,15 1,0 á
12 7,80 0,77 22 8,05 1,02 30 8,15 1,0 á
13 7,80 0,77 23 8,05 1,02 1/5 8,45 1,25 g
14 7,85 0,82 24 8,05 .1,02 2 8,45 1,25 ¿
15 7,85 0,82 25 8,05 1,02 3 8,45 1,25 j
16 7,90 0,87 26 8,05 1,02 g
17 7,90 0,87 27 8,15 1,12 i
18 7,90 0,87 i

Prom. 7,85 0,82 Prop. 8,05 1,02 Prom. 8,33 1,15“:
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5 Con mezcla

Con mezcla 6%ácido y 3%-de etanol 57%¿cido y agotan“.
Velocidad: lOOml/H. Velocidad: 100 mlla. Velocidad: lOOml/d.=
Sales min.: 0,05 z Sales min.: o, Sales min.:-0,2 % i
Glucosa: 0,05 z Glucosa: 0,05 fl Glucosa: 0,05% ï
Peptona: ---- Peptona: «-- Peptona: --­

GEE Acidez Etanol Acidez Etanol H Acidez Etanolvinagre transf. vinagre transf. vinagre transf.
obt; - obt; w obt.

Fecha g ml/aia Fecha . ml/aïa Fecha fl ml/Hia

27 8,65 2,55 10 9,00 2,9 11 8,00 0,97
28 8,55 2,45 11 9,00 2,9 12 7,90 0,87
29 8,40 2,33 12 8,95 2,85 13 77,90 0,87 '
30 8,25' 2,2 13 8,90 2,8 14 7,80 0,78
31 8,30 2,23 14 9,00 2,9 5.

- 15 8,95 2,85
16 8,95 2,85
17 9,00 2,9

i 18 8,95 2,85 _

Prom. 8,43 1 2,36 Prom. 8,97 2,88 Prom. 7,85 0,82 I
' W

Con empleo de la mezcla 7% de_ác1do y 2% de etanol g

elocidad: 90 ml/d. Velocidad: 90 ml/H,ÑÏVelocidad: 90ml/d.ï
Sales min.: 0,1 % Sales min.: 0,1 % ¡Sales min.: 0,2 % s

lucosaf ' 0,05%l ' Glucosa“:- -- '42,; fi ",‘GIuc‘GSaz'" 0,05764.‘Peptona: --- Peptona: -—- ¡Peptona: --- i
_........_. Í

J cidez Etanol K Acidez¡Etanol fl Acidez Etanol;. vinagrp transf. L zinagre transf’ - vinagrd transfI. o.. . obt; - e ".0:--.­
Fecha x ml/aía Fecha %v ml/día Fecha g ml/día!

5/8 7,90 0,79 16/8 7,75 0,65 19/9 8,45 1,25 i6 7,95 0,83 17 7,85 0,74 2o 8,45 1,25 ,
7 8,05 0,92 18' 7,85 0,74 21 8,65 1,45 ¡
8 8,25 1,1 19 7,90 0,79 22 8,65 1,45 g

20 7,85 0,74 23 8,65 1,45 g
‘ 21 8,00 0,87 24 8,50 1,30 u

22 8,10 0,96 ia- . uns-:1” ¿v4.23 8039-0-- -l-915 . v- ‘
AJ 4' ',

Prom.] 8,05 0,92 Prom. 7,95_,¡ 0,83 _ Prom. 8,55 1,35 .
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Al igual que en todas las observaciones anteriores la adi

Ción de peptona (E) fuó el recurso de mejares resultadOS. Kbps
ro la transformación estabe lejos de la que se habia conseguip
do a 5020 con 1a misma mezcla. una nueva disminución de la ve»
locidad de carga (F) determinó otro aumento de la producción,
de magnitud realmente notable, importó casi el 15 fi de la ela"
boración obtenida según (E). Pero se seguia_estando lejos de
los 3,15 ml de alcohol transformados a 3020.

Ahora bien, por analogía con la multiplicación de las ae¿
tobacterias (desarrollan con tanta facilidad cuanto menosací“
do es el medio) se pasó a experimentar con una mezcla de meno:
acidez que conservaba la concentración alcohólica de la consi­
derada tipoy

De acuerdo con las consecuencias obtenidas de los BBSQYOL
con la mezcla de mayor suma se eligió la velocidad de 100 m1­
diarios para el ensayo. Se debió preferir esta a la de 90 ml,
más faVOrable, porque no pudiendo obtenerse una acidez super
rior al 9 5 de haber trabajado con la segunda, se hubiese liwfi
tado de hecho la producción a una_magnitud de por si muy infu"
rior a la que se deseaba alcanzar. Las concentraciones de sa­
les minerales y glucosa se mantuvieron en 0,05 z respectivamq
te, en procura de lograr la ginalidad propuesta, sin el emple
de relativamente altas adiciones de esas sustancias. (6).­

El resultado no pude ser mas promisor, la elaboración se
duplicó casi, y aumentandola adición_de materias salinas (H)
de acuerdo con lo hallado en B, G y F, se llegó a un nivel tan
Solo inferior en aproximadamente 8,5 fl al encontrado a 3026.
Cabe destacar que el máximoque se podia lograr era de 2,91 mi
de etanol, menoren 7,5 fl al anterior. Por otra parte, las inp
taleciones industriales acusan en verano (temperatura media
mnypróxima a la de ensayo 3520) rctrocosos en la elaboración
Que OGOilan alrededor de 25 fi con reapecto a la producción de
invierno, bajando rara voz del 20 %.

La aplicación de esta observación "disminución de 1a ac;
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des de las mezclas en.veáhfig,iééofiiefiáégghe fuerte aumento de
la nutrición salina“ -e la práctica de fábrica puederesultar
de gran valoro

Para completar las comprobaciones, se eneayó también una
_mezcle Con mayor acidez y menor proporción del alcohol, e i­
gualdad,de lo suma de ambos com;onentes.comparada con la anto“
rior (I,J,K,L), encontrándose su empleosi bien preferible e
la 7+3 (experiencia F-L; pero nunca tan“faVOrable comoel de
la de 6 fi de etanoico más 3 % do etanol. En este serio de once
yes Be ha puesto marcadamente en evidencia la ventaja de la ev
dición de soles comparada con lu de glucosa (hidratos de carbg
no), especialemente en lo que so refiere a una mejor transfor»
moción (véase J-L y JeK).­



-101­

05233.19 1.2.1

DISCUSION D_E_I.9_S_REEQLTAQQSgp pgs manos ggAchIFICACIon,

Las conclusiones obtenidas del trabajo con ambostipos
de carga demuestran que los equipos piloto construidos y ensa­
yados son buenas representaciones en las instalaciones induce
triales. Por tal razón se ha podido en el curso de las expe­
riencias comprobar varias analogías de comportamiento con reg
pecto a las segundaso Tanto imitan el funcionamiento de sus
semejantes mayores que el presente trabajo ha resultado una
excelente práctica industrial, al punto que,_aún cuandonunca
se tuvo antes oportunidad de manejar a éstos, pudieron enca­
rarse problemas industriales con la única erperienoie de le
dirección de los equipos reducidos. Se presentó la ocasión en
este sentido de verificar en operación manual de gran escala
la conveniencia del aumento de circulación de líquidos que se
halló; su aplicación significó un aumento de producción de lC
a 15 fl.

Volviendo a los trastornos térmicos estivales de los cuan
les padecen practicamente todos los generadores argentinos
construidos según el tipo clásico europeo, se ha llegado a la
conclusión que además de la posible solución de los mismos sz“
gún párrafo 3 del capitulo anterior sabe contemplarse la posim
bilidad de ensayar para tal efecto un tipo distinto de trans“
formador que responda a la condición de presentar mayor rela­
ción de aiperficie exterior a masa de relleno. Tal podría ser
por ejemplo, un generador pequeño cuyo tamaño sea a lo sumo
2/} del normal descripto en la literatura, colocado en recin­
tos amplios, relativamente espaciado uno de otro, todo para
facilitar la eliminación del calor dc oxidación por radiación
que es la vía por la cual se produce lo máximapérdida (Was­
tenfeld y Kreipe (l) ).

Otra manera de encarar la cuestión sería la construcción
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de aparatos gigantes pero con sistema de refrigeración dispueg
to de tal modoque divida a la masa de relleno en sectores de'
volúmen no superior a l m5.

Tales proposiciones se basan también en el comportamienun
de los aparatos piloto, los cuales sin aislamiento dieron ci“
tras de producción superiores a las del equipo con él, hecho
explicable únicamente por las consideraciones térmicas ya men
oionadas. Entonces, si al evitar la acumulaciónde calor, se
aumentael rendimiento debe ser igctible lograr igual resulta”
do con una disminución de tamaño de los aparatos, contribuyenw
do de este modoa solucionar los desequilibrios estiVales a—'
puntados.





CAPITUIQ 3.,We
1).Eh el curso de le investigación se hallaron bacterias

eoótioss capaces de desarrollar a 3730 que acetifioaben fue:
te y rápidamente.

2) Se verificó la inconstencie de la forma y agrupación
de las células de los aoeto bacterias estudiadas.

3) Se reconocieron cepas que_puedenser clasificaoadas
comoB.acetiw(Hansen),_B.acetosum, B.Kützingianum, o D. Peer
teurienum, B.curvum, B.Schuzembechii, B.xylinoidcs y D.xyli­
num.

4) Se encontraron algunas cepas no identificables con
les.aceto bacterias conocidas. ­

5) Se comprobó la necesidad de ensayos paralelos con cen
pas originales para identificar acotcbaoterias con seguridad“

6) En ensayos de acetificacidn con los generadores pilo»
tos construidos, se comprobóle conveniencia del empleo de la
mezcla 4 fi de ácido + 6 % de etanol para el trabajo con carga
manual s temperaturas comprendidas entre 5_y 2590 y la de
las mezclas 7 ñ de ácido + 3 fi de etanol y 6 fi de (cido + 3 fi
do etanol para la operación con carga automática en termósta­
to e 30 y 3526 reapectivamente.

7) Se comprobó que la peptona (nitrógeno orgánico) ora
el estimulante de mayoractividad.

8) Se ensayaron distintas mezclas nutritivas minerales,
comprobéndosele ventaja del empleo de cualquiera de ellas
frente a la glucosa (hidratos de carbono).

9) Se comprobóle influencia favorable de la mayor velo­
cidad de afusión y se tuvo oportunidad de controlarlo en una
plante industrial.
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lo) Se observó que generadores piloto puestos en marcha
con vinagre del que se habían eliminado las anguilulas por fi;
tración, permanecían libres de ellas, no experimentandotras»
tornos durante la aoetifioación.

ll) Comoconsecuencia de las experiencias realizadas se
proponensoluciones para los trastornos estivales en fábricas
de vinagre, consistentes fundamentalmente

a) aumentoen la cantidad de líquido que circula por el transf
formador y de la proporción de sustancias nutritivas minera­
les.
b) empleo de un tipo de transformador adaptado pere el funcio­
namiento en regiones de clima cálido.

o

12) Se comprobó que los generadores_reducidos se eomporh.
tan de modosemejante e los industriales, tanto que con su mar
nejo se acumularon experiencias análogas a las que podrían ha­
ber adquirido en la práctica de fábrica.

,«r
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Mi
El presente estudio de la ecetificaoión por el procedir

miento rapido abarcó el aspecto microbiológico y el estable­
cimiento de las condiciones de transformación._

Se reconoció la existencia de distintos tipos de scetov
bacterias en los generadores investigados, que se aisleron
de los mismosprevio enriquecimiento y directamente, asi co­
mopasando por un ensayo de acetificación con virutas. Los
134 cultivos así obtenidos se compararon por la forme de las
colonias, eliminándcse los duplicados.

Le descripción de los gérmenes de los 32 cultivos re­
sultantes se hizo teniendo en cuenta las recomendaciones de
rigurosa "atandardización" de Tósió y Walker (l) siguiendo
en general las norMasde la planilla becteriológica reducids
de la Sociedad de Bacteriólogco Americanos (l) realizando a;
gunae observaciones suplementariae que se consideraron de 1g
tarea.

Le caracterización no pudo ser absoluta, ya que tuvo
que llevarse a cabo en base a descripciones imprecisaa, 80?
bre todo en lo que respecta a composición de medica, condi­
ciones de observación, etc. Se encontró en este sentido que
todo clasificación resulta en realidad problemática sin ensg

.yoe paralelos con cepas originales. Los gérmenesureoonooidos
en estas condiciones fueron: ELQggti (Hansen), B.acetosum,
B.Kntzingianum c B.Pasteurrianum, gérmenes del grupo de
Bgsohuzeloacnii, B.curvum, B.xgÏinoides y B.xylinum.

In lo que respecta a las condiciones de ccetificsoión,
fueron estudiadas_en plantas piloto de aproximadamente3 li­
tros de capacidad, que se construyeron imitando los generado
ree industriales. '
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Con ensayos con carga manuel y automática (ee ideó y cone
truyí el dispositivo necesario). pudieron establecerse algunañ
influencias de temperatura, concentraciones de ¿oido y alco­
hol. ae! comode sustancias nutritivas. Los ensayos a temperan
turns superiores a 2590 se llevaron a oabo colocando uno de“
los aparatos en un termostato que se construyó a tal efeot0¡

'\Comoconsecuencia eo aquellas experiencias se encontró
que la planta-piloto representaba bien a las industriales. De
su comportamientopudieran inferirse consecuencias aplicables
al orden industríars especialmente en lo que se refiere a los
trastornos estivalos para los que se proponen algunas aoluciow
nee.
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