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WEHODUCCION

Dentro del vasto pancrama que las industrias cfrecen al
futuro profesional comc campo dc aplicocién de los conocimien—
tos m&s bien teéricos _guze prieticcs, adquiridos durante su foy
macifn wniversitaria, rcsulté factible para el autor dc este”
trabajo, que se dirigicrgn sus miras hacia la fabricocién del
vinegre, cuyos problemas, por una circunstapcia cspecial, ho-
bfa tenido oporturnidcd de conocer y valorars

Planteado el dcsec do centribuir, aunque mcdestamente al
esclarscimiento de.los mismos, surgié enseguide la necesidod
dd justificar la labor a desarrollar, pcrque la cmplitud de 1la
litoratura yo existente scbre cl particular hecs diffeil lo ta
roa de hallar esc saldo positivo que dierg categeria,2l cesfucx
Zo rcalizodo :como para hacersc mercccdor, per su iatermedio,
a copter el tftulo de vniversitario mdiximo.

Empero, cspera s1 rcalizacién ontre ncsotres, cn lo que
al proceso de acotificacién sc reficre, todo aquello que en
paises dc mayor tradicifn industrial es ya un problcme encara-—
do desde casi todos los puntus de cenfcgue imaginables,

En ctrce t4mincs, ic veriiiceaciln cn ruestro ambicnte de
esas ccaclusicnes ¥ 1y nungualizacién y mssolveidn parcial o
total de las dificuliades {constaba su existcoacia) que se plar
toaron durante su aplicceifn roproscnteban poi 9i sclos un pro
grama de trabajo suficientcmcute cxtenso, tanto, que podrfa
llegar a oscapar & las pooidilidedes de quien debfa forjar atn
sus primeras armas para la iavcstigaciln.

Bn efectc lecs fabricantes argcatinoes que utilizan ya sca.
el m&todo alemén rfpido clésico ¢ bicn sus mcdificacicnes dos—
conocen los gérmenes que han unriquccide en suwd transfermade—
res y no se tieno cciaccimieanto d3 que se haya intentade intro-
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ducir cultivos purcs; we:ncs adan, g¢riar variedades eépecial—
mente aclimatadas a nuestro medio. Por ctra parte el criteric
de ccnduccibn de las plantas industriales es en la maycrfa de
los cascs empfrico, lc que unidc al hermetismo tan generaliz:
d¢ en nuestro ambiente industrial hace gque no se ccncgean,
por un lado, los adelartcs lcgradcs pcr lcs distintos indus-—
triales. .y per el cotro, lcs ineccavenientes que se les han pre -
sentado.

Una de las ccnsecueacias de esta situaciéa es peor ejem—
plc el hecho de que nc sc aprcveche tcda la capacidad de pro-
duccibn de las instalacicnes: las escases referencias que se
han podido reccger ccinciden exn que los cquincs elaboran €n
general aprcximadamente la mitad del mfximc pesible obscrvae-
dc por Wustenfeld (1), a igualdad de ccncentracién final de
&cido acéticc.

86 he llegodc asf a sefiadar unc de les principales mévi
les y al wmismc _tiempo chjstivos de la_tarea o rcolizar; dar
el primer paso, pcr pcqueidz que fucra, hacia 18 racicnalizo-
cién de esta industria.

Ello significabs autc tede: ceaccer lcs micrcorganismos
activos, tcmando material de vn acetificadcr en plenc funcio-
namientc y luegc estuciar iau posibilidades de reproducir en
pequedia escala el prccedamiento alem&n répidc clésico del
cual se deducen las 'ideac D&sicas de gran parte de lecs proce-
scs actualmente exn usce

Las ccnsideracicnes precedentes han llevade & la ccncer,
cifn del plan de trabajc que se detalla a continuacién:

1) Bstudic de las bacterias sctivas en =el prcceso de
acetificaciba répidc,

a) Burequecimientes pcr siembras en diver
sos medics de cultive, partiendc de
virutas prcvenientes de transfcrmado—
res en actividad ncrmal,
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b) Aislamientcs en diferentes medios de
cultivo rfavcrables,

¢c) Bstudic en cultivc puro de las bacote-—
rias ¢isladas.

A) Toicociba gistemdtica de los cultivos
estuaaindcs,

2) Basayc de acctificacién en escala de laberatorie

por ciemha ccen riaagre de fabricacién rdpida.

3) Estudic de las ccndicicnes ambientes scbre la acti
vidad de las pbacterias en lcs transfcrmaderes expe,
riméntales; influcncie de:

a) Temperatura,

b) Concentracifn de &cidc acéticec y de ale
cchol etflice.

c) Sustepcias nutritivas minerales y orgd-
ricase. v

O



CAPITULO II

ANTECEDEHTES BIBLIOGRAFICOS

‘La transformacién de los lfquidos alcohélimos expuestos
al aire y_al calor, ey vinagre_sec conoce desde la antiglledad:
eégipcios, babilonios, hebreos, griegos y romanos lo prepara-
ban por ese mismo camino. Fué el fcido por excelencia de aquy,
llas &pocas, segin Luckow (1) se confundfan ambos conceptos:
la palebrag griegse parc vinagre se traduce en lg actualidad
por 4cido, por invoiuecrar {embién esa acepcibn,.-

Si bien ye Hipburates (sizle V a J.C.) y Dioscérides (si
glo I) ambos naturalistas griegos, citaron al vinagre como re
medio oficaz para toda suerte de malestores, es a Plinio el
entiguo (23-79) a quién se debe la primera referencia biblio~-
grffica en el lidro 22 de su "Historia Naturalis” se descri=-
ben recetes en las gue el vinagre interviene como componente
fundamental,

Besde un priacipio vroocupd o los investigadores el cong
cimiento y la e:plicacidn del Tenbmeno dc la acctificacién,
Br el dcsarrollo dc los estudios pucden distinguirse tres
grandes etapas:

1) Inicicl, compreadicndo le industrializacién dc lo ob-
tencibn del vinagre, el hallazge v aplicacifn de los
métcdos bisicos dc fabricceién asf_como el descudbri-
miento de¢ la interveaciéxn del cire, 4o la neccsidad
de lo transformacién alechélica nrevis ¥y por sobre
todo, del corfctcr tronsmisiblie de la acetificacidn.

2) Micrebiolégica, o portir dcl dcescubrimiento do Ktt-
zing, pascnde por les cctudios dc Pasteur, para llc-
goer al reconocimicnte ¥

cislamienvo do microorgonis—
mos actives haecic fin deli siglo pasedc y oomienzo de

éStCo

<,
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3) Etapa definide por ¢l descubrimiento de las onzimas
por Buchincr cn 1903, que sciflala nuevos rumbos para
el estudio de la naturaleza del fenbmenoe

Lo fabricacibn se convierte en gran industria, se intrc--
ducen los tronsformadorcs gigantes como dltima evoluciba del
método répido.

Los primcronc iatentes cesnocidos en_dilucidar el problent.
se remontan &l siglc VII de nuestre ore, época en la que el
alquimista Geber de la escucla 4rabe de Sevilla, realizé en-
sayos de concentrucibén y purificacién del vinagre, lo Que di-
ce que m4a bien procurd der con la naturaleza de los componexn
tes del mismo, que abordar la explicacién de la acetificacién
en sf. '

Recién diez siglgs més tarde se avanz§ Gecididamente en
estas investigaciones, En su obra "Physica Subterrénea
(1669) comunicé J.J. Becher (1635-1682) su -observacién de gue
la presencia del aire era necesaria pare la transformacifn,
De la misma época data el Manual', del que figure como autor
el Magister Coler y en el que se describe la obtencidén del vi
nagree. ’

Se desprcnds del mismo que si bien se trabajaba en maycr
escala, no se habfa mcdificado todavfa el procedimiento: con-
gistfa en estacionmar vino en recipientes dec wodgra y exponer—
1o al airc hasta obtcacr nna acidez conveaicntes

.Be_llege ©l ticmpo de apogeo de la _tcorfa del flogisto
de Go E., Stahl (1600-1734) y su escucle, nc pudicndo faltar
une interprestacién por parte de la misma:

®ol formcnto® sc halle cn g¢gstacdo mevilicdad intcrma®
"que determina descompcsicién, actucndo sobre lcs cucrpos
®formontégcibles transmitiéndoles ese mcvinientoMe—

Un contempordnco de Stahl, Herman Boerhaave (1668-1738),
profesor ée medicing y quimica dc Leyden, cncontré que la a-

‘
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ocotificacién requerida ademf{s dc la presencia de aire y calox
- de las sustancias prevenicntcs de la fermentacién clooh6lica.

Las observacicnes de maycr importencia empefo consistie~
ron en la refcrencia de una camtidad de elcmentos capaces de
transmitir la acetificacién y cntre ellgs las sustancias dc
consigtencia pastosa qus 3¢ separan en el fonde de los reci-
plentes,y o las pclfceuian que scbrenadan en les 1lfquidos cn
transicrmaciéne Luckow (1) 3¢ ‘hizo eco de la opinién de Schro
ber en el sentiao que tales observaciones deben ser considers
das como las primeras manifestaciones de la participacién de
seres vivos en este proceso, precediendc a las similares de
Chaptal (1756-1832), Se debe recordar aquf que Boerhaave nun—
ca previf la verdadera naturaleza de esas formaciones, més
aén, demasiado influenciado por la hipétesis de Stahl negé ca
tezéricamente que pudiera tratarse de seres vivos al afirmar
que eran: "disposiciones simétricas de las moléculas de la ma

“"teria que responden m4s biep a las sencillas leyes de la afi-~
"nidad que & las de la vida®.

Se lo atribuye también la paternidad del método de inmer
8ibén para la fabricecién d¢ vinagre, ccnocido bajo su ncmbre
si bien el propio Boerhaarve adwitié en su chra "Elementa
Shemian que tal mérito correspende a Glauber.

&)l descubrimiento del oxf{zeno pcr Scheele y Priestley
(1773) unido a la comprobacibn experimentel dc la necesidad
de la presencia del aire por Roxier en tl786} 1levé a Lavoi-
sior & ampliar el dltimo concepto en ¢l sentido de llamar al

oxfgeno agcente causante de la acctificacibn,

Resulta interesante consignar que el mismo Scheele des—
cubrib segin Parmentier un procedimiento para la conservacién
del vinagre cuyc principio se confundfa ccon 41 de la estori-
lizacién quc se difundié ampliamcinte recién despuds dec les
®trabajcs de Pasteur",

Todos los estudios del finul de¢ la primcra é&poca secflalo-
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da, se crientaron haciz el esclarecimdentc del problema des—
de el puntc de vista qufmico nc faltando quién, como Parmen-—
tier que todavf{a en 1801 se apoyl en las teorfas de Stahl pg
re , interpretar el fenémenc.

El francés Saussure coansiguié establecer la férmula mo-
lecular del alcohcl etf{lico en 1814, afic también en el gue
Berzelius determiné Jdefinitivamente la del 4cido acético.

L6 creencia errbénec de lavcisier se arraigf adn més
cuando Davy descubrib en 1820 la oxidacién del
alcobol en presencia de negro de platino a baja temperatura
y cuando ccme ccnsecuencia, establecid DYbereiner en 1821 la
ecuacidn estequjométrice de la oxidacién del aleohol etilicc
a fcido acético, encontrando ademfs la fcrmacié: intermedio
de aldehidc etflico.

No resulta extrafo entonces que se huscara la sustancia
que suplfa al platinc durante el prccesc de la acetificacién.

Pero la idea de resolver el problema siguiendoc un erite
rio puramente qufmico no pod€a ser fructfrfera.. Reconcciende
lo lejos que sc cacentiaba la cicneia de la verdad, llamé la
Societé de Pharmacie dc Paris en 1826 a concursc para respon,
der a las siguicates preguatas:

-

1) cufl cs la fcnomcneclegfe de la acetificooién?e. 2)
08 neccsarle la prcscngia dcl alecohcl?,.-— %) cuélecs son los:
fermentcs necesarios?e— 4) Cuédl cs la influecncia del aire?.
5) cuél de las tcerfas de la acctificacibén es la cierta?.—

Pocc satisfacterias debicrcen ser las rcspuestas para
que no se¢ gistribuyers ningdn premic, a@n después de rcpeti-
do dos vececs ol llamado,

.El1 doscubrimiecnto en 1823 del procecdimicntc répido per
Je 8¢ Bchlzembach (1793-1869) citadc per primera vez por Din
glor (1) én 1831 activsd la hdsqucda en csc sentido, y no po-
dfa ser de otra mancra: csc mfteds pmer ol cual cl alechcl en:
ausencia de ™madre dc vinagre" y pour simplo cireulacibfn so-—
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bre las virutas de madera se transfcrma en vinagre de mayor
ccncentraqién fLcida que lcs ccnceides en tiempo menor, in-
vitaba a la explicecién puramente qufmica.

4sf lo hacen J., von Liebig y J. J. Berzelius, qufmicos
de maycr rencmbre en aquellé &poca, para lcs que se traté de
un fenbmenc puramente catalfticc, desempefiando la viruta el
papel de agente de contactc.

Gcmo ccnsecuencia del descubrimiento de los agentes ceu
santes de la fermentacifn alcohélica realizadc simulténea e
independientenente pcr Fo KUtzing, Che Cagniard, Latour y F.
Bchwann extendié el primero de los ncmbradcs en 1837, (1)
sus cbgervacicnes a las pelfculas y sedimentcs que se fcrma—
ban en lcs 1lfquidcs alcohdlicos en acetificacién, Las descri
bi& fcrmadas per la _sgrupacién_de cdlules esPféricas de un
diémetrc de_1,1 a 1,4 micrcnes, unidas muchas veces para fcr,
mar_éadenaé, estandc lcs grupos celulares envueltcs en vai-
nas muccsas.

KOtzing llamf a estcs microerganismes Ulvina aceti y
los ubicé desde el puntc de visia sistemftico entre las al-
E8Se

En su trebaic ncgé ademds cualguier rclacién entre la
cxidacién quimicc del alcohcl etilico ecn catalizador plati-
nc y la acctificacién.-

Estcs conceptcs que marcéban nuevos rumbes o la inves—
tigacién fuercn rcchazados per ol mundc_cientffico contempc—
rénec, demasiadc grande era el prestigid de Berzelius y de
Liebig.

El dltimc en una ccmunicacién postericr no acepté la
vinculacifn entre agquellos microorganismcs y la acetifica—
ciéa debidc a que nc pudc comprobuer micresc$picamente la pre
sencia de lcs mismos scbre virutas extrafdas de genersdcs ré
pidcs, '

BEn cuento & las "madres del vinagre® fuerca por &1 con-—
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gsideradas ccmo materia crgénjice muerta de naturaleza proteica,
gque actuaba ccmc catalizadcer,

Recién L, Pasteur al ccmienzc de la segunda mitad del
siglc XiX reccgl las cbservacicunes de KUtzing. Concecfa los
trebajcs de éste, lo admitib en sus ccmunicaciones y su méri--
to residié en haber demcstradc de un medo indubitable la_cer—
teza de aquellas hipétecsis, Comenzé sus estudics en 1857, y
hasta 1864 noc se habfa libradc todav{a tctalmente de la hipé-
tegis qufmica; escribfa scbre micrcorganismes que "actuaban
al mcdo de la espoaja de platinc",

Pasteur designé a las pelfculas Mycoderma aceti; recha-
zando la observacién de Hack (1863) de que se trataba de bac~-
terias,

El sabio francés desech$ con el tiempo en forma absolute
la interpretacibn qufrwica y en 1872, contestando un esorito
de Liebig, er que este aceptabe las hipftesis de Pasteur en
lo que se refiére al método orleans y se resistfa a las mis—
mas para el método rdpido, establecif la comparacibn con los
glébulos rojos, admitif la naturaleza eminentemente biolbgica
del fenémeno.

Reconocif toambién a la gobreoxidacién y establecid su
ecuacién: -
CH3,CO0H 4+ 20, ——> 2 H20- + 2 CO2

Grandes también fueron sus &xitos en la industria del
vinagre de vino donde introdujo la siembra en lfgquidos esté-.
riles y con material yao acondicicnado, sentando de esta maie=
ra le base pars cl cmpleo de cultivos purcs cn la®@ operacio=
né4s industriales,

las invecstigaciones ya se habfan orientado netamente ha~
cia el campo de la microbiolcgfa. El nismo Pasteur consiguif
hacer desarrollar su Mycodcrma aceti en mcdios mincrales.

. En 1872 Knicrim y Maycr scfialan la posibilidad dc que
el ctiltivo do Pastour dcbfs cgtar constitufdo por més de un
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tipo de microcrganismos a los gque Zopf junto copn los ceitados
habfa reconocido deflnltlvamcnte como baeterias,

En 1879 recconocié E. C. Hansen (1) dos especics que ‘lla-
mé Mycoderma aceti y Mycoderma Pagtcrianum denominacién gue
cambié més tarde porWe Bactorium. A ellos se unid om 1893
B, KMtzingianum, (2).~

Micntras tanto babfa aislado Brown el B. xylinum (1) y
su B, accti (2) quec se difercncia csencialmente del homénimo
de Hansen por la movilidad.

Hacia 1a terminacién de la Epoca de la ovolucién histé-
rica de los cstudics sobrc la acetificacién, que se designé
como microbioléglca se cbscrva una sucesién de descubrimion-
tos dc¢ e¢sec crden:

. on 1896 A. Zejdler (1) aislé Termobactcrium
accti. Henneberg cn 1837 (2) B. cxydans y B. acetcsum, en °
1898 (3) B. acetizenunm, B.industrium y B.asgcndens, e 1906
(5) B.Schliscnbaghii, B.curvum, B.orlcenense, Be. xylincides y
B. vini acctati.

En 1903 Buchner y Melassenheimer (1) cbtuviercn por ex-—
traccién aceténice de células nmuertas y desechas un preparad.
capaz ‘de oxidar al alcohcl etflicc in vitrc. Postericrmente
el mismc Buchner en cclabcracién ccn Gaunt (1) logr§ identifli
car al cuerpc respcusable de aquella reacciérn, alcoholoxidas-
enzima de la célula del germen acetificente. Con esto se ha~
bfan actualizado nuevamente los puntes de vista de Liebig,
per més que nc se debe it tan lejos ccme lc hizo de Sehrocha
(1) al afirmar que el naturaliste alecmén esteba mfa cerca
de la verdad que Pasteur; ambas hipétesis fueron segdn Luckgw,
(1) igualmente fructfferas para el estudic de la acetifica-
cién,

Quedarcn asf e¢xplicados las causas del fenbmeno y a parw
tir de ese momento los investigadcrces dirigicron sus miras kg
cia tres objetivcs relativamente independicntes entre sf:
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por wn lado, el aecncecimientc del mecanismc de la acetifica—
cién para obtener las ecuacicnes gque la_representepan de un
modo mds ccmpleto que las de DBbereiner, reconccidas como in-
suficientes ya pcr Pasteur; pcr ctrc el ccnccimientc de los
micrccrganismos activos .para llegar a esteblecer su sistemé-
tica como también sus cualidades scbresalientesi finalmente,
el estudio de lcs procedimientcs de fabricacién con especial
ateycibn sobre la anlicacién a ellcs de cultivos seleccicna~
dose

. En particular, dentro de lcs lfmites del presente traba-
jo, interesa lo rcalizadc hasta la fecha ccn referencia al mé_
todo rfpido de fabricacién y a la sistemética y descripecién -
de los gérmenes que en 61 intervienen.

Escasos son los antecedentes sobre ensayos de acetifica-
cién en instalaciones en escala de planta piloto; hasta la
fecha se ha tendido a trabajar con los generadores industria-
‘les, '

Tan es as{, que practicamente todas las conclusiones re-
ferentes a las cordiciones de funcionamiento de equipos indus
triales provienen de estudios realizados directamente en esea
escala,

Se tienen referencias de alsunos ensayos de aplicabili-
dad de cultivos puros a la acetificacién, llevados & cabo por
Rothenbach (2) primero y HEenneberg (5) después, en aparatos .
de esa magnitud. En principio ambos son idénticos: se emplea—
ron tubos de vidrioc de respectivauentc 96 cms y 110 cms. de
longitud con un difmctro intcrior aproximado de 5 oms, carga—
dos con virutas y lana dc madcra dc haya y provistos de torw
méstatos que permitfan la mantorcién a tcmperaturas adocuedas,

El de Honneberg poscfa un sistcma quc permitfa la rccir-
culacién dc 1fquidos no terminados desde ¢l recipiente dc car
ga C por inyeccién de alrc (D) on cl frasco de Wulf colector
(B¥), asf como une cntrada (E) para insuflar airec ca contraco-—



rricntc, El mismo aparato de Hon-
neberg fuf empleado mds tarde poi
Hermann (2) de cuyo trabajo se tc
mb el esquema adjunto, para deter
minar la capacidad de preduccidw
de fcido gluebnico_del B, glucox:.
cunm por é1 aislado, com-mirasg & '
na pesible industrializacidn.

En todes los cascos una carge
de 1fquido alconblico (azucaradc)
necesitaba varios dfas para su
transfermacibn completa, pues la
acidez del predueto resultante
aumentaba a los 0,4 - 0,5% dis=
rics, expresadcs en fcido acético

fcido gluecénicc respectivamente.

Es decir, estos dispositivac ne representaban a los equipos
ncrmales pcr de prontec, per no respetarse la ccndlcldn de
obtener procductc termiradc sin necesided de recirculacibn.
Por otra parte el mismc Henneberg observe que cualquier modi
ficacién de composicién de los 1fquides de carga perturbaba
el procesc al punto de llegar a detenmer la transformacién.

Hermann quo habfa prescindidc de terméstato en la ccns-
truccién de su aparatc, lejé ccngstancia del incenveniente dr
las variaciones de temperatura.

Ademfs de los trabejecs seifialades, sclc se tiene conocci-
mientc de experiencias realizadas pcr Janke y Bauer (2) para
cmprcbar la eficacia de mcdificaciones en la construccién
de los transformadcres, per €1 prepuestas a rafz de sus in~-
vestigaciones scbre le marcha de la acetificacilén en el in-

terior de aquelles (1).

Entre las distintas variantes sugeridas, ensayf en es-—
cala reducida, aquella ccasistente en la instalacién _de un
contrafonde cénicc. Esperaba suprimir de esta manera, la ma-—
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68 de material de relleno situada debajc de la superficie en
gendrada por la rctacifn de la curva deterwinade pcr lcs pu.,
tce de méxima acidez dentrc del transfcrmader, alrededcr del
eje vertical del mismc.

De acuerdc ccn la ccmunicacién respectiva, este tipo
constructive result inadecuadc debidc a la inccnstancia de.
la transfermacibn, prcbablemente causade pcr la pegquefia can-
tidad de material de rzllenc,

Hasta aquf el material bihliogr4fico en lc respecto a
los equipcs de tamafiy redvcidce.

Pasandc ahcra al aspecte micrebiolbégice, ademés de lcs
gérmenes ya nombradcs e hun %4o onislaziido y describiendc c-
tras especies de microorganismos acéticos de los més diver—
sos materiales:

Bacteriwm rancens (Beijerinck) (1) de virutas

. de transformadores rinidos -:Acetohucter plicatum TFukmann

(1) ) de vino —Acetobacter melanogenum (Beijerinck (2) ) de
corveza ~Bacterium aoeti-viscosws (Day y Baker (1) ) de
cerveza y mostos —Acstobacter supeigdans (Klyver y de -Lecuv)
(1) ) de cerv:ge eltcrada --Acetobacter peroxy@ggg_(Viéser
Hooft (1) ) —Acetobacter hoshigaki (Takahashi y Asai (1) 4=
mosto de nfspexos --Bactcrium g;uconicqg_(Hefmann (1) de com—
bucha —=Bacterium acetigennidevm (Erehcn (1) de vinagre de
frutas ~Acetobacter capsulatum (Shimwll (i) de cerveza =~Acc--
tobacter ketogenuyw (Ladi.Utkin (1) de cowdbucha ~Acctobacter
turbidgns (Cosbic, T6sié 7y Talker (1) 4o »usyeza —~Acetobac-
ter mobile (T¥sié v Wolkze (2) ) de ccorande

Bn conjunto las "acstobochcweiusy, osf ilampadas por pri-
mera vez por Beijerinck (3] cn 139%, son-qgrupadas dentro dc
la familia IV del ordo: Bubactarialcs cr 1d clasificacién
de los Bchiéomycetos d: Bergey (1), teniendo en cuenta su ca
pecidad de oxideor el alcohol ctflico o fcido acético.

La caracterizacildn y siswuem&iice de los mismes tropieza
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con grandgss dificultades y cn la actualidad siguo en pié ..
ostado "cadtico® cn qu: ya lo cncoatré Krehan (1) on 1930,

Los incoavcnicatcs se plantearon desde wn principio. I
comunicacién decl aislamiento dcl E:oxydang por Hennebherg (U
detorminé una obscrvacibu_dz Zeidler (2) por considerar gquc
tal ospocie era scmejarte, sino idéntica a su Termobacter e-
ccti: Se necosivl d2 lou erwayos paralclos efectuados por
Heanoeberg (3) pary renonecer que talcs gérmenes debfan consi
derarso distiantoas,

Pasando por alto la clasii'icacién de Hansen, primera e
su géaero, pero que rewne poavs microorgMmismos, Se encuen—
tre la Beijerinck (1) en la que ya se deja de lado la morfo
logfa y la movilidad de los gérmenes por su marcads dependen
cia .de las condiciones de cultivo. Una de las principales
caracterfsticas diferenciales es pare €1 lo facultad de for—
mar o né pelfculas en las superficies de determinados subs-
tratos.

Distingue cuatro grupos:

. 1) £acterias rfpidas: gérmenes.
que se encuertiral sobre las virusas de trensformaderes rfpi
dos. Incluye = 1lis cultivos de Pasteur que por sus caracte—
rfsticos considera faewron bocteiizs rdpidas, no asfi los B,
aceti de Heanson y de Bro™m, dado que esoe investigadores nc
conocieron segin é1, ios microorgonismos de Pasteur,

Ubica también e~ cate zrupo, si bhien con algunas dife-
reacias al Terwobacteriva aceti de Zeidle:x.

2) grupc de Bacterium raancens
ccn sus variedades, de las gque coansigna Feaaeberg (1) zythi
celiac, agile y muciparum todzs descriptas por Hoyer. Consi-
dera o Beoxydaons y Bcacsitosum ccmeo varicdadss del germen por
é1 aislado, €lasifica aquf a los Beoceti de Farsen y de
Brown.
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3) grupo del Bacterium Pasteurianum, bac-
terias de la cerveza que se cclorean aszul con Sclucifa de ig
do, comprendiendo a B.,Pasteuriasnum, B.KUtzingianum y las ve -
riedades de los mismos, citando Henneberg (1) de las del B.
Pasterianum variabile, agile, colorium esta dltima incapaz
de formar pelfcula.

Beijerinck separi entas bacterias de las del grupo ant.
rior dnicamente po» sv propiedad de tomar color azul con io-
do, puesto gque el comportamiento general es, segdn sus obsexr
vaciones, idéntico al del B. raicens; mfs adn, algunas varic
dades del fltimo difieren m4s .de €ste, que el propio B. Par

. F
tourianum,

4) grupo del Bacterium xylinum. Provocen
sobreoxidacifn y forman pelfculas cownsistentes.,

La sistemftica de Hoyer (1) de iguales principios que
lg anterior, reune los dos grupos de bacterias de la cerveza
anulando una separacibn que ya discutfa el propio Beijerinc:

Clasifica a la bacteria de Zeidler entre los de la cer-
veza incluyendo entre los gérmenes rdpidos a L. ascedens y
B, acetigenun, Bl tcrcer grupo comprende al Be Xylinuu.

En la misma época (afio 1lu®Q) propone Henneberg (4) eu
clasificacién basada en el "habitot" natural de los gérmenc:
clgsificacibr aque manticsnc y completa en la scganda edicién
de su obra (1) por coasidzrar que: 'mo ¢ puede heblar de u-

"na clasificacién cicntificc micntras no s¢ cstaplezcan los
®1fmites dc variacidr &z los distintas especies',

Justifica sus sistemu con la consideracibn de que lo
presencia de gérmenes ca determinados medios estd ligada 1n
mayorfa de las veces, uvy f{atimemcatc con clgunas propiecdo—
des caracterfsticas., Distinguc:

1) Boctorias ds loz mogtod, con peguciie capacidad de
produccibn de 4cido acético. Lcidifican los mostos dc ccrel-
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les afn en ausencia de alcohol etflico. Comprende: B.oxy-
dans, B.industrium..

2) Bacterias de la cerveza, adaptadas especiaslmente a
los medios lupulados, pobrgs formadomes de ﬂQiE; acético,
6ptimo de temperatura bajq. Reume: Termo—bacterium aceti,
Bacterium aceji de Hansen, Be.gcetosum, B.Pasteuriasnum y sus
variedades, BeKWtzingianum, B.rancens y sus variedades.

3) Bacteries del vino, resistentea a mayores concentra
ciones de alcohol etflico y 4cidos orgfnicos, con capacidad
de formar pelfculas y cantidades relgtivamente grandes de §-
cido acético; agrupa: B.ascendens, B.,vini acetati, Bexylino:
des, Bexylinum, Acetobacter plicatum y también B.orleanense -
que a pesar de haber sido aislado de un transformador répido
debe considerarse bacteria del vinoe. Dentiro de estas espee
cies son tfpicas B.xylinoides y B.orleanense, mientras que
las restantes deben contemplerse.como no aprovechables para
1la odbtoncidén de vino.

\ 4) Bacterias rdpidas, muy resistentes a _elevadas eoncer
traciones de alcohol etflico y 4cido acético, poco. exigentcs
en los que respecta & la nutricidén, forman sobre medios 1{f-

quidos pelfculas no cerradas y muy tenues.

Los representontes tfpicos son: B.Schitzenbachii- y B,
curvum debiendo agruparse cqn estos Beacetigenum por sus es
cases oxigencias nutritivas,

A lo largo de sus descripciones comentc Henneberg (1)
ocon mucha cautela la posibilidad do difcrencics wvariedades
o razes dentyo de una misma especioc, como lo han hocho Hoyer
¥y Beljerinck, también por la folta de reforcneias exporimen—
tales sobre la wveriabllidad de las céepas originalos de las
egpecies descriptos,

Su esquoma e¢s indudablcmcntc lo boasc dol sistoma de Ro~-
thenbach (1) y el de I&fur {1} tanto cozmo dc la tabla de ce—
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racterizacién morfolégica de Mistenfsld (1), De estos el
més interssante es.probablemente el de Rothenbach (1) en
el que se ccmtempla por primera_vez la posibilidad de modi-
ficar dentro de ciertoos lfuites, las caracteristicas de o
tras bacterias acéticas para edaptarlas a las condiclones
de vida de las rfpides ¥y vice—versa "degenerar" algunas dc
lag descriptas ccmo r€pidas, o1 punto de hacerlas no ident:
ficables con su ccndicidn.primitiva. ~

Define eaue auo~r come cacteria répida, aquella capaz
de producir en coxrto plazoe ionbto Acido acético como el que
se produce ean los transformaderes rdpidos, "debiendo ser ade
més y en razén de "hatitat”; muy resistentes a las elevadas
concentraciones_de alcckol etflico y 4cido acdtico que rei-
nan en aquellos,

De acuerdo con ecto, muchas de las especies o varieda-
des aisladas de gensradores répidos por otros investigadore:
no pueden ser congideradas especies tfpicamente répidas ¥
su presencia en lcs aparatos podrfa explicarse por las numc
rosas posibilidaﬁes de infeccién durante el manipuleo, asf
como en los perfodcs de baja acidez propics de la pucsta
en march@ de las instalaciones como_do lad fpocas de tras—
tornos ya sean térmicos, nutritivos, etc.

dsf por cjemlo, dc las egpcecics estuliades por Henna--
borg en 1897 y 1898 ccle el B.aogﬁigenum es capaz de dese~
rrollar con 3% de acildcz acltica, lo que unido a la lenti-
tud de feormecidn dc 4cidr o hacc incomparable con las ver—
dadoras bacterias rfpidas, gque producen cn cortc plagzo d¢
mozclas de 3 a 4 % do dcidc y 6 a 7 % dc alcohel etflico,
vinagres dc 8 a 9 % do acicdez acética.

Ahora bien, Rothembach considera a oscs gérmenes no tf
picos que sec hallaron en ics cquipos répides, comc aclimatg
decs a eses centiciecnec de vidla ospecialos, temande como
prucbas de esa hipbtcsis les wdltiples ensayos cfectuados
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con 8xito, para acondicionar diversos gérmenes a la produc.
cién de vinagres de alta acidez segfin el método de Schfiaer,

b&Cho‘

No todas las bacterias ecéticas se prestan para esa
adaptacibn; sblo los buenos ccetificadores de lfquidos en
reposo y al misuo Liempo poco exigentes an la nutriciér,
han dado resultadua s5a%icfactorioss

Bg gcuerdn cc. :Isureberg (5) las bacterias répidas
forman pelfcula: . au-gque tenues, sobre los substratos. OB
serva Rothenbech en ez2 sentido que todos los microorge-
nismos por &1 aisladus 3¢ ganecraderes r&pldos capaces de
formar pelfculas, eran relativamente malos acetificadores,
Por otra parte vié que sembrundo mezcla alcohélica de els
vada suma alcohol-fcido con vinagre rfpido de odtencidn
reciente, es decir, colocdndose en las condiciones en que
solo podfa producirse desar—ollo de las bocterias rfpides
habfa multiplicacifn de la flora microbiana, pero no for-
macién de pelfcula, afin después de meses de inoubacién.
Por esa razén les especies que muestran formacién de peli
cula deben considerarse, de acuerdoc con Rothenbach, como
distintgs de las répidas, que han wvuelto a su condicibn

normal .,

El sisteme propuesto por Rotheubech diferencism entre:

1) Bacterics rfpidas que producen_vinagres de,
alta acidez en los geaercdorss Schlfzenbach, estaando anu-
lada o muy disminufda su capacided de formacién de zoo-
gloas.

2) Bacterias técaicas del vino, que lo acetifi-
can sin enturbiare, Pueden transformgrseo en rdpidas o vicg
versa., No pertenccen a 6sto grupo B.zjlinub y B.ascendens
que fueron encontrodas muchas veces cu vinagres de vino y
vino, que son capaces do acctilicarlo pero sin dar produg
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tos aptos para el consumo,
3) Bacterias técnicas de ls cerveza; acetifican pero
. no enturbian la cerveza. Se comportan cop respescisc gl gru—

po 1) en_la misma forma que las del vino., Incluye B.ran-
cens y B, Pasteurianum.

£

.4) Bacterias de los moétos: B. industrium y B. oxy-
dana, -

_5) Bacterias cepcces Je bactarse _com nitrégemc inorge
nico, que son formadores de nelfculas, pero tisnen bajo pg
der de acetificacién. tanto que no puedep aceptarse como ~
répidas: B.acetigenum, Boﬁgcéti (Hansen )&

6) Bacterias de les "enfermedades®". Todos aquellos mi
croorganismos._que no son técnicamente aprovechables, como
por ejemplo B. ascendens que transforma répidemente los
mostog para vinagre de vino, pero que produce enturbiamiep
to; B.xylinum cuya presencia pucde lleger a hacer inapete-—
cibles los productos debido a la formacién de masas muco-
888,

En resumen se trata de un esquems dictado por las con
veniencias de la préctica como lo acepta el propia Rothen~
bach.-

Basada funiementalmente en el comportamiento frente a
la solucién mineral de Beijerinck (1) propons Janke (1) su
clasificacién en acetobocterias haplotrofas (crecen visi-
blemente on el medio) ¥ ¢n acetobacteries simplotrofas
(no orecen en, esc medic)e Sublivide & las primcros on dos
grupos: Bchfizenbach y Hansenianum de acuerdo con la incapd
c¢idad o capacidad de formar polfdalas mucosas en medios 1f
quidos, A su vez las bactecrias simplotrofas comprenden los
grupos: Rancens~ no se colorcan @on iodo~ , gastourianum—

8e colorean con iodo bajo clcortas condiciones— y Xylinum—

- ——

forma polfculas resistentcs dc consistencia cartilasginosa
que se colorocan con lodo.
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Krehan (1) considera este esquema como una buena sSo-
lucifn hasta tanto se esclarezca definitivamente el pro—
blema de la variabilidad de las especies y se completen
las descripciones de las coanocidas, absolutamente insuf:-
cientes, sobre todo en lo que respecta & la definicidn @A.

los medios de cultivu y al estado fisiolégico del mater¥y
para la siewbiy Lr lac distintas verificaciones,

Aconseje ¢l misme autor el empleo de la solucién mi-
nexal "J" de Janke (1) como medio de composicién defini-
dae

Empero Hermann y Neuschuchl (1), objetan que tal sic
tema no deja de contcmplar, & pesar_de la definicibn fi-
slolégica de las dos grandes clases, el comportamiento de
los microorganismos Unicamente desde 6l punto de vista
morfolégico, con todos los inconvenientes propios del
mismo.

4 su vez, haciendo pié en la difercnte .capacidad de
formacién de cuerpgs de naturalsza ceténica & partir de
glucosa, gllcerina, eritrita y sorbita, esos investigado--
res dividen en bacterias cotogenas y acetfgenes.

Bsta clasificacién tampocc puede, segfin Krehan (2)
aéeptarse como satisfactoria, puesto que el mismo trabej.
de origen muestra la dydosa ubicacibn de B, Pasteurianun
y B. aceti (Henneberg)e.

Por otra parte, los recultados ¢e aguellas iavestigc
ciones ponen c¢larementce en evidencia, las dificultedes
existentes en materia de descripeifn y caracterigaciln de
acetobacterias: .
dos cepas de B,ascendens aisladas respect:
vanmente por Hennseberg y el Inctituto de Fermentaociones de
Berlin, presentan propiedades fisiolfgicas asnteramente
diferentos, cbligando & lcs autores a cornsiguarlas como

de gérmenes .dictintos
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" Con motivo del descubrimignto de acetobacterias de pegque-
fle capacidad de oxidacifn, intenta Vigser't Hooft una cl-

gificacién (Bergey (1) basada dnicamente en propiedades
fisiolégicas: A.~ Catalasa negativos:

l.~ Acetobacter peroxydans

B.—~ Catalasa positivos:

3

I.- Crecen ea el wmedio mineral de Hoyer

o= Acetobgcter aceti

II.,~- No crecen en el medio de Hoyer

le~ Forman 4cido y carbonato sodre placas ocon
alcohol y creta:

Je—~ Acotobacter rancens

2.~ Porman solamente fcido sobre placas con
alcohol y creta

a) sobre placas de agar glucosado con Ore,
ta forman 4cido gluc8nico que es oxi@g
do & carbonato de calcio

b) formen pelfcula gruesa:

" 4,~ Acetobacter xylinum

bb)no formen pelfcula y forman pigmento
pardo oBcuro:

5e—~ Acetobacter melanogenum

bb)sobre placas de agar glucosado con ore
ta forman £cido glucénico que es oxida
do a oxigluconato de calcio

6.— Acetobacter suboxydans

Sin embargo, segfn opiniéin de Krehan (2) debe consi-~.
derarse prematura esa proposicién, hasta tanto no se aclg
re la dependencia de la capacidad de oxidacién de las oof
diciones de cultivao, composicién de los medios y otros
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factagreq dsol mismo orden.

Focteriorumento, se La 6nsayads vna separacifn de los
gérmenes acéticos capaces o no de sobrgoxidar, péro Dratwil-
na (1) efirma que carece de fundamento, baséndose en sus ol
servacignes sobre lg dependencia de la acclén sobreoxidati-
va de B.rancens y B. vini ucetati del p H del medio:

- encuen--
tre para B.vini ~cetati que ei el medio se agota en algohol
etflico antes de bajar el pH de 4,5 hay sobrecxidacifn, de
lo corntrario ro sc producec,

-

fara B.raagens ese lfmite se encuentra a pH 3,1, diff-
cil de alcanzar, por lo quo casi siempre sobreoxida.

Ba el caso particuler de las bacterias r{pidas se ha
llegado Yltimamente a ccnolusicnes desconcertantes, a yafz
de estudigs scbre las caracterfsticas bioquimicas de B.,Schil
zenbachii, B, orleanense y B.curvum, Vasil'ey y Shains'ka
(1) observarcn gque aquellas propiedades vgriaban notablemen
te para una misma especie y lc que es m4s, cepas -de especie_
diferentes pueden presentar gran semejanz8 en su fisiologfa,
La consecuencia inmediata de tal ccmportamiento es, que sur
jan dudas scbre su existencla comc especies separadas.

Teniendo presente todo lo dichc, no extrafia la chservg
cifn do T6sié y Walker (1) on 1946 que toda caracterizacién
de gérmenes acdticos resulte practicamente irrealigable sin
ensayos paralelos con las cepas origirales, Para tal labor,
sugieren una rigurosa "standardizaciba" de lcs métodos de
investigacibn,

Blla ha sido la ncrma de ccnducta del preseante trabajc
en lo que ataile al ¢studic de lcs micrcorganismos activos
en la acetificacién, que han lcgrode aislarse.

—

~
A
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GAPITUIO I.~

METODOS DE INVESTIGACION

Da acuerdo con el plan de trabajo ya delineadc, ocxr-¢
ponde mencionar en este capftulo los prccedimientes bact:-
riolégicos utilizados en el cursc de la investigacién,

Dentro de estcs prccedimientos, cabe distinguir entrce
aqugllos que deben seguirse para_el reconccimiento miercb:
16gico de un material cualquiera, y los que permiten la |
descripcidn de los gérmenes obtenidos por los anteriores.

I) PROCEDIMIENTO PAR: EL AISLAMIENTO DE LOS

GERMENES ACTIVOS EN 1O0S ACETIFICADORES RAPIDOS,

Fundamentalnente pueden seguirse dos caminos, el ails-
lamiento previo -enriqueciwiento o el direoto.

. De acuerdo con Janke (1) puede obtenerse por el segun
do, un cuadro nfs cornleto de la flora acetobacteriana, yo
que Be evita la supreogibn dc ospccies pocos resistentes al
ficido por qbra de los gérmenes que acetifican fuertementa
los modioses Tiecne el incoaveniente, lo reconoce el mismeo
Janke, do que organismos de gran cepacidad de nmultiplica-
cidn pueden inhibir por invasién de las supcrficics, el
‘desarrollo dec las bacterias acéticas.

Bn el primero dc los métodos, pucdon clegirso los fac:
torgs de seleccibn y er cste sentido, Boijerinck (1) y 1la
egcuela de Delft han tomado la tcmperatura., Waterman (1)
sigue la misma norma para scparar acctobacterias terméfila.
y psicréfilas para sus estudios fisiolégicos.

Hennoberg (6) ces un docidido partidario del enrigqueci
miento previo, dcbido a quc encoatré dificultades para obi.
ner -gérmencs acdéticos por cultivo on caja, espccialmente
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cuando 6) material para la siembra era de extraccidn muy
raciente.

las especies una vez enriquecidas, desarrollaban bie-.
en placas y el citado investigador atribuyd estos hechos
a la guy disminufda capacidad de multiplicaciéan de las c¢
lulas, como consecuencia G2 las condiciones del ambiente
del que provienern. Adeiti€ (1) también la posibilidad de
qQue los_cambiors bruscos de medio no gean ajenos a esta si-
tuacién, recordando la sencibilidad de estas bacterias ha
cia las modificaciones ¢z concentracidn, El factor de se—-
leccibn era pars Henneberg principalmente la acidez del ..
dio.

Cumpliendo con la finalidad propvesto, se siguiergn
en el curso de las presentes experiencias ambas nommas.

1) Engigpecimiento en medios diversos
8) Aislamiento por enriquecimiento previo.-

Los medios psra éste se eligleron de tal modo que la
flora_acética que en 21los rreciera fuera lo més represer-
tativa posible de la cxistente en el material de siembra.

Modio N2 Yl: 1 paric mezcla alcoh§lica + 2 partes agua
Medio N2 2: 1 parte weuzcla alcohflica + 2 partes mosto de
: malta
Medio N€ -3: 1 partc mezcla alcchllice + 1 parte agua de le
vadura < 4 % etanol '
Medio N8 4: Mezcla ulcohdlica privada de 4cido y alcohol -
1,5% glucose + 1 % pentona,
Medio N2 5: 2 partc~ mescla elcoh8lice + 2 partes agua +
1l parte mosto de maltc
Modio N2 6: mosto de mlte + 4 % de alcohol
Medio NS 8

: 1 % pcptona + 4-% etanol + 1- % cce acltico +
3 % glucosc + 0,1 PO4H2K + 0,1 PO4HCa + 0,1 %

SO
Mcdio N2 9: 2 ?Mgluco sa + 2-% alcohol + 2% PO4(NH4)2 +
SO4Lg + 0,2 % PO4HoK

Medio N2 1 6 % Jarwbe de-glucoss + 3 5 ctanol + 0,2 %
204(§H?)§ <+ 0, ; % POAHOK-* 0,1 % SO4(NH4)2 +
0 » POqd

Medio N2 1l: ccrvcza hcrv1d 4 4 % etanol
Medio N2 12: 1 parte cervcza + 2 partes agua <+ 1 parte mos
to dc malte
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Medle ®J* de Janke (1)
36 entiende por mezcla alcohdlica: 6 % etanol + 4 % &
ac8tico {procedente de vinagre) + 0,1 % glucesa + 0,05 %
PO4(NHg)3 + 0,03 % Q1K + 0,03 % PO4HCa.

El mosto de malta se preparf segfn Henneberg (1) ¥y ..
agua de levadura seg@n Beijerinck.

Para esterilizarlos s2 procedi separadamente con lo:z
distintos compooentes a las temperaturas compatibles con =
natureleza, se hicieroa luezo los agregadqes de alcohol etf
lico y 4cido acético (hervidos) indicados., En el caso de 1.
mezcla alcohflica no se practicéd en realidad una esterili:.
0ién, sino que se calent$ aproximadamente hasta 50-~552 C
oon el solo fin de asegurar la eliminacifn de los gérmenes
ac&ticos que contuviera (Henneberg (7) ). Se repartieron a
razfn de 50 ml. en erlenmeyer de 125 ml, de capacidad cerr.
s _con tapbn de algodbn y también previamente esteriliza—
dog.

Qoyo material de siembra @p prefiriegen las virytas &
vinegre, siguiendo las indicaciones Ae Henneberg (6), para
obtener asf, un gran nflmeryp de células oapacas de multipl?
carse,

Las virutas sc colocarqQn separadamente segfn su orig-
en cajas de Petri estériles, raspéndolas y exprimiémdolas
luego con un bisturf flamcado. Jos pequellas cantidades de
1fqtiidg con gérmenes suspendidos gque resultaron, se tomarc
con pipeta estéril y dilugeron en tubos con 6 mlg de ague
estéril cada uno. PBe cstas suspensioncs ce sembré con pipe
ta estéril a rezbn de 0,5 ml. por cada erlenmeyer.

ddemis se sembré en los miswos modios 1 ml, de vinagre
turbio por cadc crlcnmaycre

Bn todos los cacos o2 iuncubd o 252€C,

Und vez que se¢_obscrvaron signos dc desarrollo micro—
biano bien marcedos, pelfcula, turbidez, ote, soc tomd dcl
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matorial enrigquccido y se extondié, usando espdtula, Sobre
placas de agar mosto de malta y agar agua de levadura amovas
con 2 % de gelificante y 3 % de alcohol. En el easo_particv-
lar de les pelfculdgs se tomé un trozo de las mismas, se lo.
goloc8 en un tudo’ estéril y con una pipeta también estéril
ge procur$ deshacerla en el mayor grado posible, por fric-
cifn contra las paredes del tubo. Bl material deshecho, se
suspendif en una pequefia cantidad del 1fquido sobre el cuad
se habfa formado la pelfcula y una gota de esa’ suspensibn sc
extendié respectivamente en cada una &e las placas nombrade.

Tambidn se dejd estacionar un vinagre durante algunos
meses, tiempo al cabo del cual se habfa formado una pelfcule
de. la que se tomé material y se sembr§, en la forma descrip
tae

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

Teniendo presentes las posibles ¢ausas de los inconve-
nientes encontrados por Hemneberg, se buscé previamente un
medio de cultivo que, represcantando aproximcdamente a las
condiciones reinantes en un gencrador en lQ gque respecta a
concentraciones de etanol, y 4cido acético, resultarc mis
conveniente en onsayos de acetificacién con wvirutas y en als
lamiento an placgs dc los gérmenes que se¢ separaran de agug
llos por raspado, una voz alconzado el perfodo dc méxima act
tificacibn. '

Los medios elegidos fuerxon:

> & >

1: 3 partes mezcla aloohblica + 1 parte vinagre £ce.—al.
+ 1 parte melaza 2,5:10 (4,2-3,6C
2: 2 partes mezcla alcohdllca + 2 partes vine- -
gre + 1 parte melaza 2,5:10 (5,1~2,4)
3: 1 parte mezcla alcohélzca + 3 partes vina- -
gre + 1 parte melaza 2,5:10 (6,1-1,2)
5: 4 partes mezcla alcohdilca + 1 parte melaza R
2 5 10 (302"4a8/
8: 3 parteg mezcla alcohdllca - 1 parte vina~ - -

gre + 1 perte agua corriente *4,2-3,6)




4 9: 2 partes mezcla alcobblica -- 2 partes vina- de. - al,

gre + 1 parie cpua corriente (5,1 =2,4"
A )0: 1 parte mezcla alcohblica + 3 partes vina- ' |
gre + 1 parte agua corriente (6,1 -1,.)

A 1l; Mezcla alcohélica 26% etanol 4 4% 4c, ancdtico + 0,01%
glucosa +0,05% PO4(NHs)3+0,03% C1K + 0,037 PO4HCE

El vinagre era de fabricacién rdpida conteniendo 8,857
gcido acético ¥y 0,1% de alcohcl etflico,

Se distribuyeron a razén dec 3Q0 ml. en frascos de boca
cha de 900 a 1000 ml}, de capacidad, cerrados gon tapén de ali-
dén, y se calentaron en autocleve hasta vapor, para eliminar

la flora acetobacteriana,

El material para siembra, fueron virutas, que se distrib..
yeron des tal modo gue una buena porcién de las mismas ewergio
ra de la superficie del lfquido, disposicién que sezgin Hsnne-
berg (6) es necesaria para que 3e produzca la acetificacién,

Se incubd a 302C, extrayéndose peribdicamente y en ferma
estéril 2 ml, de 1{quido para deteminar la acidez total.

Los medios emplcados para el aislamiento de los microorg
nismos acumulados en las virutas de los ensayes precedentes,
fueron de isual composicién que los destinados a la acetifica-

cibn agorizodos al 1,7%. Se los desizné con la letra D segui
da del nfmero correspondiente o su composicibn,

Las placas respectivas, se obtuvieron mezclando dentro &
la caja de Petri ectéril, igualcs voldmenes de las soluciénec
hidro—~aceto~alcohélicas con o sin welazg, preparadas a doble
coancentracifn, con agar al 3,4% licuado. Previamente, se habi-.
procedido a la esterilizacién por separado, 43l agar a 1 atmis
fera durente 20 minutos en autoclave y de las soluciones por
calentawiento hasta vepor.

El material para la siembra, se obtuvo del raspadc de 12
viruta tal como se proczdid c¢n (1), De acuerdo con la procede..
cia y pera no someter a log pdrmenes a cambios bruscos de neuy
raleza del medio, se realizé la siewbra de la siguiente manex:
dleAlyA8a: D1, D5, D¢ de A 2y A9a: D2, D5, DY
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daA 3yAl0oa: D3 D5 Do, doe AS5yAllar D5, D11

2 Aislamiento directo:

Entre log medios mencionados en e) pédrrafo anterior se e-
ligieron los de mejores resultados y se efectuaron siembras
con material obtenido del raspado de virutas extrafdas de ger:
radores en marcha, empleando los procedimientos ya detallador.

Do las coloniac formados en todas las _placag sembradas,
86 tomaron las de distintas caracter{sticas, con ansa las grap
dos y alejadas, o con pipeta _Pasteur estéril estirada em capi-
lar, las pequeiias y pré:imes. Les colonias picadas, se pasaban
& un tubo con agar agua de levadura glucoseda, inclinado, ex—
tendiendo sobre la superficie cuando se trebajaba con ansa o
soplando por ls pipeta dentro del 1fguido de condensacién, rom-
piendo la punta capilar y bhacie ndo correr el 1{quido sobre la
superficie cuando se usaba la pipeta Pasteur.

Se verificé luepo la pureza de los cultivos asf obtenidos
por doble pasaje por placa de agar ague de levadura glucosada,
aprovechando para eliminar simultdnecemente duplicados por com-
paraciédn de los carscteres de las colonias.

II) - PROCEDIMIENTOS PALRA EL ESTUDIO EN CULTIVO_ PURC
DE 105 MICRODRGANISNOS AISLADOS,-

So sigzuid en lo posible la planilis reducida de la Socie-
dad bacteriélogos Americanca (1) v los métodos consipgnados er
el "Manual of Methods" editadn por le misma. Se empleareon tam-
bién otrog procedimientoc 7y cs efactuaron observaciones suple--
mentarias, siempre que sc lo consider§ convenienta.

1) Preparacidn de los medios de oultivo.

e) Mosto de malta: se ewpleb el preparsdo de acuerdo oon la
f6rmila de Heanebherz (1):

para un litro de agua corriente gse emplean 250 gr. de malta mo

lida. t

Se calienta el apgua a 48-502C; se agrege le malta con .
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fuerte agitacién, procurando evitar la formacién de¢ grumos. Se
maptiene la temperaturas de _459C durente media horg, para libe-
rar ol ml8ximo de diastasas., Se aumenta luego le temperatura a
60~658C empleando para ello glrededor de 25 minutos, mantenién
dola por espacio de una hora.

38 extrae de tento en tanto una gota de mosto, para com-
probar la presencia de aimidén residual agon soluecidn de iodo.
No produciéndose color azul esté totalmente gﬁcarifioado el
mogto. '

A veces se hace necesario prolongar el calentamiento a
60-658C para transformar todo el almidén.

Se pasa entonces por un lienzo para separar la parte séli
da y se hierve para aoagular las protefnas, filtrando luego
por papel, El filtrado es en general l{mpido pero sismpre vuel-
ve & precipitar en sucesivos calentamiangtos. Para abreviar es
tas operaciones puede hacerse la clarificacién del modo siguism
te: Se enfrfa @) filtrado hasta 502C, se ailade clara de huevo
(1a de un huevo por cada 2 § 3 litros de mosto) y se ocalienta
hasta obtener buena coagulacién. Se pasa dos veces por filtro
gon algoddn,

Una vez clarificado, se determina su densidad diluyendo
Juego hasta 10 % dc azfcar.

Se gstériliza por tindelizocgién a 1002C por media hora
cade vez, en 3 dfas consecutivos,

b) Apgua de levadura: sc utilizd obtenida de acuerdo eon
la £6rmla de Beijerinck.- Se deshacen 200 gr. de Jevadura de
cerveza on 1l litro de agua corriente usando al principio pequeg
flas cantidades de agua. Se ailade una clara de huevo y 8¢ agita
hasta homogeneizar biep al l{quido. Se calienta en autoclave a
1158C dursnte 20 minutos y se deje reposar luego hasta el dfe
gl guniente. Se decanta entonces el l{quido sobrenadante a tra-
vés de un filtro de pliegues, pacando recgién en ese momento la
sustanoia coaguleda y dejéndola escurrir, Se lleva 81 volumen

T A e ey A1
L \
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primitivo oon agna corriente, Se emplea con o0 sin 1 % de glucg
Sae

Hesta aquf la férmula clésica., A travds de enseyos real:-
zadog se ha visto la conveniencia de alladir cistina en la pxc-
poxeidn siguiente:; 5 ml de una sugpensidn el 0,5%4 de esa sus-
tancia por cada =100 ml, de medio, es decir, la concentracidnr
final e3 ¢e 0,025 4. Lsa suspensidn _se agrege antes de llevar
& volumen, después de la filtracién,

.Bl pH del medio resultante es aproximadamente 6 y en ca-
go de diferir sensiblewente de ese n@mero, se ajusta haste ob~.
tenerlo. Se esterillza er autoclave a 1108C dursnte media hora.

Para solidificar los medios anteriores se agregé 1,7 %
de agar o 15 % .de celatina de acuerdo con las necesidades, Bn-
pleando gelatina se ajustabe ol pH a 7 y se esterlilizaba por
tindalizacidn.

0) Apua de peplona con cistina.— Se disuolve 1 % de pepto
na en agua corriente y se giiade cistina en la mism& proporecidn
que en 0l agua de levadura,

2) M8todo do sigubra,-

| Pare unifomar el estado fisiolési-
co del material para la siembras, se giguieron en l{neas gene’:
les las indicaciones de T8sié y wWalker (1) obtemiende por suc:,
sivoas replgues en tuboa con agar inclinado de agua de levadu-
ra glucosada con cistina, cultivos de 48 horas. De estos se t:
maba un ansa de 3 nm, de difmctro, llero y ce guspendfa en un
tubo con 2 ml, de solucidn de cloruco de scdio al 8 % sembran--
do luego una ansa del mismo por cada tuto. Salvo indicacidam
contraxria se incubd siempre a 302C,

3) Qaracterfsticas w6ézfolbégicas.- a) Forma y tamafio; fue-
ron observados en preparudos negativos obtenidos por la ejecu-
cibn de "frotis" hechos com algrysine de acuerdo oon la des—
oripcidn del "Manual of Methudsz®. Se tomé materiel de cultivos
oen e9trfa sobre azor de levadure. giucosada ocon cistine e los
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bo~ Agrupacidn celular y movilidad; se observaron sobre

oultivos de 24 horas en odmara hdmeda, Para prepararlos g¢ usa~
Yon porta~obljetos excavadog, flameados y dejados enfriar con la
excavacién hacla abajo. 9¢ rode§ é3ta con ur aro de vaselira fun
dida, mediante llama pequeiis, sobre el mismo _pincel pequeilo que
86 usa pare la_aplicacién., Los cubre objetos, -~preferentemente
de 20 x 20 mm., se esterilizaron a_la llama sostenidos poxr uno .
de sus vértices con pinze de Comet., Sobre upa de sus caras, pre=
foriblemente la que miraba hacia abajo durante €l enfriamiento,
80 depogitaron de¢ 3 a 5 gotitas con ansa, de acuerdo con el tamg
fio de las wiswas, de agua de levadura glucosada cen oistina,

Sostenido siempre el cubre con la pinza, se siembra luepo

© 6on el cultivo a egiudier, tomando waterial con un hilo de plati
no de las suspensiones obtenidas se;fin 2).

Despuds de esto, e goloch el cubre sobre el aro de vaseli
na que rodea la excavacifn, presionando sobre ¢l mismo hasta ce=
rrar la cdmara que se termind de aseguyar bordeando el oubre ob~
Jetos oon vaselina fundida, aplicada con el mismo pinoel.

El cubre se colocd en la estufa e incubf & 3%02C.

0) Coloracién de Gram; fué hecha empleando la téonica de Kg
peloff y Beerman deseripta también en el "Manual of Methods¥, sg

bre preparados obtenidos de cultivos de iguales condiciones que
10"‘

d) Tincién de- las pelfoulas con iodo y dcido sulfdrico; se
siguld la técnica indicada por Hennebery (1) —~tomo 2 p4g.219, u~
sando como solucifn deo iodo la de Lugol del método de Kopeloff p
Beerman (ver 3).

4) Desarrollo en medios §6lidos. A) Colonias en oejas de Pe
tri; la descripcién de laus mismas fud hecha empleando como medio
de cultivo agar de levadura glucosada con cistina y efectuando
las siembros por el m&todos de bandas ca superficie, usando ospd
tula de platino, partiendo de los suspensiones obtenidas segin -
2) -
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b) Crecimiento on agar estria y en puncién en gelatina:
usando oomo medio el agua de levadura glucosado eon cistina ya
Bea agerizado o goelatinizado; se procedid de acuerdo con las
indicaoiones del “Manual of Methods", observando 8 los 7 y a
los 14 dfas.

5) Desprrollo e medios 1fquidos.~ Los medios 1fquidos
enmpleados hen sido: aﬂua de levadura glucosada econ oistina y
agua de peptona glucosada con oistina, que se sembraron segin
2) baciendo la descripcidn del crecimiento a los 7 y 14 dfas
de acuerdo con las normas del mapual antes citado.

6) Caracterfaticas fisiolégicas.- &) Influencia de la tem
peratura; pare estydiarla se incubaron a temperaturs ambiente
(202c), a 302, 338, 372 y 452C cultives en ager inclinado de &
gua de levadure glucosada con cistina, observando la magnitud
del crecimiento entre los 7 y 14 dfas,

b) Influgncia del axigeno, fué comprobada sembrade por di
lucién 0,5 ml. de la suspensién sesdn (b) en tubios con 10 ml
de agua do levadura glucosada con cistina y aliadida de 1 % de
agaT,

En e) momento de la inoculacién a una temperatura no supe.
rior & 378C se inemcl§ con la misma pipeta enfriando lue:.o r‘p;
damente.

7) Qaracterf{sticas bioquimic ag.~ a) Accidn golre los hi-
dratos de carbono y sustancias afines; estas obsexvaciones se .
hicieron siguiendo el procedimiento recomendado por Soriano (1.

El medio de cultivo empleado fué agua de peptona con cis—
tina y 0,25 % de agar, &l que se afladieron § ml por. litro de,
una solucién acuosa saturada de bromocresol pdrpura., Este me-
dio se distribuyé en tubos de ensayo comunes,

Por otra parte se prepararon soluciones al 10 # de las
sustancias a ensayar digtribufdas en tubos comunes y esterili-
zados por tindalizacién., Adonds se esterilizaron tubos pe que-
fios (aproximacdamente 10 x 1 om ) cerrados con tapén de algodén
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en capntidad suficiente para los agdcares y los cult ivos que de-
bfan ensayarse cade vez, Estos tubos se dividieron por lotes,
tantos como sustancias deseaban emplearse méds uno, cada uno oon
tantos tubos como cultivos que se sembrarfan més uno. Cada lgte
menos uno, se maro§ con una letra o un némero caracterfstioo,
para cada sustancia, colocédndose luego en todos log tubos del
mismo lote 2 gotas de la solucién el 10 # de la sustancia co-
rrespondiente a la warca de ese lote; menos el lote con tubos
sin marcar que quedarcn vacios,

Se licué el medio de cultivo por ebullicién en balio marfa,
enfrfando hasta la temperatura mfs baja posible sin solidifi-
caoidn del medlo. Se dispers§ ahora une anga de cultivo de 48
horas -ver 2).— en cada uno de estos tubos, se homogeneiz§ oon
pipeta graduada de 10 ml estéril, y se repartié & yasfn de 1 ml
en un tubo de cada lote con marca y tembién del sin-ella, .tubo
este d1ltimo que sirvié para oomprobar la no fermentabiliéad del
modio, Todos los tubos con marca sembrados con_un cultivo dete;
minado, incluso aquél sin azdoar se reunieron, marcéndgse uno
de ellos ocor la caracteristioca del cultivo.

Por otra parte se fundi§ un tubo con medio de cultivo y
se lo repartif sin sembrar en cada uno de los tubos sobrantes
de los @istintos lotes para control de la esterilidad de las sg
luciones de las especies qufmicas empleadas.

De este modo se verificé la produccién de 4oldo por las de
bacterias estudiadas, asf como la de gas, pPOr A& formﬁo;dn da
burbujas en la masa del agar blanco, a partin de; arabinosa, le
w losa, glucosa, galactosa, sacgrose, wmaltosa, laqtosa, rafino=
sa, dextrina, etanol, glicerina, wenita y sorbita, '

Ademds se averigub la transformacién de la garbita en ouer
pos de naturaleza ceténica (seguremente eorbosa? utilizéndose
para deteotarlos la reacciba de Seliwanoff (1). Ba é#enpiﬁp 6
la necesided de no emplear el HCl en concentragiép gum riox al
12 # expresado en goc clorhf{drico- Mazzocco y 3}gtti'(l)7"y oPR.
siderando las cantidades extremadamente qugaﬁBP de morbosa e-—
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ventualmente presentes, se procedid del siguiente modo: en lu—
gar de preparar el reaotivo disolviendo 0,05 gr., de resorcina
en 33 ml de HCLl (densided 1,19) més 66 ml de ague d estilada se
lo disolvif en una mezola de 33 ml de HCl de ese densidad y 33
m) de a ua destilada; se tomaron luezo 2 ml de esta soluagién ¥y
ge megolaron aon el wl de solucifn a investigar del gque se dis~
ponfs, continuando despuds en la formeacostumbrada: calentamicr
to 8 ebullicibn por no més de 30 serundos, enfriamiento y_diso~-
lucién del posible precipitado pardo rojiso en el aloohol, El
tubo oon sorbita no sembrado se usd como testigo.

V) Reaccidn de Vozes Proskaver y al rojo de metilo; se lle
varon & cabo @obre cultivos de 7 dfas sembrados segdn 2) en o
gua de levadura glucogada oon oistina y ateniéndose a las téoni
cas del ya citodo "Menual &of MethodaV,

0) Foruecién de catalasa; para ovservarla se sembrd en fox
ma "gtandard¥ en tubos con ager inclinado de agua de levadura
con ¢istinas A los 7 dfas se ocubxiergn lgs cultivos obtenidos
con agun oxijgeneda aproximademente 0,5 N, verifiocfndose la pro~
duceidn de burbujas de gaé oxizeno prcveniente de las deseompo-
sicifn de)l apua oxigenada poxr acoidn de la catalasa.

d) Formacién de indol y de hidrégeno sulfurado; se invcs..
t1g6 sipguiendo las recomendaciones del manual amerieano con pa=—
peles de filtro ombebido en soluciédn de fcido oxdlico (reaccibn
de Gnezda para indol) y de aceotato de plomo, previamente seca~
dos y sujetadog en la parte surerior del tubo con el mismo ta~
pbn de algodfa, El medio utilizado fué agua de peptona glucoso~
da oon cistina que se: inotuld con la suspensidn standart. los
enaayos 8e dieron por terwinadeos a los 14 dfas,

o) Reduccidn de nitratos; sc ensayd en agua de levadura
glucogada con cistina afiadida de 0,1 % de nitrato de potasio;se
sembré oon la suspensifn de 2) y se verificd la presencia de ni
tritos cada tres dfas a partir del segundo y hasta lgs cadorce,

La reaccifn de caracterizacién empleada fud la de Peter
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Griess modifieeda por Ilosva, congignada en el manual antes
menoionads y_que se practicé colocando una gota de la soluctdn
& investigar, tomade con ensa estéril, sobre un vidrio de re-
loj mezcléndole luego sucesivemente Qon una gota de la solu-
eifn de alfa=~paftilamine y otra de la de fcido sulfanflico; v(
rificando la aparicién de color rojo rosadol

£) Accidén sobre la leche; se sembré en leche desoremada,
tornasolada y esterilizada por tindalizacifn, describiendo los
posibles fendnemos de acuerdo con las indicaciones dadas por
¢l manuel de los americanos,
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INVESTIGACIONES EFECTUADAS

1) AISLAMIENTOS,- De acusrdo oon los fines persepuidos, el ma-
terial para los estudios microbiollgicos procedid en su totald
dad de transformadores répides tarto industriales, como del a
parato que funcion como planta piloto.

Para mayor claridad en la exposicién, se dividieron los
oultivos de acuerdo con el aparato de origen, oonsignéndose. si
fueron _virutas o vinagre el elewmento _intermedio en el alsle-
miento. Se ha diferenciado as{ mismo, en el caso de los aisla~-
mientos por enriquecimiento previo, con respecto a la naturale
za del medio empleado para preparar las cajas donde se extene
d46 el material enriquecido.

En 1o que se refiere al empleo de los medios utilizados
oon esa finalided, agua de levadura y mosto de malta, se encon
trd que el primero resulieba mucho mis convepiente, y no sélo
por la abundantia de orgcimiento sino también por el tiempo re
querido para observarlo. Por esta razén se ha adoptado el agua
de levaduras como medio bAsico pera las descripciones descare
tando el mosto de malta,

Poxr otra parte pudo comprobarse durante el empleo de los -
medios solidifigados ocon agar que el acregado de una menor prg
porcién de &ste, favorecfa ol desarrollo, De ah{ que se prepa-
raran afiadiendo 1,7.% del gelificente en lugar de los 2 % oo—
mwumente utilizedos, como ya se dijo en el pérrafo de medios
de cultivo del capf{tulo de mdtodes.

1) Transformeder industrial.- Se parti§ de virutas, mejor
del raspado.de las mismas del generador N2 XIII del estableci-
miento de A.H.P. de esta Capital,

a) Aislamiento previo enriquecimiento.

Medio 1l: no se observd§ desarrodlo



Medio 2 : pelfoula muy resistente con puntos méds espesos. &1 o~
gitar aae entera,
Agua de agua de lavadura - -
36: oolonia pequefla; eleveda, lisa, de borde osguro. -
37: colonie mediana, olovada especiolmente en el centro,
lisa, centrgo opaco,
Agar de mosto ée malta: '
3 colonia de igumles caracterfsticas que 36,
67: colonia pequéiia, comvexa, lise, traslfcida.

Medio 3 : no se ohservé desarrollo.

Medio 4 ;: pelfoula jaspeada, que se deshacc con-difioultad. Al
agitar cag on jirones, Liquido turbio,
Agar de agua de levadura:- -
22: oolonia elevada, lisa, borde mds oscuro,
26: colonia convexa, lisa, traslicida.
Agexr de mosto de mslta: - -
60: colonia grande, convexa, lisa, trasldeida, oentro
mdp oscuro, mucosa. . -
61: colonia pequefia, elevada, lisa, opaca.

Mpdio 5 ; pelfcnla e espesor diverso, las partes mde ‘gruesas
tenfan aspecto bvimedo. Al agitar cee sin -deghacerse.
Agar de arva de levadura: - - ~
23: colonia pequeifla, elevada, lisa, opaca, -
24: colonia grande, convexs, lisa, trasldcida, muocosa.

Medsio 6 : velo tenue sobre la superficie libre del 1fquido y
laes paredes del reolpiente.
Agar do apgua de levedura, g *
5 : colonia grande, convexa, lisa; eniero, traslfcida, -
34: colonia grande, oonvexa, liga, ligeramente ondulado,
centro més opaco.
35t colonia semejante a la 34 pero cop zona central opa-
ca mfs extensa,
Agar de wosto de malta. - - o
13: coloria mequefla; convexa; lisa, trasldcida, .
14: ocolonie mediena, convexa,; lisa, poco trasldoide.
64: oolonia pequeila, convexa, lisa, centro més oscuro,

Medio 8
Modio 9 pelfcula muy resistente, con partes més gruesas de
forma alargadas orientadas en la mismé direccidn,
Agar de agua de levadura: - . -
57: colonia pequeila, elevada, lisa, borde mfs oscuro. -
58: oolonia wedisna, poco elevada, lisa, pooo traslicids,
micosgsa, ”
59:-colonia semojante a la 58 pero menos trasldcida,.
73: colonia mediana, elevada; lisa; opaca, y
74: colonia pequeila, convexo, lisa, traslfoida.

no se observd desarrollo.

*e
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Moedto )0: pelfcula con pertas més gruesas de forma irrezular.
4l agitar ocae en jirones. '
Agar de agua de leveduras- N N
32: colonie pequefia; elevada; lisa, opaca.
33: colonia mediana, convexe, lisa trasldcida,
Agar de mosto de malta: - : -
29: colonia poquefia, elevada; ligeramente rugosa, opac:
30: colonia mediana, convexa, lisa, trasldcida.
31: goionia modiana gemejante a la 30 pero con borde on
wlado.

Medio 11: Pelfoula no cerrada, las distintas "islas"™ tienen -
puntos m4s espesas. Al azitar-cae en jirgnes entur-
biando fuertemente el liquido,

Agar de agua de levaduras - -

2: colonia grande,-convexa, lisa,-centro -iés omouro.
63: colonia pequefia, elevada, lisa, opaca.

Medio 12: pelfcula no cerrada, las distintas "islas® tienen
puntos més espesaes &e forma irregular, Al agitar cae
en jirones y enturbia fuertemente el 1lfquido.

Agua de agar de levadura: - -

27: colonia mediana, coavexa, lisa, centro més oscuro.
28: colonia mediana, convexa, lisa trasldcida.

Medio J : pelfcula resistente, oon partes mfs espesas. Al agi-
tar ca® entera,

Agar de agua de levadura:

12: colonia wequeiia, elevada, lisa, borde osguro.

b) aislamiento directoe—

Agar de medio D1, D8, D 1l1l: no se observ§ desarrollo,

Agar de mediox D5: - - ’
118: colonia pequella; elegvada; lisa, borde-oscuro.
119: colonia pequefla, elevada, lise, opaca, -
120: colonie puntiforme, elevada, trasldcida,
321: colonia mediana, oonve:xa, 1{aa, trasldcida,

2) Transformador piloto N8 1.

a) Partiendo de virutas,
aaes Aislemiento previo enriqueocimiento.

Medio 1: no se observf desarrollo

Medio 2: pglfcula que al agitar cee en jirones, Lfquido tur—
bios
Ager de agua de levadura: . -

45: colonia mediaena, convexa, lisa, centro més g¢scuro.
46: colonia mediana, convexa, con arrugas finas, ondula-
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do, centro més oscuro,
Agay de mosto de malta: - - -
47: colonia prande, -convexa, lisa, oeniro més oscuro.
48: colonia mediana, arrugada, opaca,

Medio 3
Medio 4 : pelfcula no cerrada. Las "islas" no se deshacen ol
agitar ni se hunden,
Agar de agua de levaduras - -
38: colonia wedisna, elevade, arrugada, traslicida, muc
sa,- - - - - -
9% colonia mediana, elevada, arrugadal opapd, mucosa,
2t colonia grande, -convexe,-lisa, -centro més oscuro.
5331 colonia mediena; elevada, lisa; borde oseuro.
b4: colonie pequeiia, convexa, lisa, trasldcida,
Agar de mosto de malta: ' ' '
40;: colonia wediana, elevada, arrugada, ondulado, opaoa.

-

no se observd desarrollo.

Medio 5: pelfcula seca, crrug-da con copncistencia de papel.
Agar de azua de levadura: - :
43: colonia pequefia, convexa, lisa, oscura en el centro,
mucosa s - - - '
44: colonia mediana, convexa, lisa, oscura en el centro.

Medio 6 = aro delgado y pelfcula que al agitar se deshace y er
turbia fuertemente.

Agar de apgua de levadure: -
: colonia pequefia; corvexa; lisa; trasldcida;

colonia mwediana, convexa, lisa, trasldcida, mucosa.
colonia puntiforme; elevada, iisa, tragldoida. -
colonia grande, convexa, lisa, oentro més oscuro; &>
COo8a,. :
colonia grapnde, -elevada, lisa, borde mds-oscuro.
colonia mediana, elevada con rugosidades, ondulado,
mis oscure en ‘'‘centro y bordo. -
72: colonis mediapa, elevada, rugosa, entero, mds oscu-
ra en centro y borde.

vo IS8

~3~3

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

Medio 12 : palfcula con partes espesas que al agitar se desha-
ce y enturbia.
Azer de agua de levadure: - - -
4): colonia medisna, convexa, arrugeds fina, opaca, mi-
coSa. - : - -
42: colonia mediana, olevada, errugas opaces, ondulado,
mucosa.
Agar de maosto ds malta. _
65: colonia grande, elevada, rugosa, arrugas opecas,
Medio J : pelfcule con partes mfs espesas, Poco resistente, al
agitar cae en jirones, lfquido turbio.
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Agar de agua de lovadurai*

1: eolonia grande,-elevada, -borde -mids osquro.-Seca.
15: calonia pequeila, convexa; lisa, trasldcida,
16; colonia pequefla, convexa, lisa, oentro mds oscuro.
Agay de mosto de malta: - - -
3: oolonia grande,elevada, borde mis oscuroe. Seca.
1; colonia pequefia, oonvexa, lisa, trasldoida,
49: colonia pegquefia, wuy perocida a 17, aparece mfs tr:
lﬁCid&e - - :
19: colonia mediana, elevada, lisa, borde mfs oscuro.
&b) Aislamionto directo.-
Agar de medios D1, D8, D 11: no se observs desarroldo.
Agar de medio D5:
106: ocoloaia convexa, lisa, centro m&s oscuro.
107: cq%onia“semejante a 106 pero con oontro oscuro més
extensoa.,

b) Partierndo de vinegre turbio.-

Medio 2 : pelfcula tenue
Agar de agua de levadura - - -
7: colonia medisna; oonvexa, lisa; trasldcida. ’
55: colonia pequefia, elevada, lisa, borde mé4s oscuros
56: colonia grande, corvexa, lisa, centro mds oscuro.
Agay de mosto de malta. - '
8: colonia wmediara, elevada, liss = rugoca, borde ués
oscuro, - - v
0
21

colonia mediana, elevada, rugosa, 0pacae -
colonia grande, convexa, lisa, traslficida.

Medio 8 no se abserv§ desarrollo,
Meddo 11l : pelfcula con partes més espasas, muy resistentes,al
eégitar cas entera. .
Agar de agua de levadura.
1l: colonia gra~nde, -convexa, lisa, traslicida, algo on-
dulado el pordce. N
22; colonis puntifoxme, eleveda, lisa, opaca.
Agar de mosto de malta: - - - -
10: oolonia grande, convexa, lisa, trosldoida, entero.

¢) Partiendo de un vinagro estacionado.-

Se tomd material de los grumom que se habfan formcdo en el
producto y se¢ los extendid en caja corn placa de agar de agua de
loevadura: - ] -

1l: colonias elevadas, arrugadac, borde mis oscuxo.
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3) Transformedor piloto N8 III, Debidndose susponder el
funaionamientao de esie generador por rgoulter inservible el re-
oipiexte construfdo <en madera de haya, se aprovechd el rel.ir-
no con los gérmenes gque sobre €1 se habfan multiplicado, pauc
llevar a cabo los ensayns de acetificacién en frascos, descrir,
tog en el capitilo de wétodos - pdrrafo lb.

Los resuliado de lag trangformaciones se han reunido en
el grupo de zriTicos N2 1, en el que se ha representado en al-
oigas el tiempo ¢e incubacibn y en ordenadas la acidez total
expresada en 4cido acético.

Los distintos gréficos en ci cearecan de interés, salvo cl
hgcho de ponei de menifiesto la superioridaed de los medios H?
5, 8 ¥ 11 sobre los demis ensayados, rara este tipo de cowpio-
bvacién.,

De todo €ste material se sembraron en plecas de agar de
agua de levadura, pequefius porciones de las pelfculas y del 1{
quido siguiendo los procedimientos ya indicados. Por otra par-—
te e extendil de uscuerdo eon lo dicho en métoedos, el 1fquido
de raspado de las virutas obtepiéndose como resultado al) lade
de las colonias de bacterias, otras de hons08 que se desechi~
ron una vez reconocidos como tales macro- y microscpiocamenti~,

Pera mayor claridad, se bao sepgrado los cultivos, cuyas
coloniea se describen a continuccipn, de acuerdo ocon el medio
empleado pare la acetificacién, designdndolcs con la letra A
geguida dol winero de ese wedio,

l, Pariviendo+de las pelfculas:
JA1: Pelfcula gque se hunde entera 3in deshaccrse ni enturbiar.,

20l: colonia grande, convexa, lisa, centro més oscuro, muCOSE.
202: colonia chica; poco elevada, rusosa, 80C&. -

203: colonia chica, muy elevada, lisa opaca, entero.

204: oolonia mediana, muy seloveda, lisa, opaca, lobado. "

205: colonia chica oonvexa, lise, centro mls oscuro, mWucosa.
206: colonia puntiforme, conve:a, lise, traslicida.

A3 pelfcula ‘tenue con pequeiias nudosisdades, resistente, no
; se hunde. Liquido lf{mpico. :
207 : colonia grande, convexa, lisa, trasldcida.
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A 5 ; pelfcula mucosa, resistente, hundida

212; oolonie mediana, muy elevada, 1lisa, opaca, N
213s colonia grande, muy elevada, lisa; opace, ondulado,.
214:s oolonia puntiforme, elevads, lisa, trasldcida.,

A 8 : pelfcula cerrada, poco resistente, que ge deshace ea ji-
rones que caen, iiquido turbio., - -
218: c¢olonia puntiforme, convexa; lisa; traslfcida.
219: g@olonia grande, inuy elevada, lisa, opaca.
220: oolonica wediana, elevada, arrugada, Qpaca.
22ls colonia yrande elevada, lisa, borde mfs oscuro.
A 9 : pelfcula delgada, coa nudosidades, poco resistente, que
80 deshage en jiroaes gque caen. quuido turblo.

222: colonia prande,-conveza,-lisa, traslicida, y
223: colonia mediana; elevada; rugosa, borde més oscuro.
224: golonia mediana, convexa, lisa; poco traslicida.
225; @olonia pequefla, convexa, lisa, opace,

A 10: pelfcula muy parecide a-la formada en A 9 -
208: ocolonia grande, -conveza, lisa, centro més-oscuro.
209;: oolonia pequeiia, muy elevada, lisa, opaca.
210¢ colonia puniforme, convexa iisa, %rasldcida.
2ll: colonie mediana, muy elevaéa, lisa opaca.

A 11: pelfcula tenue ccn nudosidades muy semejantes a la forma
da en A 9,

La caja correspondiente tuvo .que deseoharse por haber si-
do invadida ggr angullulas, procedenies sin dude de las viru-
tas de eate ico aparcto que frera acetificado con vinagre sin
filtrere En ol lfquido del eansayo de acetificacién respectivo -
fué observade la presepncia de esos nematodes, en nimere escaso,
gin habérsele dado importancie,

Cabe dejar constancia que también en los liquidos de los
ensaycs A9 y A 10 se observé la existencia d2 ensuilulas sin
que haya tenido las copsecuencias de este caso partioular.

2) Partiendo de las virutas.

Al-D21: .
ocolonia puntiforme, convexa, lisa, trasldcida,
colonia puntiforme, convexa, lisa, trasldicida.
colonia pequefia, convexa, lisa, traslfcida,

wed

Al-S .
colonia pequeiia, elevada, lisa, borde-m£s osocuro,
colonia pequeila, elevada, lisa, opaca.

colonia pequefla, coavexa, lisa traslficida.
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le«D8, D1ll: no se obssrvd desarrollo
2-D 2 : - -

95: eolonia grande, marrén clara, lisa, convexa, muco-
S8e~

2-D5, D9, D1 no se ¢hsexvé desarrollo.
3 =D 1)

97: colonia grende, alevada, rgosa, seca.
95: colonia Semejaate & la 97 pero més oscura,
9: cononia zrande, convexa, lise, opacg, se0a.

3 ~-D 3. D 10: no ce obgervé dasarrolle

0

9
10

D 5: no se observle desarrollo

D 1ll:
113: occlonia grande, €levada, ruzosa, borde ondulado ¥y
© wés oscuro.

114: colonia grande, elevada, lisa, horde entero y wés
ouCUro - -

115: colornia grande, cleveda, lisa, opaca.

116: colonia pequefia, lisa, clevada, opacs.

117: colonia pequeda, lisa, elevada, borde més oscuro,

- D l) D 8, D 11: no 3¢ obsexrvé desarrollo
- D 2 . -

94: eolonia grande marwén clara, convexa, lise, tras-
ldecida, mucaca.

-D5, P9, DL no se oLservd aesarrollo.

- D
colonia gronde, glevads, rugosy,; Seca.
sene jante 2 lo 96 pern mucho wmis paqueila.

A 10~-D3, D5, D 10: no sc onsorvd desarrollo.

A ll - D 1

A

1)

102: colonia grandc, warrdn olara, convexa, lisa, tras-
l8cida, mucosa,

103: coloanie pequefla, cernvexa, centro mis oscuro.

104: colonie pequeda, convexa, traslicide,

3) Partiendo de los lfquidos
130: colonia raquefa, elevada. lisa, borde mfis oscuro.

132: colonia pequefla, alevada, lisa, opaca, borde ondr-
2ado.
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A 2) -~ . - -
13)1: colonia mediana, elevada, lisa, opaca, borde enteyo.

A g) .
134y colonia grende, lisa, ccavexa, trasldeide,

A 11) ) . . - -

153: ocolonia gronde, coavexe, lisa, centro més oseuro,

11). compsitacidn de las colonias aiglodas (en placas de agar
de ague e levadura plucoscda/. '

. ———— —

Oomo ce sdelenid en el capitulo de wétodas (pdrrafo 1)
estas compareciones fueron llevadas a cabo para eliminar los -
duplicados y verificar simult4noamentc le pureza de los culti-
vog. Como reaultado de esta dltima operaciln debieron sumarac
e las ocepas exlatentes otrae que se detullan a coniinuaciln:

Culiivo del transfcormedor incustrial:
26Q: coloria pequeila, elevada, liga, opacae. ]
73,1: colonia grande mexrén clara, elevada, lisa, con
contro m4s oscuro, ) .
73,2: colonis grande, elevada, lisa trasldcida,

Cultives del transformador esperirental IS 1):
Hlo § colonia elevedo, lisa, bowde entero, opaca.

51t : oolonia convexa, lisa, traslfcida y centrc més cs-
curoe
$55 ¥ 56.4t provenientes de Gos Gepas con oarseter{siicas
T 55, gque se difarenciaban por fermar o no res-
reciivamente, polfculas sobre el ague de oon-
densoeciba en el “ondo de los tvbos con agaer
iaclinado.

La agrupacifr de acuerGo con ¢l anpecic de las colonies
ha 8ido la siguiente:

1) circulaves, convexas, ligas, borde entero, tragldcida:
@) con cenire més vszcuTo:
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%) oultivos aisledos del tronsformador industrial: 26=-20-
37~59-60~62~73,1-119-120~121,

7) oultivos aislados del transformedor experimental N2 1:
7=10-15-16=17=19=2]=33=4 2~45=44=45=46~49=50~5Lee52=55 -
56716=68=70-106~107 ,~

%) cultivos aislados del transforwador experimental N2II':
39=91=07=1073~132=13¢»201~203=211=212~2]9=224~

V) 9in ceantro m4s oucurs:
X) cultivos aislados del trongsformador industirial: 13-
142627 =303 L =% 3em 2} 3 4 +64im) Fr, 2=TF 4
¥) cultivos aisiafos del transformador experimentel N2 I:
53=11-40~4 ]~
z) cultives aislados del trausforpador experimental N8
III: 102-207~222~
¢) semejantes a b) pero puntiformes:
oultivos aisiados Ael transformadoxr experimental NE
I1I: 82-84~92-104~206=210-~214~215~216~

2) oircularcs elevsdas, lises, borde entero y mds ogeuro! .
x) cultivos aiglados del transformador industrial: 5=
25293 2~36~5758-(3-110~
y) cultivos aislados del) transformador experimental g -
139475 3=54-5505~
z) cultivos cislados del bransformedor oxperimental N®
I1I3 88~114-117~130~221-

3) circulares, elevodas, liscas, borée eniexro, cpaous:
x) cultivos aislades del traneformader industrial: 12~

26b—-61~-66
¥) cultivos_aislados del trsnsformador experimental NI,
8"'22"‘510 N

Z) cultivos aislados del traonsformador experimental N8 |
I11; 90=03=04-95=115=116~131=204~209=213m217=220~22% -

4) cigculores elevadas, lisas o mugosas, borde entero u ondul .
do, opaoas:
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y) oultivos aislados del transformador experimontal
NS I: 20""480

%) cuitivos aislados del tyansformaeder experimental
Ne III: 113-202~218-223.

5) circulares, elevadas rugosas, borde entero mds ogouro:
cultives salslados del transformadeor experimental N2 I:
1' -()9 .

6) circulares. elevadas, rugosas, borde ondulado, centro y
borde mds oscuro: cultivos aislados del itransformador ex-

perimental N2 I: 71-72

7) ciroular, elevada, lisa, borde entero, opace oon anililo
concénitrico nfs tresldeide: cultiivo aislado del transforw
mador inductrial: 23

8) colonias distintas de las anteriores que provieren proba-
blepmente de ccntawiracicnes: 97-93-105-133.

De ceda grupo de cultives, asf definido por las caractg
r{sticas de lac colonias e las mismas, se elizié uno pars -
realizar su descripcibn completa de acuerdo con las normas yeo
goilaladas. En elgunoa cesos, en que pudieren apreeiarse peque
flag diferencies contxe los cultivos,que sin cgwbiarlos de ag: -
pacibn, permitfan ou distinrtlén de los Jemés, .se separaron
tombién estos para su entudio detallado. Todo, para que el
eonjunto de mérmenes & dencribir fusrs lo nfo representativo
pogible del watorial eislado de log distintos generadores,

A coptinuacidn se detallan las cepas gue fueron glesidas.
indicéndose el gruro el que represenivaban por su ndmero de
oxden:

28~73,1-121 1y :51t~56,5-50,¢ 89~91-224~132

lax: laz
1bx: 13-14 lby: 3 1l bz ¢ 202
2x ; 5-li8 2y 1. lec v
3x : 12-26Dh 3y: 8-51i0 2z : 88,
7 : 23 4y: 20 3 2 : 93=94=13]
5: 1 4 3 ; 218-223~113

6: 71
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cxeepeidn del cultivo N8 1 (grupo 2b) que se perdil

por envejeagimiento fuercn todos estudiados e intentsda su cla-
gificacién deo acuerdo con las descripoiones anteriores.

I1I,~0STUDIO DE LOS CULTIVOS.~ El método de esgtudio siguid en
1lf{neas generales, como ya se ha dicho, las normas del "Manual
of Methods" citado anteriormente. En cada tipo de caracter{s-
tiea se ha procurado agrupar a los gérmenes con el fin de fa~
gilitar m4s adelanie el hallazzo de las correlaciones necesa-
rias para su clasificacibn.

1) Caracteristicas morfolézicas:

_ Todos los gérmenes resul-

taron aef?bdvilas ¥y Gram negativos, pudiendo diferenciarse
por su forma ¥ agrupacidén celular los siguientes grupos:

¥t

bo""

(o P

do"

bastones de 3 a 4 x 1 4 de extremo redondo rectos o
geramente ourvados, observéndose formas de involuoién
v oélulas generalmente aisladas: 1 - 132; oon algunas
cadenas de pocas células: _12); no presenta oadenas ni
formas de involucibn: 118.

bastones de 3 x 1 4+ de extremo redondo, reotos o poco
curvados; muchas células aisladas y algunas cadenas
cortas: ocon_involucién, 5-13-14; con poca involucifb.
26b-28-56,¢.

Células aislades y frecuentemente de a pares: 6on po-
oa involucién: 8-12; com mucha involucién 562; aélu-
las aisladas y puchas cadenas largas, se observa invg
luoibn: 71-73,1.

bastones de 2 a 2,5 x 1 .« genoralmente rectos de ex~—
tremo _redondo; células aisladas y frecuentemeate de a
pares, se observeron formas de involucién: 102-218~
223-224 oon muchas cadenas larges y sin involucién
blo.

bastones de 2,5 x 1 # en su mayor{a rectos y de extre
mo redondo; se observar células aisladas, de a pares
Yy an catenac cortvas o lergas: 88-80-92.
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e,~ bastonesde 2 x 1w rootos de exiremo redondo; odiulas
gisdadan, ¢c a pores o o« 6adona, iavolucidng 3-"174;
den.pocos cadenas e involucidnt 1ll3e«131-215,

Lo~ bastonog de 2 x 1 4+ recios do extremo redondo; odlue
las aialsdes, de a pares ¢ en cadenas, gin involu-
0ién: 3-51%; con pocas cadenas & involucidn: 113-131-
215,

g+~ COOObacilous de 18 x 1l¢; 0élulcs alsladses o0 do a pa—
res: 20-93-94~23%.
2) Dasarrollo en madios aélidoa;

a) Colonias en superfiocie de agar de agua de levadura gly
cosada con cistina; pueden digtinguirge los sigulentes
tipoe:

Tipo 1l: gronde, ciroular, convexa, lisa, berde entere, punto

' occntral oscuro visible a ojo desnudo;

muoosas: gramulaciba gruesa: 1V

granulacién finas B8=113

gecas: grenulacibn finu: 89~91-224

Tipo 2; srende, ocolor marrén claro, cireular, liea, borde en-
tero, convexas, con oentro osouro més o menos extendi-
do:
mucosag: zrenulacids gruesa: 13-14~71-93,1

gremudacién finas 3-28—51t—5616—88-l21-118—
218~-223
gocas: granulacién gruesa: Hlo
granwlacibn Fina: 55,=215

Tipo 3: eirouler, pooo elevada o convexa, lisa, borde entero,
tralfcida, mucosa:

graaulacidn gruesa: 5
granulacifn fina: 102

Tipo 4: ciroular, pulvinada, lisa, borde eateréy opaca, seca,
granulacidn fina: 23-93

Tipo 5: cirwmlar, convexa, lisa, Dorde ertero, opaca, seca:

grenulacifa gruesa: 12-20
granaic 3idn Tiua: 2Ch--24-13%0

- -
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Tipe 6: ciroular, convexa o olevada, lisa, boade entere, con
' eentro o borde m4s osouro, seca, granulacidn fina: 132.

b) Crogimiento on eostria:
ha permitido el astableecinicato de algunes grupos que
ge ban mantenido también para otras propiedades:
Tipo At rosario fino & filiforme, poco brillante & brillante,
eon pelfcula sgobra el agua de condensaoifn en el fondo
de los tubos: .
8) friable: 23-12-56.-94

b) friable; algo viscoso: 1=8«20=131=215-91
¢) membranoso: 93~113

Tipo 2: rosario fino, opaco, viscoso y frieble, con pelfcula sg
bre el lfquido de condensacién: 132

Tipo 3: rosario fino, poco brillante, friable algo viscosop, &
baja temperatura com pelfcula en el fondo del tubo, de)
gada: 28—5616

Tipo 4: roserio fino & filiforme, sin pelfoula aen el lfquido de
condensacifn:
a) viscoso y brillante: 51t-102-3 .
b) viscoso y poco brillente: 13-14-510-73,1-113-~121
o) friable y poco brillarto: 5-26b-71-88-39
d) membranoso y opnco: 218-223-224

3) Cultivos en geleatina (puncién)
Ninguno de los cultivos determind licuacién del medio;

en guanto & los caracteres del desarrollo se enoontraron los si
gulentes grupos netamente Jdiferenciados:
1) eroaimiento continuo o en forma de rosario fino & lo lar-
go de la funcién: l—3~518—12—13—14—26b-28-51o—51t~5616-
71~735,1~88~89~91~102-118-121-131~-132~
218-223-224
2) crecimiento rizoide o svrborescente: 20-562~93-94-113-215
3) desarxollo ea forme de campana: 23
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3) Dosarrollo en medios 1fquidos:

a) ague de levadura glucosada, con eistina:
83t bay formacién de pelfcula:
resistente, superficiel o hundida;
tifie con iodo: 1%8~12-20=93=04~113~131ms215=562
no tiije con iodo!: 23
débil, _superficial, no tiiie con iodo, hay formacidn
de aro, sedimento y turbidez: lg;14~26b-28—51t—5616-

a,: no hay formacidn de pelfcula con &aro, sedimento y
turbideg: 5~510-73,1~09=113~121=213=223~224 .
] sin aro, pero eon sedimento ¥y turbidea:'iagl-88-9l-
(V)
b) azua de peptona glucosada con cistina:
byt hay formacién de pelfcule resistente,. superficial o
hundide, tifie oon iodo: 1-8-12-20-562—9}-94-113-131-
215
no tifie con iodo: 23 .
d4bil superfidial no tifie con iodo, no se forma aro,
pero sf sedimento y turbidesz; 13-14-28-51t-5616—152.
b,: no hay formacidn de pelfcula, se observe aro, con
turbidez vy sedimento: 3=510-89-91-218-223-224
no se observa aro, pero ef turbides y sedimento:
5=26h=71-73,1-88~1028=118-12]
de los formadores de peliculas merccen ser citados pspe-
cialmentae: 1V~£-20-93-94-113-215, cuyas formaciones correspoy
den casl exactamente coa les que la literatura oonsigna oomo
pelfoulas de B,xylinum: gruesod tapaones_que se amoldan a la
forma de los tubos, en camo de hundirse, se emiten tenues fi-
lamentos mucosos hacia la supoerficie formidndose ung vez alcayp
zada la nueve pelfcula consistente Herneberg (1) .

4) Caractorfsticas biogqufmicas: se efeotuaron todos los ensa-—
yos previstos de acuwerdo con @i plan de trabajo establecido,
encontrdndose que todos los cultivos ensayados exan incapaces
de formar hidrdzeno sulfurando, indol y nitritos a partir de
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nitratos, tampoco tenfen acoién sobre la leche, Por el contrae
rig, todos resultaron formadores de catalasa y dan reaocidn al
rojo de metilo positiva. En lo que respecta a las reacoiones d:
Voges Proskauer y Seliwenoff se consignan los resultgdos obser
vedos ‘oonjuntamente con los de la nccidn sobre los hidratos de
carbono y sustanciag arines, cowo también de la tineidn con io-
do 48 las pelfculas, en el cuvadro N¢ 1,

Los virajes del indicador haste amarillo {acidificacidn
fuerte) se marcaron con +; hasta anaranjado amarillento (acidi-
ficaoidn débil) con (+). En ) caso de lag reacoiones e€sos sig-
nos mentienen su signifiocado cuantitativo. Como transformaocidn
lenta (se sofiala ocon "L") se¢ computd aguells que se produci{a
en un lapso mayor de tres dlas.

5) Caracterfsticas fisiolbpices:

. Indes los cultivos sin excep-
oibn se comportaxrcn frents al oxizenc del mismo modo: oOomo aerg
bios a mioroaseréfilos.

_ Con regpecto a l& ftenperatuca se encontrd, también para ty
dos, que la m4s fevoruble fué 302C. Referente a la cepacidad 4«
desarrollar a temperatwwo:s mayoses que la sceiialada pudieron re-
conooerse fdcilmente hres grupes, 8 saber:.
grupo 1; no crecer & 33 ¥y 378¢C: 1V-26b-51t~71-88-91
grupo 2: crecen a 3320 y no 5720 7-8-10-20-510~94~102-113-131..

132-225~210-:224, -
grupo 3: crecon & 33 v e 472: 5«13-14—23~28~562—5616-73,1—89—
93-113-100=-225
Ninguno de los cultivos presectéd signos de desarrollo a
458C,

IV.~ DISCUSION DE 10S RESULTALOS OETENIDOS.- Tas caracter{sti-
cas moxfolégicas no aportan ninguna informacidn que pudiera re-
sultar valiosa para la identificecibn de los gérmenes, objeto
ulterior del presente esiudio; nu rarece existir correlacién
con las demfs propiedades, En meclilad ino podfa eaperarse otra
0osa; bagta rocordar los diversos factores que Janke (1) cita
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cono influyentes sobre estas oaracterfsticas, Entre ellos me-
reogn oitarse la tomperatura cuya influencia estudiare Hansen
(3), edad del cultivo, naturaleza f{sica y quimica de los suly
tratos, todo esto en lo que se refisre a los factores denomi-
pados externos por aquel invest.zador. Pero hay mde,'al mismo
autor reconoce la neccsidad de diferenciar entre las verdade~
ra8 formas de involucién, estados, degenerativos de la célula
¥y lo que se llaxa formas hipertréficas de resistoencia dg les
gdiménes frente a los propios productos del metebolismo, capg
ces las Wltimgs ce evolucionar hacia las formas primitivas,
Concibe Janke, basado en ese hecho, un ciclo evolutivo de la
célula que en el caso de las bacterias del grupo rances y Pag
teurianum serfa:

bastones cortos

d \
cadena libre bastones largos
| |
cadena con vaina filamentos
7
filamentos
hiunchados.

Nada dice la literatura cobre una posible gemneralizacién
de tal observacién, ni se ha cnfirmado la presencia de vai-
nas que harfa relacionar esto ~rupo de hacterias con las
Chlamydo~bacteriales.

De cualquier manera lo enterior ladica la dificultad de
obtener resultados comparables: debe tenerse niesente, que
dado wn substrato cualquiera. los diferentes gérmenes podrén
aotuar sqobre 41 de muy distintas moneras y gque de acuerdo oop
lo dioho, la morfolozia serd deatro de ciertos lf{mites conse-
ouepoia de ella. Se infiere entonces que 86lo con una riguro-
sa "gtandardizacibp® podrfin lograrse consecuencias dtiles.
Que tal 0osa no se _ha producido queda demostrado ocon 1los re-
sultados obtenidos.

De las observaciones rcalizades sovre las caracterfsti-,
cas del crecimiento en medies s51idos cabe destacar la impor—
tancia de la agrupacibén de las bacterias de acuerdo oon el
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desarrollo en ostrfs, dondie se observan dentyo del tipo 1 to—
dos los gdmenes, que luego se encontrarin eomo fommgadores de
palfoulas resistentes en Ya superficie de lfquidos, Ia delimJ
tecifn gerfa cosi perfecta, & no ser por la necesidad de ubie
car dentxro del grupo al cultivo 91; dada su facultad de forma:-
pelfoula en el e;ua dc condensacién de los tubos, formacidn
que nunoa produce en medios lfguidos. Hay que tener ep ouentu
tambidn, la Gefinicilén del tipo 3 as{ ocomo la del 4b que reu-
pen microorzanismos de cavaciyeristicas bioquimices sino igua-
lea, a)l menos nuy somejantes.

Lo puncién en _gelatine pemmitié separar & los migroorge-
nismos tipo xylinum, diferewciando ademds 1 y 8 que por otras
propiedades son lgs que més se alejeu de ese tipo.

31 bien el aspecto de las colonias permite entrevor algu-
no relnciln con las demds propiedades, la delimitacién de los.
gxupos no ow lo suficientemente precisn ocomo pare obvtener oon-—
clugiones paro la oclosificacidn 38 163 cultivea., Es indudable
que esta ooracterfatica ha sido de gron utilidad para une com—
paracibn prelimineor del material aislado, que £e llev§ a cabo
bajo mantenimiente esiricto de la ignaldad de condiolones, co.
el objeto de eliminar aquellas cepas gue resultaban i1déntico-
en 61 mie amplio sentido de la palodra. Como ya se dijo, pequ’
flas diferencias bastayon para scparar mis de un oultive de occ-
da uno 49 los grupos astableoidos. Pero evidentemente, osta cv
la mfxima funcién que puede degemmelflar Lol observacién dentro
de un estudio como el presente,

¢

El oomporiamiento en medios l{quidos, ha side indudable«
mente uno de loa critexrios selectivos .de mayor importancia.

Por de pronto, los dos grandes grupos que se ~@elimjtan.
se hap mantenido para los dos substratos enszayados y mds, al-
gunos de los subgrupos también subsisten al ocambiam d¢ medio.

10 que no resulta preciso, es la diferenciacién dentro
do log tacierias que no forran ‘+nelfculas, de acuerdo oon la
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caepacidad de producir aro solwre lu pared del tubo y ls auperfi
ole libre del 1l{quido.

.Paro sfn aguf{ se observau &lz.nos cultivos para los cua~-
lea la propiedad es constante: 510-89~-218-223~224, entre los
que . los que 1o forman y 71-88-1C2 =2ntre los que no forman ese
8X0,

M8s intercsinte scdovia,; es el hecho de que tales divisic
nes 80 COorreaponGel €1 8yor o mepor gredo con las que raesul-
tan de la comparaciéa d= 129 propiedades bilogquimicaa.

La naturaleza celuifsica de algwnes de las pelfoulas {re~
velada por la coloxacién con 3odo) fué oiro carfcter de valor
para el intento do la clagificacién, en especial cuanto ge co-
tejabu el resultado de esa reaccidn corn la de Seliwanoff.,

Epr lo que 89 refiere a loc caructeres blogufmicos se ob-
servaron algunos peneralea para todns los cultivos, asf, son
en su totalidad formadares de cctaelasa, positives para la rccg
0ién 8l rojo de metilo, mo producen hidrézeno sulfurado, in-
dol, ni nitritos, y no actdan sobve la leche en -las cord igi.o-
nes de experimentacifn en gue FTuaron realizadasg,

El cuadro combipadn (X2 1) de lac restantes propiadadeé
estuiiodas ha permitido le definicibn de asrvpaciones que lue~-
go se constituyeron en la base de 1o curacterizacién de los
cultivos, '

En gse cuadru ce lag ha 3sparado rox 1eéin de rayas-hori-
zontales, siendo o n¥maro consignado en lu 4ltima columna el
de difercrciacidn de cada gruno. Deatro de alzunea de elios
hay diferencias cuelitativuas que no pcsan empero, ifrente o loc
demfdls oriterios de divisién. .Asf vpor ejomplo, llame la aten-
cién la acidificocifn de la galectosa por perte del cultive 1o
¥ no del 131, ambos perteneciartes al grupo 2, pero basta con-
siderer la reaccidy de Vogees Prmoskaucr para justificar la deif
miteoién del miswo, en pgeveral, en esos cados se ha dado parti
oipaoifn tambidn al resuliado de otrog observaciones y en es—’
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pecial al desarrollo ev medigs 1fquidos T la naturaleza de la
polfcula formada sohre estos. Con €llo se han sefialado los crj
teriow ::de Aiferenciocibn que més contribuyeron g establecer
la probable identidad de los pérmenes estudlados., Iag difercn
clag ouwentitatives en_las fermenteciones se han dejado Ge 1 adc
para la olasificacifr, habviénivselas consignado dnicamentc a
los efeotos do la descripcibn,

Los recultados {8 las observaciones sobre las propieda-
des fisiolégicas no pudiexan aprovecharse pesra aqual objeto,su
importancia es de otro orden, Asf por ejemplo, la rolacida oor
ox{en0 bhallada (pucden bastarzme con tensiones de ese go® muy
digminufdas) cerrobora la conclusifn gue obtuviera Witsteafeld
(6) a) estudiar le influencis de.la .mzduccibn de la ventila-
0ién on generacores industriales.

A 9u vez, el hecho de haher odblenido cultivos eepaces de
desarrolisxr a2 372C, alguros 4de los zuales se encontraron lue-
go identificables cop B.Bchlizewbachii que seyin ios datos de
la --literatura no crecs & ese tewperatura, demuestra gue hubo
en o) transfommador industrial onalizado microbiolésicauentie,
upa aclimatacibn de gérmenes de 8ltg poder scetificamte a lae
condiciones imperantes en caote pafs. Tales eepag podrfan ser ¢
plicadac pare las acetificecidén con cultivo puro, con la finali
dad ulterioxr de eliminar o ai menod redicir log trestormos ea-
tivales tan comunes ex las fdbricag argeJtinas.

V) ngﬁl 'IGACION DE IAJ BACTERIAS § “D'UQ;ADAD.— El aprovecha~
miento de un ciemtc tino de sarentercs consipgn2do en la litere
tura eobre los gémenes acbiices, ha permitido ubiear si bien
88lo aproximadamente, algunos de los cultivos estudiados,

A continuacifén, se detallan hrevemente las distintas ane-
logfas halladas, a8f como las razones que las justifioen.

Btre los gérmenes Ge esquema de fermentacién gsencillo eg
t4 e) 51t gue no forma cuerpoc cetéricas de sorbita, da une pe
1foula débil en medios lfquidcs 7 que podiia corresponder a
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B, acoti (Hansen) de acuerdo con la descripoiln de Henneberg
(1)¢ Con eagueme simple, pore receccibn de Veres. _Praskauer po-
sitive se encuentren 131 y 12 comparables con D. Ktsingilenum
0 B.Pastouriarium por la nsturaleze colulfsica de su pelfculs
6 incapacidad de produclr sorbosa a partir de sorbita,

#igniendo cor los cultivos de pequeiio poder fermentativo,
reacciones Seliwaencf{f y V. Proskauver negatives, se halla el
23 cuya pelfcula no toma color cor iodo y 4cido sulfdrico ¥y
que presenta analogfas con D.acctosum (Hennederg) gérmen que
Baijerinck (1) considéer§ como variedad de su B. rancead,

los oultivos correspondientes a log grupoa 4 a § inclusi
ve deld cuadro de propiedades bio,qufwicas, no preseantan seme~
janzas gon ninguno de los microorgenismos acéiicos descriptos,
8in que por _ello pusdan considerarse como no pertenecientes a
eaa familia, No tiene sontido consignarlas como especies deg
oonocides hagte tento nu se puedar realizar esatydios compara-~
tives con ocepasy degcendientes de las originales, Tal trabajo
goxregponde en realidad realizarse también para_los oultivos
en Yoe que ha sido pocible esteblecer paralelos, aungue en e
to caso, s0lo se trate de ccmprobar la ubicecién gue se les
ha dado,

Los pgrupos 1C, 11 y 12 del mismo cuadro, reunen bacte— _
rias incapaces de nroducir sustancias cetbnicas o de sorbite.
nl acetilmetilcarbinol de glucosa, forman o pelionlas y en °
los casos afirmativos éstas gon débilegy y 9¢ deshacen por
simple agzitaciér del 1l{quido. Todos formeban sro en agua de
levadura y de acuerdo con le facultad de acidificar eacarosa,
maltega y lactosa se diferenciaron los grupou 11 y 12 del 10
(cultivgs N2 13 v 14) que no atacar esos_azficares, los prime-
ro3 88 clasifilcacron como gewmejantes a BeSUzembachil distin~
guiéndo. entre 28 y 5616 que no produzen foido de gliosrina y
sorbita y forman siempre pelfculec sobr® la cuperfiole de 1f-—
quides, ¥y 73,1~-118-121-510 que no dan pelfcula, pero acidifi~
oan 6808 alcoholes,




BEn realidad 5lo ocupe upa posicién intermedia'entre esas
dos posibles variededes &e B.Schlizembachii. Las cepes 13 y 14

8¢ muestran pareocidas a D. curvam eapccialmente en los que
respecta & su capacidad de formentacidn,

Loa cultivos 5 y 102 si i, ual que los del los grupos 4-9.
no Be agemejan a las agspecics tf{picas, podrfA empero aceptax
ge una analogfa con Be.Schizenhachii, por agrupgrse en reneral
junto con los érmenes clooificados como tales, La mayor di-
vargencie reside en gue atacen la sacaross y determinon reac-
¢ifn de Vouzes Proskouer positiva.

Ias baoterias de las clases 14 a )7 oxidan todos la sor—
bita a sorbosa, todos forman pelfculas sruesns de naturalesa
ecluldstoa y se har separado por un lodo 8 y 20 gue ocidifi~
aon maltosa, laectosa, rafinosa, y por el otro les de los gru-
pos 18, 16 y 17 que no los otacan. Los mrimescs se han consgi-
derado ooxr._esa rezdn anfloges o B xyliroides y los segurdos a
Bs xylimum, Dentrc dol tipo xylimum, se he dividido de aouer-
do con e} resultedo de la reaccién ds Voges Proskauer, difes
xenoiando ademds 1V mor no acidifioar la levulosa, asf oomo
por su comporiaciento en puncidn er gelatina y con respecto &
la temperaturae.

Ia .po correspondencia de los egquemus de fericentacidn
¢8 las bacterias ectudiadas, corn los corsipgnadoy por otres au
tores en cuanto a la gccifn sohre algunos azdcares o alaoho-—.
lea no revistie mayor importancia, por cuanto loz segundos di-.
fieren entre sf para muchor de los miocroorscnismose estudiedos,
En egle sentido se tranacriben en el cutdro lig 2 los esquemas
hollados por Henneberz (1), Dothenmbach (1) y Herman y Neus-—
ebul (1) para las scetobacterias probablemente reprgsentadas
entre las estudiadas con exccpeily de D, _eurvum y B. Sohfizen—
bachii cuyas femoeniaciones estudiadas por Hennebers y Rothep
Yach s#Qlo representen diferencias cuantitativas entre los re-—
sultados balladoes por uno y otro eutov.
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1o notsdble @8 gue Hermann deoja constengia de habsr trabajaedo
con duplicadoa de las oonas oxiginales,

Iga datos encontradcs en la litermatura han permitido llc-
gar a congiderar camo p:robeble las_identvificaclones de las es~
poecies owtudiadas :gn este trahajo, en la forma que me ha cou--
sidersdo més arriva,

le confimmacifn de ectas concludiones y sl estudio més o
cabado de los culiivos que n& hen pndido ser identificeados gb--
lo podrd: realizawse luego de un ultorior.trabajo de sisteméti
ge de este intercsante grupo de¢ bacterias, proferentements en
oovperacifn con los cultivoe grisinales que debieran reunirse
o3peclalmente con estec abjecto.
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GAPITUIO I

QUNSTHUCGION DE UNA PIANTA PILOTO PARA LA BRATORA-
QIQN DE VINAGRE FOR EL METODO RAPIDO,

1) CONSTRUCCION DEL GENERADOR PII010.~ De acwerdo con
‘do8 principios de Ytrabajo, se trata de reducir proporoional
mente dentro de lo posiblie, un transformedor répide de %ipo
normal %al como el descripto en la obra de TRistemfelg (1) ou
yas ddmensiores Morur encontradas oomo las mis apropiasdas .
para temperaturas ambientes wedias de 15 a 208C (Schrank (D) ).

las referenclas citadas, dan para un generadoxr de egeo
digeflo las caraoctor{sticas seiialadas en ESQUEMA Ng 2.
el eaquema N§ 2 con un eapacio librse pa Py
ra material de <yelleno de aproximadao-
wente 1,2 m}, coumprendidos entre la ecri
D8 on la parte superior y ol oontrafon-
do, on forme enrejado, er la inferiox.

Al proyeoter el aparato recucido,
8¢ tuvioron on auenta las medidaf de la
parte oentral que coaternfa el rslleno,
dado que por razones de erden prfctioco tuvieron que modifi-
oarse, tanto la “ofmara supericr como el pequeiic dopdsito de
produoto temminado. Deduciendo entonces de ayuellas dimenaig
res, resultaron para un aparato de alredecdor de 3 litros de
volumen para relleno estag otros:

altura 27,5 om,

did.supe. 13 cm.

difm.inf. 11,8 cm.; entendiendo que se refe—
rfen a la powoidn de generador que contendrfa el material de
relleno,

Como desce un principio se pensé en la posterior Sadap~
dacibn deol sistema do ocarga automiiico se aumentf le altura

da 1a Afmana anvacrdiAan Ao Q an. nn+n Aedin» arfd A1 aenanin Aan-

—
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de aolocer mds tarde el dispositivo para carpas intermitentes.

La altura de) deplaito inferior, proporcionslmente comres
pondfan 2,6 om,, go aument$ a 3,5 em, para poder, ubicar oon
més comodidad o) tubo de salida, asf couwo las perforaciones
para verntilaoidn (respiradercs) que on némero de cuatro ge
praoticaron dewde afuvera a le altura del contrafondo y del
tal modo que resultarcn oblicuus de arriba heocia abajo y de ¢
fuorg hacla aderntro pars detverminar por debajo de csae falao
fondo en la parte irtcricr, Su difmetro fué dc 1 om.

M wn tipo posterior, gue es 0l que puede apreciarsec. en
la figure N§ 1, preparado para s2r colocado en terudstato, 3o
gustituyeron esos 4 respiraderos per uno @nico alimentado a
trevéw de un tubo de vicriv «modado d¢ 7 mm. d¢ luz, Que emer
gfa de 1la partec suporior del termbstato y terminaba on el ine
terior del aparato, sobre ol centro dcl misimo, on @l extremo
biselado para evitar la acumulacién del 1fquido dentro de 1le
rama horizontal de aquél,

Para la construccibn se eli; ié modera de rodble, que do. —~
acucrdo con Wistcnfeld y Kreipe (2) ha reaultado eer la mo~
nos permeable a los vaporcs fcilos y algohblicos, Se roaliznb
tanbidn wn ensayo emplcanlo meders dc_haye inprcgaada oon pa—
rafina una vez que sc armd§ el aparcto, resultando wn fraoaso
absoluto: ademds de las filtracionez, se deformaron las due~
las puwnto de perder solidez el recipicante, En todos los casoa
el espesor de las duclas fué de aproximudomcnte 1 om.

El esquema 112 3 fluastra sobre la distriducién interior,
asf como la forma de ajuste de contrafondo y criba,

Ias perforaciones de la ¥ltima, coriada tembién en made-
ra d¢ roble, se hicieron con mecha de 2 mm. ubiodndolas sobre
1f{neas peralelas, cen 1,5 om. de distancia entre 8stas y tanm
bidn entre las perforaciones, cuidando yue aquellas de lfneaad
gontipglias quedaran corrlidas entre s{ waedio espacio.
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Para asegupar el goteo lento de las afusiones, dentro de
log lfmites fijados en el capftulo anterior, se cerraron los

agnjeros de la criba parcialmentcecon trocitog ds paja.

El contrafordo se prepard con trozos de varilla de made-—
xa coleocadas paralelamente y asesuradas por igual ndwero de
otras wés finas que las atraveocaban pcpgendicmiermente, for-—
man@e e) conjunto wn enrejacdo. Este folso fonde descansaba so
bre €1 del aparato mediante tresipiés, ajustados en orificios
vexrticales practicados sohxe cuvalquiera de lac varilles.

La tepa del generador se asentd en una escotadura eortva~
da en lg parte superior de la pared del aparate. En su parte
central, tenfa una bLooca para las afusiones de 3 om, de difme-
tre que, cuando el aparato se coloc en terméstate, fué cerra
da dejando finicamente ura perfopacibn pare dar paso al tubo
de alimentacién de 5 mm. de luz, Tenfa también un orificio
para tubo de L em. de luz destinado a la ventilacidn.

Los sunchos, distribufdos como se observa en la figura
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N8 ) se pintaron por ambos lados gon una doble meno de pintu-
rg anticorrosiva al winio, con excelentes resultados,

El segupdo, contado desde erviba, se proveyf de ufias pa-
ra fijar el aparato dertro del terabstato,

A media eltura, se practicéd en la pared del generador un
orificlo en ol que se ajustadba con tapban de corcho,.un tubo
de vidriq dentro del cuzl se slojaria el termémetre. Su extrg
mo que mixrgba hacia e) interior del aparato se habf4 cerrado’
e la llarme,

Los pascs del arwafo fueven los siguientes: ubicado el
fal s0 fondo y quitados todos Llog sunshos menos los dos info-
rlores ge cargaba cor ¢l materiral de relleno prenséndole
bien.

Se coloceba lueso la cribg en la ranura roortade & tal
efocto en la parecd,decl apareto, se sjusteban el tercero 7
cuarto swacho eontados desde abajo, 36 ubiocaba la tapa y se
terminaban de ajuatar los sunchos restaptes. Bl generador se
barnizéi. ahora por afuera, medida que resulid de suma wtili~
dad para protegerlo contra el desccamiento desde afusra ouan~
do funcionaba en el terwbatato.

El materiral de relieno empleado, fueron en todos los
cas0s las clésicas virutas de madera de heva, cuya fcrma pue—
de aprecisrse en la figure N2 2 adjunta y que fueron descrip-
das por WMisterfeld (2) come idsczles,

En la mispa eproducceién pucdéen verse las virutas_peque-
fiag (a) que fueron utilizadas-er la instalacién piloto, bien.
prendalas @dleron un relleno de relativemente gran superficie.
Se las ocorté de tablas cuyo tamafo fué aproximadamente wun_tex
0io de las normales emplesdas pazs obitensar la viruta tipo.



PIGURA S~ (Tamafio natural )
I1) BQUIPO PARA CARCA AUTOMATICA.~ Se compone de dos

partes fundamentales, el dispositivo de carga intermitente ¥
ol de alimentgoilr de mezcla aleohdlica.

1) el dispogitivo de carga intermitente fué deduoido de
los aistemas,iiamados de "wucico": dos recipientes montadog
sobre uwn eje, unc de ellas se antcpone al tubo de alimenta~
cifns Cuando se llena, el pesc hace que se desplace girando
gsobre el eje ¥y volcando el 1lfquido que contenfa,

v

Con ese movimiento ocupa el otro yecipiente el lugar
frente a la boca del tubo de alimentacidn.

Bsto se realizé (esquema 4) con dos embudos de 5 om de
difmetro y un dngulo de 602, que se¢ montaron en -la forma
indicede en el esquema, gobre un trozg de madera perforado
de seccidn cvadrada, de 2 oms de lado. Entre los embudos y
paralela gl eje longitudinal del trozo de _madera se sujeté
con hilos, una tablita de 5 mm de esypesor,

Sobxe ella se buscé la ubicocién del eje, que debfa
ger tal gue sebandcs antepuesto uno de log embudos al tubo de
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allmcmuacidﬂ, se produjera la ruptura del equilibrioc en el mo-

mento en que el embuda volecéndosae al flufdo y anteponiéndose
el otro embudo fijada la altura del eje sobre la tablite, se
perford esta longit udlna1monte v 5e¢ hizo pgsar un trozo de va--
rilla de vidrio que hacfa las veces dc eje. Los extremcs del
mismo giraban dentrc de sendos trozos de tubo de vidrio de luz
ligeramente supericr al didmetwrc de la varilla,. Estos tubos
que haefan las veces de bujes se acuifiaron_en pexrforaciones
practicadas er la pargd del trepgformador, & una altura conve-
niente sobrc la criba. Su precencie evitaba el rieggo de que
la madera al hijgcharse por accibn de la humedad, dificultara
el giro del eje,

La figura N2 3 muestro uno de esos dispositives, _que fun—
cionaron @ entere satisfaccibn, ammado sobre soportes, dado
que la pared del sparato esté cortada a ung altura conveniente

pera permitir la vista lateral del sistema.

2) El sistema de alimentacibn de mezcla . (esquema Ng 5.
y figura N2 4) consistif fundamentalmente en un frasco de Ma—~
riotte que desembocaba en una tiampa (decantador de pequefias
partfoulas) a su vez unides wediante cafio de goma a un tubo
de 3 cms de luz estirado en capilar y llenado con lana de vi-
drio para retener cualquier partfcula que hubiese escapado al




;68;

decantador y que podrfa obturar el capilar. Egte desembocaba
dentro del tubo de alimentacidn del penerador,

El todo estaba armado sobre un soportec con @es agarra~
derag.

EsQuema V

Tueo paga
Niver

\ON.STANI'E_E

Como frasco Mariotte se us un fra®igulavader de un li-
tro de capacidad, que se encoantrb muy conveniente dado que |
por su altura permitfa una mayor sencibilidad en le lectura
de los volémenes. Se lo calibré y se cerrd con tapédn de go-
ma con dos perforaciones, una para el tubo de nivel constan-
te y otra para el tubo de escape de aire. Este tubo se corrg
ba con un trozo de cafio de goma y pinza, abriéndolo ¥inica-
mente cuando §é nacesitaba reponer lfquido de cargza, opera~
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cdfn que gse realizaba o travds del tubo de nivel constante,

La velocidad de alimentacién de 1fquido dependfa de dos
factores independientes: la luz del capilar_teminal y la al-
tura del nivel constante. Fijado el primero, se varif la velg
cldad desplezando e) segundo, ya sca moviendo ol tubo corres-
pondiepte dentro del tapdn o modifigando la altura de todo el

frasco,

Las variaciones méximas de velocidad observadas durante
el emplee del dispositivo fueron del orden de 5 ml diaries.

I1I) GON CCION DE UN TERMOSTATO,- El principio que se
aplic8 fué el del horno de Pasteur para esteriliszar en seco.

Un recinto circular (A) rodeadq de otro (B) que comunica
al exterior mediante una tobera (C), estando ambos comunicados

por la parte superior (esque-~
ma N2 6).

Como recinto interior se
adapté wn recipiente cilfndri
co de hojalata de _l9 cms. de.
difmetro y 42 omws, de altura,
con un orificio a la altura
del orificio de descarga del
transformador y otro para dar
paso al termbuetro sobre la
gona central del generador.

Se lo asegur§ dentro de
wn armazén hecho con flejes
de hierro, también cilfndrico
de 25 cms de difmetro y 50
cmg de altura. Esta especie

de jaula, gque servirfa luego
de soporte para un manto de

Esquema I
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plancha de amianto, cstaba armada con dos aros de fleje, uno
arriba y otro abajo, unidos con una serie de flejes verticales
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que estaban remachados a ellos, El fondo estaba constitufdo

por dos flejes paralelos remachados al aro inferior y sobre
9llos se atornilld el recipiente anterior.

Qomo ya se dljo, este armazén fué recubierto por una
plancha de awianto dejéndose un orificio de 7 a 8 cms de Aif
metro gerca de la base paraimla tobera.

e reoubrif también cor amianto @l anillo de fondo co-
rrespondiente al recinto exterior, dejando libre 61 del intc
rior para superficie de calefaccibn,

Una tepo de madera recubierta por su cara interna oon g
mianto, cerraba todo el termbstato; presentaba orificlos pa-
ra los tubos de alimentacibp y ventilacifn del generador,asf
come para un ftermo regulador a gas cuyo bulbo quedd ubigado
en el recinto exterior. Las unioncs de las planchas de awiap
to e cerraron oon una pepilla acucsa del mismo material,

El elemento do calefacoifn fué un micromechero desprovirc
to de su chimenea, protegiéndose la llamita con una oamisga 4«
vidrio,

El transformador se coloc§ dentro del ree¢into interior
apoyado sobre la pared del mismo mediante las tres uflas fija-
daes al sezjundo suncho, de tal modo que gquedara un buen esgpa-
oio libre entre el fondo de aquél y la superficie de calefac-
oién,

La figura N2 5) muostra el conjunto de la planta piloto
instalada con el termbstato y el dispositivo de alimentacién
automdtica.
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GAPITUIO II
CONDUCCION DE LA PLANTA PILOTO

Todos los procedimientos empleados para condugir el equi-
Do reducide Ian sido adaptados de la préctica industrial si-
guiendo el coriterio de reproducirla eon la mayor perfeccién p:
gible, La descripcién completa de los mismos debiera entonces
abarcar todos los aspectos de la fabricacidn de vinagre en
gran aescala, resultando a todas lucgs demasiada extensa dentro
de los 1{wites del presente trabajo. Por esa razén se hace re-
ferenoia Wnicamente & los puntos especialmente interesentes o
imprescindibles para la reproduccidén dz las experienciag.~

1) Materia prima.- Ha sido en el curso de los ensayos:
vinagre r4pido de la fébrica AH P dc la Capital de 8~9 % de a-
cidez y 0,6-0,1 % de alcohol, y alcohol etflico de 95~96€GL
oon logs que se prepararon las mezclas aloohflioas requeridas.

A las mismas se ailindieron distintas sustanoias nutritivas
déndose preferencia a los compuestos inorgénicos que no favorc
cen tanto cowo los orgdnicos, la sobreoxidacién fendmeno tan
temido por los fabricantes de vinagre (WMistenfeld (5)).

Entre las mezclas salinas empleadas esté la sugerida por
Rothenbach (1): PO4HoNH4 0,48 pre; POgIiKO, 24 gr.;(PO4H2).C:
0,2 gr.; PO4HNa 0,08 gr., cuya composicidn estd totalmente d=
acuerdo con las conclusiones de Krehan (2) en su estudio de 1o
influenocia de las mezclas salinas sobre la capacidad de aceti-
ficacidp del B.acetigenoideum. Derivades de las combinacionas.
més favorables enccantradas por aquel investigador se usaron a—
demés; . .

P04(NH.4)3 0,5 gre; SO0,HK 0,4 gre; B804dg 0,1 gre;
P04(NH4)5 0,4 gr.; SO;IK 0,3 gr.; FO,HCa 0,1 gr.;
ClNe 0,1 grs; SO Mg 0,1 gr.

Todas €llas Be prepararon usando drcras enalfticas demo~
siado costosas para el empleo en gran escola y en el afén de
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controlar algaralde aplicdeidn industrigl se. ﬁtilizd la s8i-
muiente: P04(NH4) 0,6 gr.; S0,(MH4), 0,2 grs; CIK 0,2 grs, dg
finide oon las drogaa oomexroiales disponibles en plase,

Oomo tipo de nutricidn hidrncarbonada se eligié la gluoo-:
ga y ocomo fuente de nitrégeno orghnico, peptone (Parke Davies .

la adwinistracién combinada de estas materias nutritivas
ge ha realizado en reneral de acuerdo con @) postulado de Ho~
yer (1), de que la fusnie de nitrégeno podfa ser tanto mfs dg~
ficiente cuanto més favorable era la de carbono y viceversa.

Todas cstas sustancias, como tapmbién leg mezclas salinas
considerades oomo conjunto, se usaron en soluciones al lo% en.
vinagre, midiende lue;o voldmenes proporcionales a lag conoen—
traciones finales e 8¢ deseaban obtener en las mozclas,

2) Mezclas M_rgg_q__g—alcoh&:cas. Las distintas oombi-
naciones empleadas s8¢ eligleron de acuerdo ocon las nccesidedes
de lae operacidn con carga manual, dedo que aquellas para oarg?
antomfitioa se deducen de &stas en la forma gue se verd més ade
lante., ‘

Todas se calcularon con un mfnimo de acidesz del 4%, pro-.

poroidn que sezin Wistonfeld (1) es la 1Iimite para evitar Qon=-
taminaciones de los generadores atendidos con carga manual,

In general pueds distinguirse entre las mezolas para obta
ner vinagres de elevada concentracién 4cida con las que dismi~-
puye la transformacidn cuantitativomente, pero que suprimen
la® egpogies de acetobactarius formadores de mucogidad; y aque
llas pare producir vinagres Ge menor acidez cuyo empleo signi-~
fica uwn awmento de produccidn, sin ocongiderar lag pesidbles cap
secuenciag deteminadas por la sezunda condicidn. "

. BEn» o) ourso de lag experiencias se han ensayado ambhos ti-
poe, estando representado el primero por las mezgQlas ~4,5 H_a-
oddes mds 7 % olcohol etflico~-y —5 % acidez y 6,4 % etanol, y
el gegundo por la combinacién 4 % acides y 3,5 % etanol.
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Ademés ge ha utilizado otra con 4 % acidez y 6 % aloohol
que exra en realidad ol térwino medio entre ambos grupog, Con
ella podfan obtenerse vinagres de hasta 10 % de aeidez, oon-
centracidn capaz de inhibir el desarrollo de las bagteries ar
tes memoionadas, esperdndose quo no determinaxe disminuciébi
sengible de la produccibn.

3) PUESTA EN MARCHA O ACEVUIFICACION DEL GENERALUR,

I8 sin duda uno de los aspectes més delicados de la conduc~

. La operacién se realizé con el vinagre répido menciona-
do, debiendo en general seleccionarse cuidadosamente, No de-
ben usarse vinapres de procedencia dudosa y ouando se conoce
elegir con proferoncie ol de transformadores que nunca estuw.
vieron efectados por trastornos cualquiera sea su naturalezo.
Contrariamente a lo gconsejado por Wilstenfeld (1) se empled
un producto filtrado, hecho que, como se verd ho tenido uno
congecuenc ia completamente inesperada; solamente el generado:
pliloto N¢ III fué acetificado con vinagre completo (sin fil-
trar). Dontro de los 1imites de la suma alcohol méds dcido econ
la que se desea trabajur conviene, al decir de Rothenbach (3°
elegir para 13 acehificocidn el vinagre de m@8yor acides, sin
pagar de 1l %, pucc en eutos ya existen pocas célulds capace::
de multiplicarse,

Durante este perfodu inicial, se cerraron loe Tregpira-
deros ‘para evitar va premeturo comienzo de la trapnsformacidr
que puede degorientor y llegar o determinar inconvenientes
posteriores —Wilstenfeld (1), Asimismo es necosario el contra=
lor riguroso de temperatura y acidez del producto para deseu—
bdrir la menor mapnifestacién de actividad. ¥o se pudo aplicar
un conocido recurso de la préctica, la verificacién de la
exisiencia en los respiraderos inferiores de "tiraje® (ogQ=
rriente de aire al interior del aparato ouando trabaja) debi-
do & que en la planta reducida, odn estando en pleno funaio=
namiento, los desplazamientos Ge aire son tan pequefios, que
esoapan & la observacifne
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1a gomposicién de las efusiones clfsicas durante este pe
rf0do e3 la giguiente: )

8¢ comienza por cargar vinagre de las condigiones seflals
das y se continfia hasta tanto_se observen algunos de los sin-
tomme de aotividad menoiondas. A partir de este momento se au:
menta pawlatinamente la proporcién_de aloohol eon simulténoes
dieminuciln de la de &cido acbtico, baciéndose el cambio de
una mezola & otra recién cuando el generador deba seflales de
transformar la cantidad de alcohol afladida con le mezela pre--
codente (se controla esto por la acidez del vinagre obtenido).

Este procedimiento es lonto y se ensayaron otros tendien
tos a acelerar la operacién de acetificacién,

En loa ensayos oon carga manuel se pusieron en préctica
tres modos distintos de operar: .

_ 8.— e aument§ gradualmente 1o
proporcidn de alcohol etflioco, disminuyendo la de &oido acét
co on el 1fquido de carza, cada vez que la acides del vinagre
obtonido acusaba. _tendea.in a awwentar, en resfwen es el procet,
dimiento clésico.

be— 81 mmienzo se aumenté le;
tamente la proporciér de alcohol etflico en el lfquide de oc;
ga, rara pasar ropentinamente a las conceatraciones de trabe--
Jjo en el instante en que se observa ecidez creciente del wiuc
gre aoompaiiada do mayor diferencia de temperatura entye la
interior (zona media) y ie exterior &1 transformador.,

c.— e comenz§ con mezcla Aé-
bilwente alcohblice y en @l momento de observar un notable iy
croento en la diferencia de temperatura se pasa & cargar la
mezcla de trabajo.

Pora la acetificacién con cargy automdtica, se eligié
una situacidn jintermedia entre b y g, tomando como punto de
refeorengia do la marcha dc la acetificacién dnicamente la &~
cidez del vinagre obtenido, yu que el control de temperatura
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Be debif reduciy, con el empleo del termfetato, a verifiocar
ol se mantenfa la temporatura de trabajo.

4) FUNCIONAMIENTO CON CARGA MANUAL.- Se trabajé de acuey
do_con el sistewa de afusiones independientes para cada aparg
to, elternando en general cada carga (afusién con mesola elc)
hile) con una o dos recargas (eofusiones con el vipagre produ-
oldo) de acuerdo corn Los necesidades de cada 0880,

lag distintas afmsiones, fueron de 40 m) gada una, estap
do separadas por un mdximo de 3 horas y un mfnimo de una horu
¥y modia, La cantidad de 1{quido de cada ocarga fué en_raalidad
doble da la que en proporcidn.al yoldmen del aparato, compare
do oon upo industrial corresponde, pero los fendmenos de ad-
gorolifn de lfquido e intercambic por difusién que se producen
en la masa de relleno quitaron significacién & ese hecho., En
virtud de los mismos puede admitirscec que cada generador pilo-
to se _comporté ocomo si contuviere alrededor de un litro de 1%
quido, ©s decir, que una afusién de 40 ml implica una modifi-
cacifn de volimen de aproximadamente 4 %, perfectamente cowps
rable gon la de 2 & 3 % que se produce en los industriales.Se
ouid§ dnicamente que la nueva infusién se produjera wecién
despuds gue la anterior hublece desplazado su volémen de 14~
quido, lo que a» general ocurria después de una hora.

Se mantuvo e reccrga, ese recurso empfrico gonooido he~-
ce mucho tiempo, & quien las conglderaciones anteriaqres pare-
cen quitar la rasén dc cu empleo. Fupero las oxperiencias cop
parativas de Wlistenfeld y Tuckew_(1) han demostrado que log -
generadores que no las recibfan, acusaban rendimiento y capaé
¢idad de oxidacibn notablemente inferiores a los del aparato
de gontiol, De acuerdo con el primexro de los investizadores
nombrades (4) contribuye la recarga al establecimiento del e-
quilibrio térmioco, estando ys teminado el produoto no aportu
nuevas fuentes de energia transformadbles en calor y como en_
la mayorfa de los casos se halla u una temperatura inferior,
puede quitar oalor de las capas superiores gque lo producen en
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abwndangia. Otre de las misiones, serfa la de mantener en la

paxrte superior del aparato una acidez sufiocientemente elevada
como pare protegor contra las infecciones.

5) FUNCIONAMIENTQ CON CARGA AUTOMATICA.- Todos losg dispo--
gitivos do gawvga automdticea incluso el usado, mantienen la in-
tomitenoda do las afusiones; vale entonces en lo que & cant:
dad 4o las miamas se refiere, lo dicho en el pérrafo anterior.
Paxa calcular la composicién del 1fquido de carza se ech§ menoc
de wna excolente comparacibén de Wstenfeld (1): "el fabrican~"

®te debe imasinar rcunidos en un solo recipisnte todos log li-~"
®guidos que recihe cuda wno de los aparatos y hallar la gampo-"
*sicién media; las concentraciones de 4cido acético y aloohol ™
"resultantes, secfn aquellas a las que deberé ajustar la meg~ "
ﬂclall o=

~ Para gQbtener la compesicibén bAsice de una "mezcla® automé-
*i&ﬁ se tomé el caso de un_generador servido com mazcla de & %
vol. de etanol y 4 % de fic, acético; recibia tres cargas y .
tres recargas y producfe uwn 7vinazre do 9,7 % de aoidesz y 0,17
de otanol (ensayo (3) con menmcla 4 mas 6, transformadox II
feoha 16 al 18 de merzo). Reuniendo: regcibfa 240 m) de 1fquido
gon 7,3 ml de etavol abmoluta y 16.4 gr. de fcido acéiico ex—
presado como glacial, es dgcir, con 3 % de etanol y. 6,8 7 de
&cido acético, redondeando, ; y 7 % respectivamente, Esta mez—
Q@la ge consideré como de composicibu tipo y coincide con la
gonsiderada como wés favorablu por ol anombrado investigador pg
ra una suma alcdhol 4ecido de 0. N

§) CONTRALOR DE FUNCIOMAMIENTO.- Bxeivyendo las Geterming
gioneg de las difcrencias de temperaturc entre el interior (=zg
na media) de los eparatos y_exteriox, cuando estos no se hallg
ban montados en terméstetos, se concretd ese contralor a las
valoraciones de acidez total que se expresaban en fcide eofti-
00, y la de algohol etflica,

a) La doteminacidn de la acidez total se hize titulando
@ la fenolftaleina 1 ml del vinazgre a ensayar con golucifn
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0,166 N de hidrd:ido de sodio o de potasie, gon cuyo empleo

den las legturas en ml sobre la durcta, el valor numéiico de
la acidez total por ciento expresada en &cido acético,

) Para la valorascién ¢el etanol se aiguid la técnica dc
Guagnind (1) que en principio conciste en el arrastre del al-
achol oon vapor de asua, gucesivamente a través de solucidn
saturade de 4cido pfericn, de carbonato de sodio al X0 %, de
gcido tartfrico al 10 4 pera terminar en mezcle oxidanté obtie
nide _oon partes ijuales de solucifn de bicromato de potasio
al 0,06 % v fcido sulfirico concentrado.

Beto mezola toma por accién del etanol tintes verdosos
(reducoidn a sales ordémicas) y su color puede compararse, lug
go de diluir a igual wvelumen y empleando un tubo del mismo tu
maflo, gon el que resulta de reducir jgual captidoad de reacti-
vo aon _contidades ereciontes Q,1 ; 0,2 ; etc, ml de una soln
c¢idn 0,1 % de aloohol etflico. »

Bnpleando 0,1 ml_del vinagre a investipar, medido exact:
mente oon pipeta de 0,2 nl gracduada al mil: imo de mililitrn.
o) nfero de mililitros de la solucidp tipo con el que se ob-
tuvo isval color, dg el cortenido de etanol por elento en ¥o-
Jumen de la muestrae
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CAPITULO 111

. ENSAYDS DE ACETIFICACION EN LA PLANTA PILOTO.

Independientemente del procedimiento de garga, manual o
autom4tica, 80 ba visto en el curso de las experiencias gue
la cantidad de aleohol transformada era el fndioe que mejqr .
ponfa de manifiesto el trabajo realizodo por el generador. X
ga oantjidad gc calculaba sin necesidad de ten@r en cuenta el
alcohol etflico residual del vinagre obtenido, conociendo 1a.
acidez en 4cido acético de é8te y 1la inioial de la megela hi-
dro—aceto~alcohblica empleada, asf como el volumen de la pis--
ma ¢argade sobro @l transformador en ¢l lapso considerado,por
lo generxral wn dfa. En efecto aon esos datos y considorando
que log voldmenas de mezola emplenda y vinagre eran practica-
mente iguales en virtud de la evaporacién despreciable, pue~,
den obtenerso de inmediato los gramos de dcido acétiao produ-
oldos en ese lgpso, su valor numérico multiplicado por 0,97
(axactamento 0,968) da ol ndmero de wililitros de aloohol ab-
soluto neccsarios parc obtenerios, es decir, transformados
por ¢) aparato.

Tal faotor, rcsulta de la ecuacién estgquiométrica de 1¢
oxidacién del alcohol de acuerdoe con la que, 60 gr, de etano;
0o proceden de 58,1 ml de ctanol absoluto.

Como conclusién general de todas las comprobaciones se
encontré la insensibilided de¢ los generadores frente a la dir

tinta naturaleza de las meszclas salincg: dgntro de las ensayr
das ninguna se mostrd superior a las domis.

Para mayor clarided todos los rcesultados de los ensayos
realizados se presentan en forma de cuadros; haciéndose &l
pid de los mismos la discusién de aquellos por idéntieo moti-
YO0

1) ENSAYOS CON CARGA MANUAL, Con cste tipo de oarge se
hicieron todas las obserxrvaciones o temperaturas infexiores &
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Rstando los aparatos sin aislaocién ni gologados en terw
mfstato, la temperatura se confundfa con alguna diforencia
(por 1o genexal de 32 C y on los cagos mis fovoradbleg de 52

G).con la del ambicnte, dependiendo précticamente do la mis~
ma.

Porgo los equipos, a pesar dc su peoquelia masa estuvieron
on condiciones de_dejar sin ofccto las wvariaciones diurnas
de 1a temperatura, probablamente on virtud del meocanisma de
autorcsulacidn de aquella, mecanismo que segfin Wistenfeld
(3) rige ol mantonimiento de los transformadores industria-.
les sobre un dotermminado nivel térmico durante mucho tiempo.

Como ed8 18zico suponar, hard sentir su efcoto en el oaso
de los aparotes piloto, #nicemente frentg a variaciones que
80 producon oen el lapso de algunas horas, no_alcamnzando la
pequeiia gantidad de galor an clles acumulada, comg yosorva
para fluotuaciones de temperatura do mayor duracibn. Con %oda
goguridad, ha influfdo on oso sentido tambiém la mayor rela-
0idp entro la superficlo exterior y ol volumen del apaxato rc
dugido, situacibén que se_traducec cn un intercambio aumentado
do calor con el ambiente,

‘1) FUESTA EN MARCHA,~ Los tres modos de gperaciln del pf
rrafo 3 del eap{tulo ontorior o pusieron en prfetica en trec
goneradoros xQducidos siendo para tpdos la mezola de txabajo
pravista de 4,5 % de acidez y 7 # de alcohol,

I0o resultados op @l ouedro N 8 3.
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Ia oconsecuencia e deducir de estos modos operatorios s8]
ta a la victa, con el tercero se ha llegado & gbtener en 15 .
dfas vinagre de 9,25 % de acidez, producto que, siguiendo el
primexro resultaba despuls de nis dec un mes,

Es notable que no graviiere sobre la acidez del vinagre,
el canbio de mezcla al que fuera sometido el generador II
oon fecha 29=-1, cuanio para todos los dem4s, modificaciones
de magnitud menor, dsuerrincbsa descensos més o menos signifi
cativog,

Cgmpérese la acidcz del vinagre de I degade el 9-2 al
11-2 y la del 11 entre los dfas 26-2 y 28-2,

El plan de trabajo nfimeroc 1, no correspondt$ en realidad
exactemente oon el programado, puesto que en vista del éxito
del 3 se pasl también repontinemente a la mezcla final con fe
cha 9-2.

Tal cambio empero se introdujo recién ouando la superio-
ridad del dltvimo estaba completamaonte desmostradas

La temperatura amhblente oscilé en todos los casos alredg
dor de 258C. '

....

do etanol:
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. CUADRD ¥P 4.~ Acetificacién con mezcla 4,5% 49%60 y 1Emgpgn91

Transformador I Transformador I1I _{_?rgnsrormador I1I

Liq,total: 200 ml/ﬁ?TLiq- total: 240 ml/ahLiq, totel; 240ml/d.
L{q,aleoh: 120 ml/d,: Liq,aleoh,: 120 mlAd L{q,aleoh,: 120ml/d.
Sales min,g 0,02 % ¢ Sales min,: 0,01 % [Sales min,: 0,01 %
Glucosas 0,04 4 § Glucosa: 0,02 $ {Glucosa: 0,02 %

Diferencia de temp, § Diferencia de temp.ciDiferencia 8e temp,
int, - ambiente:293} int, - ambiente: 32Ct int, - ambiente:205

Temp, ambiente: Temp, amblente: lTemperatura ambien=-
24 & 250C 23¢C ' tes 23eC
— T MR 1 Un T 1
'tcidoz ;Etanol1 Acidez :Etanol | | Aoides Etanol
inagre | trans vinagrq trans,i vinagre trans,
Facha | obt. echa | obt, . Fechai obt, ;
%  |ml/dfla % (ml/dfa % |ml/afs
T T '
14 9,10 | 5,35 |12 9,50 | 5,8 10 9,55 | 5,9
15 9,25 | 5,5 |13 9,60 | 6,0 111 9,80 | 6,15 ]
16 9,30 { 5,6 |14 9,75 | 6,1 |12 9,85 { 6425
17 9,30 | 5,6 |15 9,75 | 6,1 113 9,95 | 6,35
18 9,40 | 5,7 |16 9,70 | 6,05 {14 110,15 ! 6,55
10 | 9,45 | 5075 |17 | o160 | 6,0 |15 | 9,30 | 6,15
20 9,50 | 5,8 - :
21 8,70 | 6,05 j
22 | 9,50 ! 5,8 i i
| | i
prom, | 9,35 | 5,6 | Prom,| 9465 | 6,0 jProm.' 9,80 | 6,15 |

R) ensayo fué reslizedo tendiendo a la preparacifn de
vinagres de relativemente olevada concentraoién fcida, De a~
ouorde oon la mexcla utilizade, que pexmiifa la obtencién de.
Produwotos oon hasts_1ll,5 7% de acidez debe considerarse al en~
@yo oomo fracasedq, por la relstivamente elevada gantidad de
aloohol residuesl,

Pexo por otra parte debe tenerse en eymn$a, que yinagres
do alrededoxr de 10 % de 4cido acdtico como los resultantes de
I11 (vor onadro N2 4), no se producen gon facilidad ni comun—
mnte on ol pafo.
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Dentro de uwn orden distinto de observacioneg, se pone de
manifiesto la influencia de la circulacién aumentada de 1fqui
do, so entiende, dentro de log lfmites permitidos., La duplicg
oidn de la concentracién de hidrato de carbono no resultd su-
ficiente para compensar ese efecto.

Llama ademfs la atencibn que III, el transformador més
répidamente acetificada, acusara los mejores resultados, adp
comparando con el I cue trebajd en igualdad de condiciones,,
Como tal situacidn se ha mentenido & lo larzo de todo su fun—
clonamiento, debe adwitirse que en ese generador piloto, ha-
bi éndose partido de un mismo vinagre, han enriquecido gérme-
nes particularmente activos. La causa de tal hecho, no puede
sexr otra quo el método de puesta en marcha elegido, que por
sus caracter{sticas debe tender a la supresién de las especis
menos resistentes a la acidez elovada y acetificantes,

Rothenbach llog6 a conclusiones senejantes por otro cami
no. En_un ensayo de acetificacibn con vinegres de 8 y 10% de -
acidez, encontr§ que desnués de mcdio afio el yenerador puesto
en marcha con el dYltimo, todavifa producia 2 % més de fgido e-
oético, transforméndose en ambos casos todo el alcohols En e
tas experienglias la mayor concentrecidn en Acido acético de
la puesta en mayeha desempeii§ el papel de la acetiflcacién rd
pida en el presente trahajo.

3) Acetificacién con mozecla 4 7 de §eido acético y
& 2 de etanol.

los resultados de los ensayos con esta wezcla estén resu
midos en los cuadros 5a y 5Hb,.

Con excepcién del A se han transformado en todos los en—
gayos, cantidades de alcoohol proporcionalmeante muy superjores
8 las que oxidan log meneradores industiriales en el pafs. Adn
en ol caso citado se alcanza todavia a recalizar el trabajo og
rregpondiente al témino mecdio de un buen transformador indug
triael de tamaiio normal en -‘la Argontina: 1,5-2 litros de eta-
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0ol transformado por _dfa y apayato (en el caso de le experien
oia corresponderfa 1,7 litros).

La explicacibn de los resuliadog & vaces eztraordinario:
quo se han obtenide (durante los ensayos I e I 86 ha elaborau-
do en la proporcién de 5 litroc de aloohcl dlaries), no puede
gor otre que la faverable rslacién de superfioie exterior o
masa ¢e rclleno dc los equipos reducidos. Tal sitwacifn faci-
lita la eliminacidn del calor de oxidacidn que es oomsiderada
por Rothenbach {).) y Wisteniclid como de primordial importan—
oda para la produccidn de vinogre por el método répido. Pasar
do a gomparer enitro 8i los rcsultados de log distintos cnsa=-
yos, 86 observa ante todo la enorme influencia que ejerce la
circulaoién del 1fquido sobre_la produccidn del aparato (cs-.
pecialmente notable en D y E). Para sumentarla al lfmite ree-
ligado go disminuy8 el lapso entre las afusiones a una hora
y mdia, todavie mayor el tiempo necesario para el dgsplazae~-
wlento de up volumcn de 1lfquido izual el de la carge.

May ostimulante resulité ser el aumento de la carga alco:
hélica, & constancia de los demds factoros (vodse A=B y F-H).

La variacifn an el agregsado de las sustancias autritivas
00 tuvo wna influencia ton monifiesta como la modificaoifn de
log factores arriba mengionades, Su Gestnca, cso sf, la venta
ja Ge la edictén do nitrégemo orsfnico (ensayos P~G) frente s
una palativa sAdiforencia cop respacto al aumento dg la cons
oentragidn do gales minerales, e hidratos de carbono.

Qomparando los cersayos A, By € con los restantes se con-

gluyc que, mracurando elaborar vinagres de alta acidea con ogcg

80 aloohol residual se provooa una disminucidn de produgciln,

E) preblemn de lags f4bricas es en general, paru una dotoerminada

mozcle aloehdlica, clabarar vinagres de alto acidez aparejadd
@n haja transformacién o mantoner un ritmo de gren._producciln

ocuyn consccuoncis @8 una menqr "fuerza' del vinagre, Para la
mezola oon la quo go trabajd, las situaclones elogidas . en C y A
rosultaron lns mfs convenientes para wao u otro objoto.
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_CUADRO N® 7,- Acetificacién con mezcla 8% £0.6 5pet.

| Transrormador 11 l

Lfquido total: 440 ml/d{a
Carga alcohblica: 140 ml/dfa !
Sales minerales: 0,02 % I
Glucosa: 0,02 % '
[ o ] / ] l
|Acidez i Etanol|Tempe-~ f Acides {Tempe-
i 'vinagre trans,| ratura Vinagre| raturg
Fechal Obtg ' amb, . Fecha | ob%, amb,
. % ml/afa] 9C i | oC
b] B T
-12/6 9,50 = 6,1 18 .19/6:9 05 |12
l13 9,40 6,0 17 *20 8,80 1105
i‘; g,:g Z gog iB 21 7,95 925
40 1 6, 8 o2 7,65 | 9
. : | N [
e e | eSS L
: ’ ’ i |
‘Prom, | 9,40 6,0 7‘ * !
tf)if ‘temp. medfa: B8C pif, temp. media: 20C '

E)l deacenso de la temperatura ambiente provocéd un peque—
fig pero senaible aumente de produccién determinado probable-.
mente por la yeaccifm favoradble de la flora bhactoriane pre—
sente en el aparato

4) Agetifioacibn con mezcla 4 % de acidee ¥ _Jj %
do etanol:

Toniendo en cuenta lom yegultados anteriores se $ranajé
Unicamepte oon abundante eirculeocidn do 1fquido, E)l ensayo A
(onadro ¥ 8 6) demuestra con respecto al B, que también aquf
99 produce la accién estimmlante de la carga aloohélica secun
dada @eguramente por la adicifn de peptona. Es notable gue 1la
influencia gee proporaionalmente tan grande y el andlisis de
las condiciones experimentales safialg a la relative falta de
materies salinag(solo presentes al 0,01 %) ocomo responsable
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de e3a accién, Compdrese en este sontido con loa resultedes

de Q, donde oon menor cergae alcchélica se coneigue mayor pro-
duceidon y ecidez,

Un fuexte desoenso de temyweratura (de 158C s alrededor .
de 103C ) quedd, en contra de lo que se esperaba, sin efecto.
Podrfa tal vez admitirse que la doble concentracién de hidro-
toa de oarbono haya coucribuicGo al mantenimiento del nivel dc
produccién, consecuenciy ya sefialada por Wlstenfeld (1) en
transformadores grandes,

S1 bicn no corrcsponde conciderar inepto este tipo de
mezcla por su menor produccién con respecto a la 4&6, dado
que lgs diferentes temperaturas hacen que en realidad no @ean
oomparables, hay otra rezén para desechar esta combinacién:la
beja acldez reinante en el aparato favorece la multiplicacidr
de gémmenes produoctores de wuoosidad, cuyo desarrollo determi
né la obturacién frecuento de la criba, asf como la inutiligg
0idn del relleno, pcr recubrirlo de capas de mucus qQue en €O
junto reducem la superficic de aguél y hacen que la mezcla
oircule par ocaminos determinados, dejando algunas porciones
gin carga.

5) Acetificacién cop mezclo 5 % de 4cide ¥ 6,5 % &«
gtanol:

Este nuevo iniento para llegor & obtener vinagre de alwur
: ves -
acidez, asta'a menor temperatura, se llevd a cabo aumentando
la concentracién inicial de otvanoico con icspecto a la megolu
4 + 6 y mantoniendo dl evada la circulacién de lfquidos.

Las concentraciones de sustanciuae nutritivas se mantuvig
ron dentro de los liwites del ensayo aaterior,

Ura consecuencia importante de esta erperiencia es el ho
cho de que el aparato resultd mfs scusible &l descenso de tey
poratura, en otras palabras, en la prlctica induntrial enconr-
tréndoge frente a un problema derivadc de esa condicibn am—
biental debe tenderse al ompleo do mezclas de menor sume alc!
hol y fcide, 9in llegar al extremo de la enterior, y aumentai’
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Q) agregado de hidratos de carbono,

6) Influenciag de carges oalientes & baja temperaty
ra gmbiente:

El cuadro N2 8 es por demds demostrativo, Para comple—
tar se dird que el aparato I hr¥{a descendidq en los seis 4
ag anteriores a la experiercia de 7,25 % 3 6,8 # de acldes
¥y 01 II en igual plazo de 8,15 % a 9,50 %,

Se observa una vez m4s la mayor sensibilidad del genera
dor suministrado con cargas de elevada suma Acido més algohal
8 los descensos de temperatura,

Es interesante la mayor reaccién, en el €@ltimo caso,
frente a la afusibn caliente y tal observacién completa muy
bien la del pférrafo anterior con respecto a las medidas g to
mar com motivo de trastornos de esta fndole; se entiends, er
0l cago de que se desee mantener la alta suma de Qoncentraw
0i8n en la mezcla.

Antes de hacer algunas consideraciones sobre el conjun-
to de los resultedos con cargsa manual cabe destacar una ineg
perada consecuencia del empleo de vinagre filtrado, libre
pragticamente de anguillulas, para la puesta ep maroha ds loc

CUADRO Ng Bgf Influencia ¢o las carges calicntes.

F Transformador I Transformador II
Mezcla: 4% 4cido 3,5%etanol 'Mézcla. 5% 4cico 6,5%etanol
Liquido total: 440 m1/aia !Liquido total: 440 ml/d{a
Carga alcohbélica:200 ml/dia rCarga aleohb6lica:120 mi/d{a
Sales mi-erales: 0,02 % : Sales minerales: 0,02 %
Glucosa: o 02 % ' Glucosa: 0 02 %
Temp, 1liquido cargaz 350C 'Temp. liquido carga. 35eC

Acidez | Temp., « Dif, { ¢Aﬂidez Temp. Dif.
Fecha |vinagre ambiente temp. 'Fechavvinagreambientq temp,

4 oc | ﬁ_ % | eC eC

1 - — -_-..._. [P — “l,

9/7 ;6 90 | 505 ! 404 10/7. 6,30 ;| 6 3
10 6,90 5 ¢ 405 11 1 7,85 | 62§ 392
11 6, 90 608 | 495 r12 ' 8,30 8 391
12, 6,95 8 i 498 ;13 | 8,60 = 8 308 |




transformaderes I y II: los productos de estos aparates se map
tuvigaron libres del nematode en todo el curao de lag experien—
clas, la misma observacidp se ha_realizade en la serie de ocom
probaciones gon carsa asutomftica. La ventaja de tal pregedi-
niento 9s gbvia por cuanto ha sido sieuwpre un problema para
log fabricantes de virnagre la invasifn de 4ste con anguilulac.
Corresponde entonces someter a una revisién la clfgica norma
do utilizar vinasre completo pare la acetificacién, que signi-
fica el pasaje de tcda la faune y flora do los generadores o
origen a los nuevas; y comprohar hasta que punto depende la o}
servacifn de otros factores por ahore inaparentes. la buena. a-
cetificacibn de los aparatos pileto consesuida, rebate posi-
bleo objecciones sobre wuna menor conveniencia del vinagre fili-
trado paraaquel cmpleoc.

-Pe Yos tipos de mekcla ensayados 68 indudablemente aque-
1lla compuesta por 4 % de etenoico (procedente de vinagre) y 6Y
de etanol con sustancias nutritivas la que ha resultado ser l.
mds conveniente.

Se ha visto »ur otrc parhte que en general la concentra~
cifn necesaria y suficiente de sales minerales e hidratos de
ocarbono oscila alrededor de 0,02 % pudiendo reforzarse su ao-—
¢ilén con el agresnde de nitrdzeno orngénico en aquellos cagos
on que se necesite aumentar in actividad de lo3 aparatos ya Ee
8 para alcanzar niveles ée produccién superiores cuando funecig,
nan bien, ya sea para reactivarios cuando estén afectados por"”
trastarnos que provocon disminucién de transformacién,

Muy ventajosa se ha mostrado tumbién una circulacién de
flufdos aumentada, que sec consiguid & expersos de mayor ndmexe
de recarzgas acompailedas ¢ no de uni crezicute cantidad de oouw
gas que tambidn actdan oomo cstimulartes de la produccibn,

II) ENSAYOS CON CARCA AUTOMATICA.~ Utilizando este proce-
dimiento se hiocieron todas las experiencios a mayores tempera—
turas (302 y 3590) colocando el aparato cn termfstato corn sumi
nistro exterior de calor para corseguirlas., Egta situacién de-
termind wna modificacién fundamental en lo que ge refiere al e
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quilibrio tdrmico. En efecto, estando aislado y calenténdolo
deade afuera el aparato no solo funcionaba con inferioridad
de condiciones fronte a los del grupe industriael, sino tem~
bién ocon respecto a los industiriales, En otras peladbras, no
se podfan esperar las migmas cifras de elaboracién. Empero el
comportemiento fué el mismo y en sl problema fundamental que
se enfocd pudieron esiablecerse coimparaciones desde el punto
de vista cuantitcativo,

Yas investipaciones a realisar se concretaron & hallar
las condiciones de funcionswmiento Sptimas a esag temperaturas
Yy ep especial alsuna combinacibn que permitiera mantener aun~
que fuerg aproximadawents, el nivel de elaboracifn al pasar a
los 358C,

Gomo yezola bésica se utilizd la indicada en el eapftulo
de r»éiodos, calculada sobre la de mejor rendimiento en la ge-—
rie (e experiencias anterior. La_adicié» de sustaneies autri—
tivas se hizo oon igual oriterio, alrededor de 0,02 de gales
minQrales y gluoosa de ecueydo eon lo hallado con carga mine-—
ral,

1) PULSTA EN MARCHA:

Do acuerdo oon lo dicho en el gapftulo anterior II y oon
las conolusiones anteriores se eligid upa situacifn 4nterme-
dia entye los procedimientos 2 y 3 de acetificacifn a una ve-
locidad de circulacién relativewente elevada,

Qomo mezcla de trabajo, carrada & partir del dfa 26«9,
(ver cuadro N2 9) sc empleb en un principio una fundamentale
mante constitufda por 8 4 de etanocico y 2 % de etanal pers
pesar después de ella @ le bésioca descripta.

KL trahajo con la m@zcla eitada (ver cuadro N2 10) puse
en evidencie otra de las congecuencies do la falta de eliming
c¢ién de calor er esta instalacién; para mantemer la acidez
dol) produwoto @ une altura conveniente lo mismo que e) nivel
de produccién, se hizo neccpario disminuir la cantidad de ca;
88 alcoh8lica, .



CUADRO N29 ,~ Puesta en marcha con carga au;gﬁatica.-

«0d~

i =
? Temperatura 302C
; Velocidad de circulacidn: 300 ml/d{a
; Sales minerales: 0,02 %
| Glucosa: 0,02 %
A | Mezcla Acides . Mezcle . Acidez
Fecha |Acidez Etanol Vinagre:Fecha;Acidez Etanol gvinagrj
; ; ' vor, | # % gvol, ! # |
'_. -.T._T ——— ._.t T Sy ‘|.__..,__:,_"_ * . !.
2/ 8,00 | 0,1 15/ . , 110,00
3 |16 : | 9,90
4 ! 9,35 | 0,65 17 s 110,00
. 5 ' 18 | 110,00 |
- | 9,30 ! 19 8,50 ' 1,5 : 9,90 ]
! 7 i 9’45 20 ' . 9,90 i
| 8 - 9,50 21 ' 9,90 !
9 ! 0,45 | 22 . 9,90 |
| 10 9,00 ' 1,0 | 9,50 | =3 ' 9,80 |
{1l ! 9,90 24 r . 9465 |
i 12 | 9,75 | 25 | . 9485 |
| 13 | 9,75 |26 | : i 9,95
14 | f 9,95 | i 5 ! !
| | ! | | ! ’ !

La razfn es siempre la misma, o) agregado de mezcla signi
fica pare el aparato wm continue aporte de sustancias ouya
transformmacidén estd acompafiada por _liberacién de eneyxgfa ocale-
r{fica, ouya pérdida, oomo so sube, estf difioultada, Ahoxe
bien, comao la nica condicié» variable dentro del sistema es
precisamente la oirculacidén de lfquido alcohé6lico para wna de—
torminada concentracifn del mismo es lbgico que loas eguilibries
ge ostahlecen a menor agregado del mismage.

2) Aocetifigaoién opn la mezela tipo & 302C:

En el cured de la experiencia se corrobor§ la observee
eldn roalizade con metivo del empleo de la wezcla 8+2; hubo ng
cosidad de disminuir a¥n mfs el asrespdo de mezcla aloghélice



Eelocidad: 250 ml/d{a

kales min, : 0 ,02 %
iGlucosas: '02 %
Temperatura. 36

Aoidez Etanol
Pecha'Vinggrel tra1d,,

cacién

|ml/dia :

+ =

28/10 rs_,gs l 2,3

29 1 9,05 2,55 |

‘30 1 9,30 3,15 f

- 1/11, 9,25 ' 3,0
‘2 9520 | 2,9

4 19,35 | 3,25 |

5 9,30 | 3,15 |

H : l

' Promq 9,25 3,0 !

GUADRO WO 10.-Acetifi-

automiAtica con
mezela 8% deido y 2 %
etanol, -

-9 5-—
halldndoge un €ptino elrededor de
losa 120 ml diarios.

Yo considerdndose gatisfacto-
ria la elaboracién desde el punto.
de vista cuantitativo se buscd ac-
tivear el funcionamiento 602 una a--
dicidén suplementaria, de suatan-
cias nutritivas (hasta 0,05 %). L:
medida no pudo terer mejor éxito,
on o1 cuadro Ng 11 se conalgna el
aumento de produccifn de _nfs del .
20 %4 que resulté de ella, Esta ex-
traordinaria influencia de la nu-
tricién wineral aparece mfs nota-
ble adn cuando se @ompara con la .
relativa insensibilidad o la mis-
me que mostraron los_squlpog serv.’
dos con carga manpual, pero 20 hay
que olvidar que Wigstefeld (1) e~
conseja para generadores industri:

les gque acusan transformaci 6o insuficiente multiplicer varies
veces las dosig que se adininigtran de aquellas sustanoias. En
otras palabras, la nueva consecuencia estd més de acuexrdo con
la realidad indusirial que 1la anterior.

3) Agotificecibn a 358 C:

.1as experiencias se consignan en general en ouadrqs 124y
12b, Las de orientacién se hicieron con la mezcla 743, 8i hien
ya los primeros engayos efectuados demostraron gque no podis
consjiderarse gomo conveniente. para el trabajo a esta tempera—
tura, Se comensd (A) ocon la velocidad y concentraciones de ma--
terias nutritivas eacontradas como dptimas en las camprobacio~



CUADRO N2 1l,~ Acetificacién automética eon
mezcla 7% 4cido y 3% etanol,

T Temperrtura 300C
ge%ocidggt 128 gl/g geiocidgd. lgo gléd‘
ales min,: 2 ales min,: 0
Glucosa: O, ,02 % | Glucosa.: 0, y05 % |
Acldez gEtanol IAcidez Etanol]
Fecha végigreltransf Fecha! vig%gre transfq
|4 A [ml/atae ) M4__Zé | mlzata ]
i 9/12] 9,10 | 2,45 [12/1' 9,70 |3,15
!%g 9, 12 2,5 ;%3 | 9,60 |3,02 |
9,1 2,5 4 . 9,75 |3,2
12 (9,25 |26 115 | 9,70 |3,15 |
13 ! 9,20 | 2,55 16 | 9,60 |3;02 |
114 9,40 | 2,8 ‘17 i 9,65 |3,08 |
15 9,60 ; 3,0 (18 i 9)60 |3j02 !
16 9,60 | 3,0 19 ' 9,65 |3,08 |
17 9150 | 209 !'z0 i 970 [3l15 |
I : I21 | ol7s [3)2
| | | ‘22 . 9,80 |3,25
| : 124 9,80 |3,25
'Prom.§ 9,35 L 2,7 fprom.{ 9,70 |3,15 |

nes anteriores, La acidez del vinagre comenzé§ a descender y .
recoxrdando la influenois favorable de las sustancias nmutriti-
vag se cuadruplicd la dosis de seles minerales a agregar (B).
No se aumentd la de hidratos de carbono en esa medida, dado

que la literatura consigna (Wlsteafsld (5)) la inconveniegpodia
de una alimentagidn orgénica, en este caso hidrooarbonada, dg
masiado elevada. Con ello se coasiguid estabiliamar la trang—
formaoifn, por més que cuantitativamenie no resultara my =g

tisfactoria, Se apeld entonces (C) a la disminuoién del volé-.
mop de lfquido & ciroular, observéndose una reaccifn_positiva,

g8i bien ng fuera muy notable y careante de constencia,

A pesar dae las conclusiones contrarias de los autores
ol8sicos, se ocurrié shora tambiép el sumento de la DPropoxw

cidn do gluoosa efladida (D), pero, tal medida no se justifich,

admd4tiondo 1a avigstencin de vartacidn . aeta fud nerativa.



Cuadroe N2 l2a.- Acetificac{én automdtica a 35~

Con empleo de la mezcla 7 % de 4cido y 3 4 de etanol

Velocidad: 120 ml/d. |Velocidad: 120 ml/d,|Velocidad: 1(50 ml/d.
Sales min,: 0,05 % |Sales min.: 0,2 % {Sales min.: 0,2 %
Glucosa: 0,05 % jGlucosa: 0,05% }Glucosa: 0,05% -
Peptona: -——- Peptona: —_——- Peptona: ———

' ' —
| ne1dez | Btanol| T |actdez [Etano | | AcidezJEtanol
vinagre} trans?®| LL j | vinagrdtransf. ] vinagrdtransft,

obt. . ~ | obt obt '
ml/af g ° | ml/a{ " jml/df
Fecha v "éFecha ° /2ia Fecha - /dfa
b
as2 | 8,30 |1,50 l4s3| 7,80 | 0,93 f19/3]| 7,90 | 0,87
a 8,20 [1,40 | 5 7,65 | 0,75 20 7,90 | 0,87
5 8,0 11,15 {6 7,60 | 0,7 o1 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 10,75 |9 7,60 | 0,7 124 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 1 0,68
13 7,60 | 0,7 fle8 7,80 | 0,75
14 7,60 | 0,7 129 7,80 | 0,75 i
30 8,10 1,05 !
31 8,10 1,058 |
.. 1/4 7,95 0,92 !
Prom,| 7,62 | 0,72 fProm.| 7,87 | 0,84 !
. ol : L. 5 . .._'—...._. ,
Veloeidad:. 100 ml/d, [Velocidad: 100 ml/d,;Velocidad: 90 ml/d.;
Sales min,: 0,2 % iSales min,: 0,2 % {Sales min,: 0,2 %
Glucosa: 0,2 # (Glucosa: 0,05%¢ |Glucosa: 0,05%
Peptona: -——- Peptona: 0,01% EPeptona: ———-
D Acldez ’Etanol l— Acidez }Etanol E H!I- | Actdez Etanol
Foch vinagregtransft, Fech vinagretransf, ‘F . vinagretransf, '
echal ¢ | m1/afal®®"? ¢ I ml/afaj °®"®| ¢ | ml/dfa,
—
21/4 | 7,80 | 0,77 |21/ i 7,95 | 0,92 !29/4 | 8,15 | 1,0 !
12 7,80 | 0,77 le2 8,05 | 1,02 {30 8,15 | 1,0 !
13 7,80 | 0,77 |23 8,05 | 1,02 | 1/5 | 8,45 | 1,25 |
14 7,85 | 0,82 }o4 8,05 | 1,02 | 2 8,45 | 1,25 .
15 7,85 | 0,82 |25 8,05 | 1,02 | 3 8,45 | 1,25 |
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 |
Prom.,| 7,85 | 0,82 jProm,| 8,05 ; 1,02 |Prom.| 8,33 1,15___3




CUADRO N? 12b,- Acetificacién autom{tiea a 359C-

. Con mezcla |
) Con mezcla 6% 4cido y 3% de etanol 7% &cido y 2Zetanol
Velocidad: 100m1/4. 1VVelocjdad 100 ml/d, }iVeloecidad: 1Q0ml/d, :
Sales min,: 0,05 % @alos min,: 0,2% Sales min,: 0,2 % |
Glucosas 0,05 % {Glucosa: 0,05 4 ||Glucosa: o,os% 3
Peptona: ~---~ [Feptona: orme Peptona: -—a
ﬂzﬁ Actdez |Etanol Acidez |Etanol H Acidez|Etanol
vinagre: transf. vinagre |{transf, rinagre transf.
obt, : obt, - ' obt,
echa 4 ml/d{a Fecha | . ml/¢{a liFechal % ml/d{a
26/5 | 8445 | 2,4 9/6 | 9,00 | 2,9 10/7 { 7,70 0,68
27 8,65 2,55 |10 9,00 249 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 7,90 | 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 -, |
- 15 8,95 | 2,85 i
16 8,95 | 2,85 !
17 9,00 | 2,9 :
18 8,95 | 2,85
Prom, | 8,43 ; 2,36 |Prom.] 8,97 | 2,88 ,Prom.]7,85 | 0,82
' |
Con emplec de la mezcla 7% de. 4cido y 2% de etanol :
Velocldads 90 ml/d Velocidad 90 ml/d. Velocidad. 90ml/6.f
Sales min,s 0,1 % Sales min.: 0,1 % lSales min,: 0,2 % !
Blucosa s '0405% | Glucesdt- ".;_.\_. A “1GIuessas ©  0,05% 4'
Peptona: -——— Peptona: -—— Peptona: —— i
N SR ]
\E Acidez |{Etanol &4( Acldez [Etanol ﬂ' Acides Etanol'
/ |vinagre|transf,; * vinagrd transf - vinagr transf
o | bbt, obt, obt, | 7
Fecha £ ml/afa Fecha 3 Lml/di lFecha 4 ml/dfa
5/8 | 7,90 |0,79 |16/8 {7,75 | 0,65 BTV 8,45 {1,256 |
6 7.95 |0)83 |17 |7,85 | 0,74 |20 8,45 |1,25
7 8,05 (0,92 |18 |7,85 |o0,74 |21 8,65 |1,45
8 8125 |1,1 19 (7,90 | 0,79 |22 8,65 (1,45
20 |7,85 |0,74 |23 8,65 [1,45
‘ 21 8,00 0,87 |24 8,50 |1,30
22 |8,10 | 0,96
e L b23 18,300,150 L Ll
—
Prom. | 8,05 |0,92 promif? 95 | 0,83 |Prom.| 8,55 |1,35
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4l $2wal que en todas las observaciones anteriores la adi
cifn de peptona (E) M8 el recurso de mejorew rosultodoS. Empe
Yo la transfbrmaoidn estabe lgjos de la que se habfa consegui.
do a 308C con la misma mezcla, Una nueva disminucién de la ve-
locidad de carga (F) determind otro cumento de la produccidn,
de wa nitud realmente notable, import6 casi el 15 % de la el~-
boractén obtenida sezfn (B). Pero se segufa_estando lejos de
los 3,15 ml de alcohol transformados a 302C.

Ahora bien, por analoyg ¢a con la multiplicacién de las ac:
tobacterias (desarrollan con tantu facilidad cuanto mencs 4ci.--
do e el medio) se pasb a experimentar con una mezcla de wenow
aclidez que conservebae la concenbrocibn alcohdlica de la consi~
derada tipo.

De acuerdo con las consecuencies obtenidas de los ensayo:
con la mazcla de mayor suma se eligid la velocidad de 100 ml_
diarios para el ensayo. Se debi§ preferir esta a la de 90 ml,
m4s favorable, porque no pudiendo obtenerse vpa acidez supe~
rior al 9 3 de haber trabajado con la segunda, se hubiese lii’
tado de hecho la produccién a una wagnitud de por s muy inf.--
rior a la que se deseaba aloanzar. laes concgntraoiones de sa-
les minerales y glucosa se maptuvieron en 0,05 % respectiven:
te, on procura de lograr la finalidad propuesta, sip el qmpl:
de relativamente altas adiciones de esas sustanciag, (6).—

El resuliado no pudo sexr més promisor, la elaboracifn s
duplicd casi, y aumentando la adicién_de materias salinas (E)
do acuerdo coa lo hallado en B, ¢ y F, se llegé a un nivel ta.
solo inferior er aproxzimadamente 3,5 /> al encontrado & 3Q2C.
Cabe destacar quec el mé:diwmo gue gec podfa lograr era de 2,91 mi
de etanol, menor en 7,5 # al anterior. Por otra parte, las ing
talaciones industriales acusan en verano (tcmperatura media
my préxima a la de ensayo 352C) zetrocesos en la elaboracién
que ogoilan alredsdor de 25 % con regspoecto a la producciln de
invierne, bajando rara voz del 20 %.

La aplicacifn de esta observacién "diswinucién de la ac:



des de las mesclas en.veiang,:adompefiada e fuerte aumento de
la putricién salina® =~a ‘la prfctica de ‘dbrica puede regultur

do gran wvalor,

-

Para completar las comprobaciones, se ensay§ también unc
.mez0la Qon mayor acides y menor proporcién del aleohol, a :-
gualdod_de lo suma de amhos ceom; cneates comparada coa la apte-
vior (1,5,K,L), encortrdndose su empleo si bien preferible &
la 743 (e:periencis ¥F-L, mero nunca tan_favorable eomo el de
la de 6 % de etanoico nds * % dc etonol, En esta serie de ongg
yos 50 ha puesto marcadaicnte or evidencia la ventaja de la a-
dicién de sales comparada con lu de glucosa (hidratos de carbg,
no), especialemente en g que sc refierec a una mejor tranafor--
mocifn (vdaee J~L y J=K) .-
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GAFITUIO III

RI3CTSIOoN DE LOS RESULTADOS DE LOS EMSAYOS DE ACETIFICACION,

Las conclusiones obteniday del trabajo con ambos tipos
de carga demwesStran que los equipos pilloto construfdos y ensa-
yados sgn buenas represen-aciones en las instalaciones indus-
triales. Por tal razfé: <o ha podido en el curso de las expe-
riencias cowmprober varias cualogfos de comportamiento con res
pecto a lac scrundase. Tanto imitun ¢i funcionamiento de sus
senejantes maycres que el pregente tribajo ha resultado una
excelente prictica industrial, al punto que, _adn cuando nunce
se tuvo antes oportunidad de manejar a éstos, pudieron encao—
rarge problemas indugtriales con lg fnica experiencie do la
direccidn ds los equipos reducidos., S? presenté la ocesién en
este sentido de verificar en operacidn manual de gran escala
la conveniencia del aumento de circulacién de 1fquidos que sc
ball$; su aplicocién sipgnificé uan aumento de produccidan de 17

8 15 %

Volviendo a les trastornos térmicos estivales de los ou-
les padecen practicamente todos los gencradores argentinos
congtrufdos segln el tipo clésico eurnpeo, se ha llegado a lu
conclusibn que adewds de la posible solucibn de los mismos 5 :-
gdn pérrafo 3 del capftulo anterior zabe contemplarse la poci-
bilidad de emsayar para tal efecto un tipo distinto de trans—
formador que respondc a la cendicién de preseptar mayor rela-
cifn de superficie exterior & masau de welleno. Tal podrfe sex
Por ejomplo, un generedor pequeiio cuyc tamafio sea & lo sumo
2/3 del normal descripto en la literatura, colacado en recin-
tos amplios, relativaumente espacifado wac de otro, todo para
facilitar la @liminacidn del celor 42 cxidacién por radiaoidn
que es la via por la cyal se produce Lo méxima pérdida (Wils—
tenfeld y Kreipe (1) ).

Otra manera de encarar la cuestibn serfa la construccién
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do aparetom pigentes pero con sistema de refrigeracidn dispueg
to de tal modo que divido g la wasa de rellemo en gectores dc”
valdueen no superior a 1 mJ,

Tales proposioiongs se basan tambiédn en ol comportamiens
deo los eparatoes piloto, los cuales sin aislamiento diegron ci-
fras de produccib» superiores a les del aquipo con &1, hecho
explioable ¥nicamente wor les consideresciones térmicas yg men
ocionadas, Entonces, si al e¢vitar La acumulacién do oalor, so
ewmenta el rendimienic dsve cur icotible lograr iguel rosulta-
o oon una disminucién de tamailn de los aparatoa, contribuyen
d de este modo a solucionar los desoquilibrios estivales a-
puntados.






GAPITUIO 1.
CONCIUSIONES

1) B el curso do la investizsoifn se hallaron bacteric:
aaliicas copgoes _de deomarrollar & 373C que acetifiocaban fue:-
te y vépidawente.

2) Se verificé la inconstancia de la forma y egrupacién
de las c&luleg dec las aceto hacterias ostudiadas,

3) 8e reccnocieron gepas que _vpugden ser clasificagados
como B.aceti (Hansexn), B.acetosum, D.Kitzingianum, o D, Pas—
tourianum, B,curvum, B.Schtizembachii, B.xylinoidcs y Dexyli-
um,

4) Se oncontraron algunag cepas no identificablea gov
las aceto bacterias oonogidasg.

5) Se comprob$ le necesidad de cnsayos paralelos con oe:
pas originales pare ideatifiear acotobaoterias con aeguridad.

6) En onsayos de aceotificacién con los goneradores pilo-
tos construfdos, se ocomprobd la conveniencia dcl empleo de I~
mozcla 4 % de Bcido + 6 % doc otanol para el trabajo oon carg -
manual) & tomperaturas comprendidas ontre 5.y 258C y la de
las mosclag 7 % dc fcido + 3 % de etenol y 6 % de €cido + 7 ¢
de etansl pams la operacidn com carga automdtica en temésta-

to & 30 y 352C respectivamente,

7) Se eomprob8 que la peptonz (nitréscno orgénioo)'ora
ol estimulante de mayor actividad.

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

9) Se couprobd la influencia favorable de la meyor velo-
oicdad de afusifn y se tuvo oportunidad de controlarla en una
plante industrial.
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10) Se observé que generadores piloto puestos en marcha
con vinagre del que se¢ habfan eliminsdo las anguilulas por fil

tracibn, permanecfan libxes de ellas, no experimentando tras-
tornos durante la acetificacidn,

11l) Como consecuenoia de las experienciss realizodas se
proponen sqluciones para los trastornos estivales en fébricuc
de vinagre, consistentes fundementalmente

a) aumento en la cantidad de 1fquido que ciroula por el trans-
formador y de la proporcidn de sugtancias nutritivas minera-
les.

b) empleo de un tipo de trancformador adaptado para el funcio-
namiento en regiones de clima cdlido.

.

12) Se comprobd gue los generadores reducidos se CompOI—.
tan de modo semejante a los industriales, tanto que con su ma-
nejo se acumularon experiencias anflogag a las gue podrfan ha—
ber adquirido en la préctica de Tébrica,

>
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Q4PYTULO II

RESUMEN

El presente estudio de la acetificaociln por el prooedi-
miento rfépido abarcS el aspecto microbiolbégice y el estable-
cimionto de las condiciones de transformacifn.

8¢ reconocif la existencia de distintos tipos de aceto--
bacterias en los generadores investigados, que se aislaron
de los mismos previo enriquecimiento y directamente, agsf co-
mo pasando por un epsayo de acetificacién con virutas. lLosg
134 cultivos as{ obtenidos se compararon por la forms de las
oolonias, @limindndose los duplicados.

Lo descripoién de los gérmenes de los 32 oultivos ro-
sultanteg ge hizo Leniendo en cuenta las recomendaciones de
rigurosa "gtandardizaciban" de T6sid y Welker (1) siguiendo
en general las normas de la planilla bacterioldgica reducid.
de la 8ociedad de Bacteriblagos Ameriuvanos (1) realigzando &
gunas observaciones suplementaries gque se oconsideraron de in
terés.

Ia caracterizacién no pudo ser absoluta, ya gue tuve
que llevarse a cabo on base @ dascripoiones imprecisas, so=
bre todo en lo que regpacts a acomposicidén deo mediee, ocondi~-
olones de observacifn, etc. Se encontré en este sentido que
toda clasificacidn resulta en realjdad problemdtica sin ensa
.yos® perelelos con oepas origingles. Los gdrmenes._recomocidos
en estas condiciongs fueron: B,aceti (Hansen), B.acetosum,
B.KMteinglanum @ Ba.Pasteurrianum, gérmenes del grupe de
B, Sohtizembachii, B.curvum, B.xylinoides y 3.xylinum,

¥n lg que rospecta a las condiciones de acatificacidn,
fueron egtudiadas_en plantas piloto de aproximademente 3 li-
tros de ¢apecidad, que se construyeron imitando los genexadg
98 industriales, '
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Con onsayos con cerga manugl y automftica (se $deé y cong
txupd el dispesitivo necesaric), pudieron establecerse alguna’
influenoias de temperatura, conocentracivnes de f#cido y alco-
hol, 89 como de sustancias nutritives, Los ensayos a tempera--
turas superiores a 253C se llevaron a cabo ceolocando uno de.
los aparatos en un terméstato que se construyd & tal efeoto.

Como oconsecuencio 4 eguellas experiencias se encontxd
gue la planta piloto representaba bien a las industriales. De
su gomportamiento nuciexun infcrirse consecuencias 8pliocables
&l orden industriai, espscislwcive en lo que se refiere & los
tragtornos estivalcs para lcs yuc ce proponen algunas solucio--
nea,
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