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PARTE GENERAL



I N T R ic D'U-ci-CÏ1¿;_l_¿,

La elección de este tema de tesis fué para nosotros el resultado de largas

consideraciones.

La industria tiene para los que inician su actividad profesional, el atrac­

tivo de materializar en gran escala el esfuerzo realizado en bibliotecas y
laboratorios.

Nuestro pais, joven y con imperiosas necesidades industriales, es.campo pro­

picio para el esfuerzo práctico de sus hijos, y reclama 1a atención de sus

técnicos hacia problemas vitales para su economia que- si bien han sido ya

resueltos hace tiempo en paises industrialmente más evolucionados- esperan
aún solución entre nosotros.

Orientados hacia la quimica industrial en ese momento,consideramos ante to­

do las posibilidades reales de la nación en cuanto a las grandes ramas de

1a industria quimica.

En primer lugar, nuestra fuente primordial de riqueza deriva de la producción

a griéola-ganadera, y por lo tanto toda industria quimica que utilice tales

productos tiene asegurada una base de éxito.

En segundo lugar, la superproducción agricola origina constantemente crisis
económicasque solo se pueden resolver diversificando la utilización en el

pais de tales productos y creando asi nuevas industrias, independientes de

contingencias exteriores.

En tercer lugar, el hecho de no exigir instalaciones complicadas ni costosas

permite colocar a las industrias de fermentación entre las de más inmediata

organización dentro de este campo.

La elección de un tema de fermentación ofrecía además la posibilidad de ac­
tuar en un campoalgo distinto al de la quimica propiamente dicha, al par

que de las ramas industriales es la que más perspectivas tiene de desarrollo

teórico y práctico.- Teóricamente, porque el estudio de las enzimas se ha

hecho imprescindible en todos los procesos en que intervienen seres vivos,
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y prácticamente porque la forma en que se las aprovecha actualmente es muy

primitiva. El dia que se puedan obtener puras en forma económica sufrirán

un cambio total los procesos industriales en que se usan, reduciendose a

simples operaciOnesunitarias.
Desde comienzos de l9h2, cuando iniciamos las cOnsultas bibliográficas, has­

ta fines de 19hh, en que concluimos nuestra modesta labor, se han producido

algunos hechos qud consignamos con satisfacción porque confirman la exacti­

tud de nuestro planteamiento.

En dicho lapso se han puesto de actualidad los temas de fermentación en el

pais, culminandocon la creación de dos institutos nacionales, uno de ellos

orientado exclusivamentehacia la microbiologia industrial y el otro inclu­
yendo secciones de Industrias de Fermentación.

La importancia del tema se ha puesto de manifiesto en diversas publicaciones,

especialmente en el análisis sobre "La Industria QuimicaArgentina“ (ficha

112) preparado por la ArmourResearch Foundation. En el programa de investi­

gaciones que incluye este informe ocupan un lugar de preferencia las que se

refieren a fermentaciones destinadas al aprovechamiento de productos y sub­

productos agricolas.

Tambiénlos últimos trabajos sobre enzimas industriales publicados en EE.UU.

muestran claramente la tendencia cada más acentuada de transformar los pro­

ductos agricolas mediante procesos fermentativos.

Comojustificativo final, debemosconfesar que un.tema de realización concre­
ta, cuyo éxito o fracaso se puede medir por el producto obtenido, nos pareció

preferible en esta primera prueba de nuestras fuerzas, a un tema más teórico

y por lo tanto más adecuado para experimentadores avezados.

Por otra parte, si bien un tema puramente teórico produce satisfacciones más

amplias a los que lo encaran, sus resultados son de aplicación.menos inmedia­

ta entre nosotros, mientras que un tema práctico es una contribución más di­

recta al desarrollo de nuestra incipiente industria quimica.

Del éxito de tales estudios depende la posibilidad de crear en un futuro cer­
/////



cano las bases reales para investigaciones teóricas de más vastos alcances.

Tal es nuestra sincera opinión sobre este problema. Se podrá no estar de

acuerdo con ella, pero tiene para nosotros la importancia de habernos serví­

do de guia en la realización de este trabajo.



Li.

ESTADO ACTUAL DEL PROBLEMA

Si bien algunos procesos fermentativos se utilizan desde la antiguedad, el
descubrimiento de los microorganismos que los producían se inicia a raiz de

la invención del microscopio, ocurrido por el año 1600.

Fué el célebre botánico von Linné el primero que sostuvo- aunque sin pruebas­

que los procesos de fermentación eran el resultado de 1a actividad de micro­

organismos.

Muchotiempo después, en la primera mitad del siglo XIX, se llegó a estable­
cer que 1a elaboración del vino y de la cerveza tenian por causa la actividad

de seres vivos.

Poco más tarde, Luis Pasteur sentó las bases de la microbiologia con sus

trascendentales estudios, que destruyeron definitivamente la teoria de la ge­
neración espontánea.

Traube, en 1858, expresó la opinión de que la fermentación de produce por la

a cción de una sustancia presente en las células de las levaduras. Surgió

asi el concepto de enzima, que fúé definitivamente aceptado despues de las

investigaciones de Miquel, Fischer y Buchner y de otros hombres de ciencia.

Recién a fines del siglo pasado se comenzóa reconocer la importancia de los

hongos en diversos procesos fermentatlvos.

Fitz, en 1875, fué el primero en demostrar que se podia producir alcohol por

un hongo, el Mucor Mucedo.

La utilización industrial de estos microorganismosse inició con el proceso

Amilópara la producción de alcohol, en el que intervinieron primero el Mu­

cor Roxii y luego varias especies de Rhizopus.

En los últimos años del siglo pasado se comenzóa extender notablemente el

conocimiento y el empleo de los hongos. En 1891 Wehmerdemostró la producción

de ácido oxálico por el Aspergillus Niger, y dos años más tarde la ¿e ¿ciao

cítrico por citromyces. En 1902 Calmette preparó ácido gállico a partir del

tanino por medio del llamado ASpergillus Gallomyces. Durante la primera gue­

////
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rra mundial se emplearon en Alemania microorganismos para la producción

de glicerina y de grasas. En 1927 Mayintentó desarrollar en EE.UU.la

producción de ácido glucónico por el mismoproceso y posteriormente se

prepararon proteinas y vitaminas por fermentación.
Paralelamente se desarrollaron las tentativas de separación de las enzimas

segregadas por los microorganismosy su utilización directa, independiente

de los seres que las producen.

Si bien la malta, primer preparado enzimático, se viene utilizando desde
hace siglos, solo a comienzosdel actual se iniciaron los trabajos para

la producción industrial de enzimas.

Takamine, en 189h, preparó por primera vez concentrados enzimático de

hongos ( A. Orizae) en escala industrial (U.S. Patent. 525.819,25), e in!

trodujo dos productos comerciales, la Takadiastasa y la Polizima, para la
dextrinifioación del almidóny el desaprestado de las fibras textiles.

Boidin y Effront fuerOn los primeros en produciarlas a partir de bacterias

(B. Subtilis y B. Mesentericus, U.S. Patent. 1. 227.57h y 1.227.525) en

Mayo de 1917.

Numerosospreparados se elaboraron posteriormente con fines comerciales o
terapéuticos, y aún puramente cientificos. Pero en general, ninguno de e­

llos puede considerarse formado por enzimas puras.

La preparación de enzimas cristalinas se logró recién hace pocos años, y

solo en escala de laboratorio. La ureasa fué la primera, lograda por

Summeren 1926, quien la catalogó como globulina. Northrop y Sherman ais­

laron en 1951 la amilasa pancreática y 1a señalaron comoproteina, aunque

Waldschmidt - Leitz y Reichel (z. Phisiol.Chem. 20h, 197, 1952) afirmaron

que se puede separar de la parte proteica; sin embargono parece convin­

'cente el procedimiento que usaron para probarlo (ver Tauber, Enzime Che­

mistrv, pág. 18). Sherman y sus colaboradores comprobaron por un método

indirecto que las amilasas de la malta eran proteinas mostrando que 1a

pérdida de actividad era proporcionarles a una progresiva desnaturaliza­

ción. /////
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La preparación de enzimas microbianas y su utilización industrial es pués

un problema de este siglo. Los productos comerciales que se venden como

preparados enzimáticos están lejos de ser enzimas puras.

Se trata unas veces de preparados obtenidos a partir de maceraciones de

Cultivos de hongos o de medios de cultivo liquidos donde han sido segrega­

das las enzimas, y más o menos purificados posteriormente. otras veces son

simplemente medios de cultivo sólidos de gran superficie (del tipo del a­

frecho o de cáscaras de productos agricolas) bien enmohecidos y convenien­

temente tratados para conservar el poder enzimático e impedir las contami­

naciones de los productos en los que deben aplicarse.

Las enzimas microbianas son de diversos origenes. Las hay bacterianas, em­

pleadas sobre todo en.Europa, y de hongos, cuya aplicación ha alcanzado

gran desarrollo en EE.UU.

El aislamiento de enzimas para su estudio cientifico puede prescindir de

algunas consideraciones económicas sobre costos de cultivo y aún sobre el

tiempo que demandesu fabricación. Sin embargo, el análisis de la biblio-­

grafía nos ha mostrado que la mayor parte de las publicaciones sobre estos

temas, anteriores al año 1925, se dedican a estudiar las propiedades de ex­

tractos enzimáticos muyheterogéneos e impuros, donde la reproducibilidad

de las experiencias es practicamente imposible para otro investigador que

quisiera controlar los trabajos.

Planteado en su aspecto industrial, los factores de tiempo y costo de los

cultivos adquieren fundamental importancia, mientras que la pureza de los

extractos enzimáticos está solo condicionada por factores económicos, ten,

diéndose a la obtención de preparados de minimo costo y de máxima actividad.

Esta convicción orientó el plan de nuestro trabajo en la siguiente forma:

lï-Es necesario resolver todos los problemas concretos de producción

del material rico en enzimas en gran escala y en la forma más económica

posible, para asegurar su provisión abundante en el momentonecesario.

2°- Interesa hallar una derivación industrial a1 material elaborado,
/////
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;omouna contribución al desarrollo económiconacional.

5°; Hay que estudiar críticamente los métodos de control de la actividad

le los preparados enzimáticos con los que se trabajará.

hé- Se estará recién entonces en cendiciones de encarar algún problema

:ientifico respecto de las enzimas microbianas.

Analicemos cada uno de estos puntos:

1°; La obtención de grandes cantidades de cultivo en forma industrial ha

ancontrado dos soluciones con los métodos de cultivo estático y dinámico.

En el primero se emplean bandejas de gran superficie y poca altura, don­

1e se siembran los hongos en el medio de cultivo, manteniéndose luego en es­

;ufas incubadoras provistas de dispositivos para el oOntrol del crecimiento.

El segundo busca reducir el volumende las instalaciOnes utilizando un

:ambor con gran cantidadd de medio de cultivo, satisfaciendo la demandade

axigeno del hongo mediante un sistema forzado de aireación, regulando la hu­

medady asegurando la homogeneidaddel cultivo por la rotación del tambor.

ambossistemas tienen sus ventajas e inconvenientes desde el punto de vista

industrial. Se trata en resumen de un problema de costos. Desde el punto de

vista teórico, las conclusiones obtenidas con un sistema 30n aplicables al

atro°

Jebieron estudiarse en este punto los diversos factores que influyen en la

velocidad de crecimiento por un lado y en la actividad enzimática por el o­

tro, buscando las óptimas condiciOnes de producción y actividad.

Son ellos temperatura, humedad, pH, aereación, tiempo, composición del sus­

trato, acción de antisépticos y de metales tóxicos, etc.

El tratamiento de los cultivos obtenidos por cualquiera de los métodos ante­

riores para la extracción de las enzimas que contienen, exige el uso de apa­

ratos industriales de destilación para la recuperación de disolventes, desea
¿amianto de precipitados a baja temperatura, centrifugación de grandes volú­

menesde liquidos, etc. Tales posibilidades estaban fuera de nuestro alcanr

/////
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ce, por lo que se planteó el estudio únicamente en escala de laboratorio

y semiindustrial.
2°- La elección de una enzima microbiana industrialmente aplicable a

nuestro pais fué relativamente simple, ya que el hecho de no existir aqui

ninguna industria productora de enzimas microbianas nos permitía preparar

cualquiera.
Se trataba entonces de buscar alguna aplicable a industrias ya estable­

cidas y que actuara sobre materias primas de abundante producción nacional.

Del conjunto de hongos conocidos como productores de enzimas elegimos

el Aspergillus Orizae por ser buen productor de amilasas, por haber sido

probado con éxito en la industria, ya que existen varios preparados comer­

ciales utilizables en la producción de alcohol por fermentación, en la pu­
rificación de pectinas, clarificación de jugos de frutas y del vino y en er

desaprestado de tejidos, y por permitir la transformación util de productos

abundantesen el pais (maiz, trigo, etc.).

Contribuye a justificar nuestra elección el hecho de que en uno de los

institutos nacionales mencionadosanteriormente se está encarando actualmen­

te el problema de la producción de alcohol etilico por medio de este micro­

organismo. .

5°- El estudio critico de los métodos de control de la actividad enzi­

mática, especialmente en cuanto a su poder amilolitico, resultó necesario

inmediatamente que comenzamosnuestro trabajo, porque a pesar de la variedad

de principios en que están basados y a los estudios realizados sobre los mis­

mos, tuvieron ventajas e inconvenientes para cada una de las determinaciones
realizadas.

Fué asi que buena parte de nuestro tra bajo consistió en la repetición

de experiencias sucesivamente anuladas por el empleo de métodos de c0ntrol

inadecuados. Por eso hemostratado de ser lo más explícitos posibles en la
parte experimental, especificando claramente las condiciones de ciertos con­

troles y experiencias efectuadas.
/////



h° - El conocimiento cientifico de las enzimas, si bien ha reali­

zado progresos considerables, está aún en sus cOmienzos en muchos aspec­

tos.
El problema fundamental de los quimicos, la sintesis, no ha sido resuel­

to para las enzimas y todavia aparece lejano para la mayoria de ellas.

El hecho de que las enzimas hayan resultado - por lo menos en las cono­

cidas con seguridad- ligadas a cuerpos proteicos, explica y justifica la

lentitud de los progresos que se realizan sobre su aislamiento y estudio.

No queremos discutir la afirmación hecha por algunos autores de que el

atraso en el estudio de las mismas haya derivado del empeñoen mantener

la teoria de que la constitución de las enzimas es la de una parte acti­

va apoyada sobre un soporte proteico, teoria que orientó las investiga­

ciones hacia el aislamiento de tal parte activa. Pero lo que debemosre­

conocer es que la mayor parte de las comprobaciones sobre la composición

y aún sobre el comportamiento de las enzimas realizadas hasta hace veinte

años son muypoco útiles desde el punto de vista cientifico, por las im­

purezas que contenían los extractos sobre los que trabajaban. Asi ocurre

¡que unos autores señalan una gran cantidad de enzimas en un microorganis­

mo por la acción que ejercen los macerados de sus cultivos sobre un sus­

trato determinado, mientras otros sostienen - basados en los mismoshe­

chos - la heterogeneidad de la acción de una sola enzima sobre dichos sus­
tratos.

E1 problema cientifico del aislamiento, el estudio de la composición y

la sintesis de las enzimas microbianas es de fascinante interés para los

quimicos, pero en nuestro trabajo no hemos intentado profundizar ninguno

de esos aspectos.

Creemos sin embargo que contribuirá a crear las condiciones para que en

un futuro no lejano se puedan encarar tales investigaciones.

--' /////
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POSIBILIDADES TEORICAS Y PRACTIC&É_

Restringido nuestro trabajo a las enzimas del ASpergillus Orizae, re­

sultaba aún asi demasiado vasto por el gran número que es capaz de

producir dicho microorganismo, escapando a nuestros fines concretos

un control de todas ellas y de las posibilidades industriales que pu­
dieran tener.

El Aspergillus Orizae produce una extraordinaria cantidad de enzimas,

habiéndose señalado más de veinte, entre las cuales resultan abundan­

tes las carbohidrasas, especialmente las amilasas.

Este hongotiene una tradición honrosa en la microbiologia industrial.

Desde hace muchotiempo se lo emplea en los paises orientales, sobre

todo en el Japón, para fabricar bebidas alcohólicas semejantes a una

cerveza fuerte (saké) y salsas por fermentación de la soya, siendo su

industria de gran importancia económica en dicho pais.

Su introducción en los paises de raza blanca se debe a Takamine, quien

trató de utilizarlo para producir alcohol potable, fracasando por las

dificultades para eliminar el olor desagradable del producto. En cambio,l
el empleo de sus enzimas amiloliticas para la sacarificación de maisches1

o de almidones y para su aplicación medicinal en forma de takadiastasa

se ha ido ampliando continuamente.

Su utilización es casi excluyente de otros materiales en 1a clarifica­

ción de jugos de fruta y en la purificación de pectinas, donde la mal­

ta resulta poco eficaz. La Polizima D y el Pectinol son dos productos

norteamericanos destinados a este fin.

También se ha introducido su empleo - aunque oOn menor eficacia - por­

que está basado en sus enzimas proteoliticas - en el depilado de los

cueros y en ciertas operaciones previas al curtido, en sustitución de

extractos pancreáticos comoel Oropon° Se usa asimismo en el desapres­

////
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to de fibras textiles, en la preparación de "fondants", en la despro­

teinización del "latex", en la elaboración de glucosa técnica, etc.,

aunque no excluye los productos enzimáticos de otro origen.

Las amplias posibilidades de aplicación industrial de los cultivos de

A. Orizae nos obligó a restringir nuestros ensayos, dedicando especial

atención al grupo de enzimas segregadas en mayor abundancia y a'su pro­

bable empleo en nuestra industria,- condicionando todas las comprobacio­
nes teóricas a este mismofin.

En base a ello, quedó definitivamente fijado nuestro campode experimen­

tación de la siguiente manera:

l°- Obtener cepas de Aspergillus Orizae.'
2°- Lograr un material rico en enzimas amiloliticas a partir de

ellas.
5°- Comprobarla posible presencia de otras enzimas en dicho mate­

rial y ensayar su utilización directa a esa concentración.

h°- Estudiar las posibilidades industriales de tal material.

5°- Hacer ensayos preliminares sobre el aislamiento y utilización

de las enzimas purificadas.

////
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AISLAMIENTO DE CEPAS DH ASPERGILLUS ORIZAE

El problema del aislamiento de cepas de A. Orizae en nuestro pais con

miras a su aplicación industrial fué planteado por nosotros.

Esto nos creaba-una gran responsabilidad ya que el fracaso de tal inten­

to, si bien no nos hubiera impedidoefectuar el trabajo, habria dismi-­
nuido la utilidad de los productos obtenidos, que dependerian de cepas

conseguidas en el extranjero, generalmente con poca comodidady sin nin­

guna seguridad en cuanto a eficacia.

Nohemos encontrado datos bibliográficos sobre este punto en nuestro

pais, pero teniendo en cuenta que los hOngos del género Aspergillus se

encuentran ampliamente difundidos y son poco exigentes en cuanto a su

alimentación, planteamos la hipótesis de que debian hallarse en cereales

y otros productos vegetales comunesentre nosotros.

Tal suposición resultó correcta, pués hallamos A. Orizae en numerosos

granos y frutos. Posteriormente, por gentileza de nuestro compañero, el

Dr. Duprat, obtuvimos varias cepas de A. Orizae de la colección del

Northern Regional Research Laboratoire de Peoria, EE.UU., cuyas propie­

dades pudimos comparar con las aisladas por nosotros.

Parte experimental

Se buscaron colonias de hongos en una serie de productos vegetales, tra­

tando de reunir muestras de distintas regiones de la república.

Se encontraron colonias en:

lo muestras de trigo

lO “ " maiz

8 “ " cebada

5 “ “ avena

h " " alpiste
////
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muestras de girasol

" " manzana

“ “ limón

uva

papa

centeno

arroz

maiz de Guinea

piña

naranja

pera
3

5

6

5

8

2

5

2 n n

2

h

6

h

2 frutilla
flores

\.N

Las colonias más comunesresultaron pertenecer a los géneros Aspergi­

lli, Penicillium, Rhizopus y Mucor.

La técnica empleada fué la siguiente:

Se colocaron los materiales en cajas de Petri con cantidad variable de

a gua, de acuerdo a la naturaleza de cada uno de ellos; se llevaron a

estufa a 25° y 57°C y se esperó el desarrollo de las colonias, que se

produjo entre 2h y 60 horas.

Se hicieron entonces repiques de cada una de las colonias observadas en

cajas de Petri conteniendo medio de Agar Czapek modificado por Dox y

Thom(ver su composición en el Capitulo "Medios de Cultivo")y se proce­

dió posteriormente al aislamiento de las distintas cepas, las que se

pasaron una vez puras a tubos conteniendo el mismomedio.

El medio de Czapekmodificado se utilizó sistemáticamente para el ais­

lamiento y estudio morfológico de las especies de hongo obtenidas, te­

niendo en cuenta que los datos sobre la morfología de los cultivos in­

////
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dicadOS por Thomy Church para diferenciar las distintas especies de

Aspergilli fueron obtenidos a partir de hongos crecidos en dicho medio.

(Ver Thomy Church, “The Aspergilli", ficha N°ll0 ).­

El método de aislamiento descrito resultó el más cómodoy eficaz.

Se probó también lavar los materiales en estudio con agua destilada es­

teril y sembrar éstas suspensiones en cajas de Petri con Agar Czapek o

en caldos liquidos, pero este sistema complicaba las operaciones y, si

bien aseguraba el crecimiento de mayor cantidad de esporas, dificultaba
consideraolemente el aislamiento.

COnel método aplicado se logró aislar de los productos naturales antes

mencionados 115 cepas de hongos, de las cuales 52 resultaron pertenecer

al género Aspergillflóicuyas caracteristicas describimos más adelante.

Empleamosasimismo en nuestros ensayos 12 cepas de Aspergillfiáaisladas
en materias fecales de niños en el Instituto Nacional de la Nutrición,
y que nos fueron cedidas gentilmente.

////



Esporas en germinación, micelio y cabezuelas.
Vista de conjunto ( X 400).­



15

SISTEMATICA MICROBIOLOGICA

El estudio y clasificación de las cepas de Aspergillus Orizae tenia

dos exigencias primordiales:

l°- Poder establecer con seguridad que se trataba de dicho micro­

organismo.

2°- Hacerlo por un método de reconocimiento que fuera sencillo y

práctico para un trabajo de naturaleza industrial.

La sistemática del género Aspergilli ha sido ampliamentetratada en el

libro de Thomy Church "The Aspergilli".- Transcribimos a continuación

1a descripción de dicho género.

"Micelio vegetativo compuestopor hifas ramificadas, septadas, incolo­

“ras o vivamente coloreadas, y en unas pocas formas difusamente pardas

“en areas sumergidas, o produciendo costras o esclerotos pardos. Apa­

“rato conidial desarrollado comotallos y cabezas a partir de células

“basales especializadas, alargadas y de paredes gruesas, produciendo

“conidióforos comoramas aproximadamente perpendiculares al eje longia

"tudinal de la célula basal. Conidióforos septados o nó, alárgándose

“usualmentehacia arriba y ensanchándoseen vesículas fértiles elipti­

“cas, hemiesféricas o globosas, soportando células fértiles o esterig­

"mas, ya paralelos y agrupados en grupos terminales, ya radiales a par­

"tir de toda la superficie. Los esterigmas ya sea en una sola serie,

“ya comouna serie primaria soportando cada una en su ápice un grupo

"de dos o más esterigmas secundarios. Los conidios varian grandemente
“en color, tamaño, forma y detalle, estando separados de las extremida­

“des de los esterigmas por tabiques transversales (no proaueiáoa Por
“brotación) y formandocadenas no ramificadas, diSpuestas radialmente

“sobre cabezas globulares o empaquetadas en masas columnares (calip­

////
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“tradas).
“Beritecios hallados solo en ciertas especies, desconocidos en la mayo­

"ria, cleistocárpicos, de paredes delgadas, produciendo ascos y ascospo­

“ras en unas pocas semanas. Esclerotos encontrados regularmente en algu­

"nas razas, ocasionalmente en otras, y ausentes en otras razas estrecha­
. “mente relacionadas; comunmenteglobosho subglobosos, compuestos de cé­

“lulas de paredes gruesas, evidentemente llenas de material de reserva,
“descritos por Brifeld 6Bot.Stg. 3h; 265¡ 1876) para A. Niger, y por

"Dangcard como produciendo ascos después de un periodo de reposo, pero

“tales ascos y ascosporas no han sido halladas por nosotros”.

Figura asimismo la descripción completa de la especie A. Orizae sin.

Eurotium Orizae Ahlb. (Ahlburg) Cohn (Cohn. F. Ueber Schimmelpilze als

Garnig serreger. Jahresb. Sches. Gesell. Vaterl.Cultur (1885) 61: 226.

Breslau 188h). Una descripción incompleta de los organismos de sake fué

publicada por Korschelt (Korschelt 0. Ueber Saké, das alkoholische

Getrank der Japaner. Dingler's Polytecnisches Jour. 250,550.1878), como

tomada de una carta del “Sr. Ahlburg". - Transcribimos la descripción

dada en "The Aspergilli".

“La siguiente caracterización del cultivo 0N° 115) se tomó de Thomy

"Church, Amer.Jour.Bot¿ 8.106.1921: Colonias en medio de Czapek se ex­

"tienden en superficie, con color amarillo verdoso pálido (el verde va­

“riando del verde lima al verde clavelina) (RidgwayXXXI,25" YGeï),

"palideciendo pronto para dejar sombras pardo amarillentas. Esclerotos

“oscuros, producidos ocasionahmente, pocos y en grupos, Micelio y agar

"no ooloredágos; talos de 2 a varios milímetros de longitud y entre zo
“y 25 micrones de diámetro. Cabezas grandes y pequeñas en el mismo cul;

"tivo, predOminantementegrandes, globosas y radiadas más bien que ca­

////
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“liptradas. Esterigmas más comunmenteen una serie, ocasionalmente en

“dos series; esterigmas primarios mayores, de 8 a 12 por 5 micrones,

“secundarios (cuando están presentes) de 7 a 10 por 5 micrones. Coni­

"dios piriformes, incoloros o muydebilmente amarillos, con paredes

"tan espesas comopara dejar hoyos circulares, alargados o espirifor­

"mes, produciendo un efecto áspero o equinulado cuando se mira con pe­

"queño aumento, variando de tamaño, predominantemente mayores que A.

“Flavus, 5 por h u, h por 5 u, 5 por 6 u, 6 por 7 u y ocasionalmente

“5 a 6 por 8 a 10 micrones.

“Zikes (125) refiere la formación de peritecio en estas especies, pe­

“ro su cultivo, enviado a nosotros (N° h627) ha demostrado ser un miem­

"bro del grupo A. glacus. Bezaonof (126) también informa sobre perite­

"cio, pero sin datos que aseguren una discriminación entre peritecios

"y esclerotos.
“Muchas cepas estrechamente parecidas a la N°115 han sido examinadas

“después, junto a formas manifiestamente relacionadas, pero divergentes

“ en tonos de color, en medidas y en efectos sobre los sustratos. Estas

“descripciones diagnósticas servirán para situar un organismoen la se­

"rie o grupo, pero no identificarán una cepa particular".

La descripciones del género y del grupo son indiSpensables para la e­

xacta clasificación de una cepa, pero resultan demasiado extensas y

minuciosas para una selcción previa. Máseficaces para tal fin son

las claves dadasfi por los mismos autores o por Lafarfuí)
Nosotros preferimos sin embargo separar en primer lugar únicamente las

colonias de color amarillo verdosos a verde oscuro, dejando de lado

las otras características morfológicas.

Para la selección psterior tuvimos en cuenta una propiedad fisiológica

muyinteresante del A. Orizae: su capacidad de producir ácido k6jico,­
/////
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descubierto por Saito en 1907 en el micelio pulverizado de este hongo.

Yabuta, en l92h y Raistrick y colaboradores (que lo descubrieron in­

dependientemente de los anteriores en 1925) demostraron que solo unas

pocas especies de Aspergilli, cuando crecen en medio de Czapek, produ­

cen ácido kójico, reconocible por la coloración roja intensa que pro­

duce con solución de cloruro férrico. Son estas el A. flavus, A. Ori­

zae y A. Tamarri, (ver Smith, Ind.Mycology, 2a. ed. 19h2).-(€Ü

Nosotros aplicamos sistemáticamente esta reacción, eliminando las ce­

pas que daban reacción negativa.

De las cepas con reacción positiva de ácido kójico se pueden separar

después con relativa facilidad las pertenecientes a la especie A. ta­

marii porque, si bien el color de las colonias Jóvenes es bastante pa­

recido al de las A. Flavus Orizae, cuando envejecen se oscurecen consi­

derablemente, pasando al marrón oscuro. La observación microscópica

y la medición de las esporas elimina toda duda, pues las del A. tamarii

miden de 5 a 7, 5 micrones de diámetro, mientras las del A. Orizae so­
lo miden de 355 a 5 micrones.

En esta parte de nuestro trabajo nos resultó fundamental el asesora-­

miento del Ing. Soriano.

Parte experimental

De las cepas aisladas de los productos naturales antes mencionados se

separaron aquellas colonias cuyo color variaba entre el amarillo ver­

doso claro, a veces con tonos pardos, y el verde oscuro.

Estas colonias se repicaron en cajas de Petri conteniendo medio de

Agar Czapek, incubándolas a 57° C durante una semana. Al cabo de este

tiempo se agregó sobre el borde de la colonia bien desarrollada una

////
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gota de solución de cloruro férrico al 10%. En caso de existir ácido

kójico se desarrollaba en pocos segundos un color rojo, que variaba

del rosa fuerte al rojo sangre intenso.

Las cepas con reacción positiva de ácido kójico se observaron al mi-­
croscopio, directamente sobre caja de Petri en cultivos frescos, y se

clasificaron de acuerdo a las indicaciones de la clave de Thomy Church

empleandosólo aquellas que respondian a los caracteres morfológicos

del grupo Flavus-Orizae.

Las cepas con reacción negativa de ácido kójico se aislaron en tubos

de ensayo con agar Czapek para la colección.

Conclusiones

l°- Por primera vez en el pais se aislaron cepas de A.0rizae de

importancia industrial.

2-- Tales cepas responden a las caracteristicas señaladas por

Dox y Thompara el grupo A. flavus-orizae.

5°- El método de aislamiento propuesto:

Va Separación por el color de la colonia (verde claro a ver­

de oscuro) en medio de agar CZapek.

b) Reacción (l) del ácido kójico. (l) positiva

c) Observación microscópica y medida de las esporas.

resultó eficaz para los fines de nuestro trabajo.

h°- Los ensayos industriales efectuados con hongos kójico nega­

tivos demostraron que no presentaban ventajas sobre los per­
tenecientes al grupo A. Flavus-Orizae.

////
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MEDIOS DE CULTIVOS EMPLEADOS

Para el aislamiento y el control de las propiedades de las cepas de

hongos obtenidas se emplearon diversos medios de cultivo, cuya compo­

sición y método de preparación consignamos a continuación.

Medio de Czapekl modificado por Dox y Thom:

Sacarosa............... 30 gramos

N05Na................... 2' “
SOuMgcrist ............ 0,5 "
PouHKg................. 1 “
01K.................... 0,5 "
SOhFecrist............. 0,022“

Agua conoce-000000000000. hasta 1000.00.

Agar ooo-ouooooooooooooo 15 gramos.

Se disuelven todas las sales menos el fosfato en 500 cc. de agua. Se

agrega la sacarosa y se agita hasta disolución. En la otra mitad del

agua se disuelve el fosfato potásico y se agrega a la solución ante­

rior. Se añaden 15 gramos de agar y se lleva a ebullición, agitando

constanhamentehasta disolución total. Se vierte en tubos de ensayos

que se tapan con algodón. Se esteriliza en autoclave 30 minutos a l

y 1/2 atmósferas de presión o con vapor a 100°C durante una hora por

dos o tres dias consecutivos.

Medio de Raulin.

Sacarosa ooo-9.00.0000. 70 gramos

Acidotartárico......... h "

NBBNHh0.0;0000500000000 h n

005K2 ¡bono-oocooocco-vo 0,6 n

qu(Nm92..n.u.u.nofi "
/////
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005Mg.................... o,u gramos
son (nah)2 .....;........ 0,25 "
scth crist .............. 0,07 "
SOuFecrist .............. 0,0? "
3105K2................... 0,07 “
Aguadestilada ........... hasta 1.500cc.

En la preparación de este medio para nuestro uso hemos suprimido el

silicato de potasio por la dificultad de su disolución.

Medio de Raulin-Thom¿

Este medio surgió de un error cometido por Thomy Church en la trans­

cripción del medio original de Raulin en la edición de 1926 de su
libro “The Aspergilli". En ella emitieron el nitrato de amonioy lo

reemplazaron por tartrato de amonio, resultando un medio de cultivo

muy interesante, de menor acidez que el anterior, que tiene pH 2,9,

mientras éste tiene un pH próximo a h.;

La preparación de ambosmedios es semejante:

Se pulveriza el ácido tartárico y se disuelve en 500 cc. de agua ca­

liente, agregando luego el carbonato de magnesio. Una vez disuelto

se agrega el tartrato de amonip(o el nitrato) y se agita hasta di­

solución. A continuación se disuelve la sacarosa. Aparte se disuelve

el carbOnato de potasio en 100 co. de agua y se agrega a la solución

anterior. Los sulfaatos de amonio, cinc y hierro se disuelven tam­

bién separadamente y se agregan a la primera solución. Por último

se disuelve el fosfato en 500 cc. de agua y se agrega al primero a­

gitando constantemente. Se lleva a volumeny se esteriliza.

////



22

Agar de mosto de malta

Maltamolida ............... 250gramos
Aguapotable ...............1000 cc.
Agar....................... 20gramos.

.Se preparó según la técnica de Henneberg:

Se calienta el agua a 50°y se agrega la malta, manteniendo media ho­

ra a hSÏ. Se aumenta hasta 60-62° en un lapso de media hora y se man­

tiene a esta temperatura durante otra hora, hasta que no de reacción

inmediata con el íodo. Se filtra por lienzo. Se hierve y filtra por

papel. Se enfría a 50°, se agrega clara de huevo y se calienta hasta

buena coagulación. Se agrega 20 gramos de agar, se funde a 100° y

se vuelve a filtrar repartiendo en tubos.esterilizados. Se esteriliza

por tindalización 30 minutos diarios a 100° durante cuatro dias.

Medio de Woltje modificado por uno de nosotros

Fuente hidrocarbOnada ....... 75 gramos

80h(NHu)2.................. 10 “
80hMg...................... 2,5'
PohHK2..................... 5
Agua........................ 1000cc.

Se disuelven los sulfatos de amonio y magnesio en la mitad del agua.

Se agrega el carbohidrato (sacarosa p glucosa) y se disuelve. Aparte

se disuelve el fosfato en 500 cc. de agua. Se mezcla agitando. Se
agregan ho ml. de HCl 2,5%, ajustando la acidez hasta 0,03 N. de

Hcl. Esta modificación previene la formación de precipitados que se

producenken la composición original y al mismotiempo disminuye el
PH del medio g

////
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Medio de gelatina

Gelatina "oro" ......... 15o
Agua................... 1000oo.

Se corta la gelatina (calidad comestible) en pequeños trozos y se

cubren cen agua, dejando en reposo durante la noche. Se calienta la

masa hasta solución completa, se reparte en tubos y se esteriliza

por tindalización durante 50 minutos durante 5 días 00nsecutivos.

Medios con antisépticos

Se emplearon especialmente los medios de Czapek y de Raulín, agre-­

gándoseuna proporción variable de antiséptico, fenol, formol, áci­

do benzoico, ácido salicílico, etc.

Medios de cultivo

Para los ensayos de cultivo en medio liquido del tema IV se empleó

el mediobasal siguiente (ficha 19)

100 gr. de carbohidrato
0,015-0,005 mol gr. de PouH2K

0,015-0,005 " " " Citrato de K

0,0h- 0,08 " " " fuente nitrogenada

2 gr sulfato de magnesio 7H20

0,5 gr. de CL2Ca, 6H20

0,01 gr. de SOhFe, 7H20 y souZn, 7H2o

aguahasta l litro. tinta ¡Si

////
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COMPROBACIÓU L LA ACTIVIDAD ENZIïATICA DE
LAS CEPAS OBTENIDAS, ESPECIALMENTE CON RESPECTO A LAS BN­

ZIMAS AMILOLITICAS.

Al encarar este punto de nuestro trabajo comprendimosla necesidad

de controlar críticamente los métodos de medición de la actividad

amilolitica, y en menorescala la proteolitica, que se probó en el

producto oOmercial obtenido.

En efecto, los numerososmétodos existentes no son útiles en todas

las oportunidades, y es necesario tener cuidado en su empleo para no
caer en errores.

1° - CONTROL DE METODOS

En este capitulo hemos agrupado los métodos de control de enzi­

mas probados por nosotros en el curso del trabajo, con las observa­

ciones prácticas realizadas, separándolos de las conclusiones parti­

culares a que llegábamos sobre las enzimas del A. Orizae, a fin de

dar mayor claridad a la exposición.

Este control se refiere especialmente a los métodos de determinación

de poder amilolitico, pero también figuran los proteoliticos, ensaya­
dos sobre los productos comerciales obtenidos.

a) METODOS AMILOLITICOS

Los métodos empleados para medir la actividad amilolitica se

pueden agrupar en:

1° Los que prueban la ausencia de ahnidón. El método clásico

es el de Wohlgemuth,modificado posteriormente de varias

maneras, que emplea comoreactivo la solución de iodo.

2° Los que miden la pérdida de viscosidad de los engrudos de

almidón. Entre ellos citamos el método de Waksman.

/////
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5°- Los que determinan el poder reductor de los productos de

hidrólisis del almidón. A este grupo pertenece el clásico

método de Lintner.

h°- Los que dosan el alcohol producido por la fermentación to­

tal o parcial de los hidratos de carbono producidos por
hidrólisis. Entre ellos se encuentra el descrito por

Ellis, Fulmer y Underkofler.

5°- Los que hacen la polarimetria de las soluciones de almi­

dón total o parcialmente digeridas.

6°—Los que miden directamente el almidón residual separado

por precipitación. Por ejemplo el método de Shermany co­

laboradores.

7°- Los que aprovechan el poder reductor de los productos de

hidrólisis sobre materiales distintos al Fehling, por

ejemplo la decoloración del azul de metileno.

El comportamiento de un mismo macerado enzimático probado por estos mé­

todos no es influenciado en forma similar por la variación de factores

comola temperatura, el pH, etc. Esto parecería probar la existencia

de un complejo enzimático amilolitico. Sin embargo, una demostración de

tal hipótesis exigirá siempre en último extremo el aislamiento de los

componentes de tal supuesto complejo. De otro modo quedaria la duda de

si se trata de una enzima sola, que actúa de diferente manera según la
naturaleza del sustrato, o si son dos o más las que actúan, ya indepen­

diente, ya coordinadamente, en las descomposiciones que son capaces de

realizar.
El problema se complica más aún porque el almidón- cuya estructura no

está bien determinada- produce sustancias que a su vez, sin estar to­

talmente aclaradas en cuanto a su proporción o estructura, son sucep­

/////
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tibles de descomposiciónhasta llegar a maltosa y glucosa.

Tratar de planear un método absoluto de medición del poder enzimático

es inutil por el momento,porque hay todavia relación de interdepen­

dencia entre los avances que se realizan en el conocimiento de los a1­

midones de distintas procedencias y el mecanismode las acciones enzi­

máticas capaces de descomponerlos.

Aclarar las relaciones entre los métodos analíticos y el comportamien­

to de las enzimas requiriria un trabajo de naturaleza distinta al que

nos propusifios. Se resolvió elegir para cada tipo de determinaciOnes

el método más adecuado, tratando en la parte de aplicaciones de que

fuera similar al control industrial que se empleatl

METODOS EMPLEADOS

1°- Modificaciones al=QÉtpdooriginal de Lintner (87) utilizando el

Fehling volúmétrico según (15) (16).

Los ejecutamos de la siguiente manera:

a) -Soluciones necesarias.

gglugién buffer ge glgidén, Se pesan 20 gr. de almidón soluble

Mark, desecado en estufa, se suspenden en poca agua fria, se añade

500 cc. de agua caliente y se calienta hasta que el liquido se a­

clare (no pasa de 75° la temperatura necesaria). Se enfría, se aña­

den las soluciOnes para regular el pH (acético-acetato de sodio)

en la cantidad necesaria para un pH de 5,2- 5,h en el caso que se

quiera trabajar al óptimo de actividad de la amilasa del A.0. Se

completa con agua hasta un litro. Solución de enzima. Cuando se em­

pleaban los liquidos de maceración de afrechos enmohecidos, se tuvo
la precaución de neutralizarlos con HCl. Cuandose emplearon con­

centrados muchomás activos, se tOmaron las cantidades adecuadas

/////
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para tener siempre actividades del mismoorden, con lo cual se eli­

minaron los errores que provienen de que la cantidad de almidón

hidrolizado no es directamente proporcional a la cantidad de enzima

existente, sobre todo cuando aumenta la concentración sobre cierto
limite.

Cuandose realizaron los ensayos de acción de electrolitos sobre la

actividad, se procuró medir la concentración total de sales de la

solución, diluyendo para mantenerla por debajo de 5 por mil.

Cuandose trataba de comprobar la influencia de 1a inactivación por

el calor, en precipitadcs más o menospurificados, se disolvian en

la mismasolución enzimática inicial cuyo poder amilolitico se ha­

bia destruido, para reproducir asi las condiciones originales.

Para preparar la solución enzimática a partir de precipitados o de

material sólido, salvo indicación expresa en otro sentido, se usaron

liquidos de maceración que no tenian poder amilolitico en vez de

usar agua destilada. La aparición de precipitados durante alguna de

estas operaciones (sobre todo en la neutralización), era siempre se­

guida de filtración. Igualmente, los macerados empleadoseran liqui­

dos opalescentes, pero sin ninguna suspensión, filtrados generalmen­

te con papel de poro fino, otras veces por centrifugación y en úl­

timo extremo con bujia filtrante ayudandocon pasta de papel.

Ejecución del método

Se miden 100 cc del almidón preparado en un erlenmeyes de 250 cc.

Se mantiene en baño de temperatura constante (.1 0,05 °). Se añade

la solución enzimática mantenida también previamente a esa tempera­

tura y se van extrayendo muestras cada cierto tiempo. El liquidq
extraido, generalmente 5 cc, se vierte en un tubo grande de ensayos

////
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conteniendo l cc de NaCH0,25 Mpara detener la hidrólisis. Se

enfría a la temperatura ambiente y se titula con licor de Fehling

standardizado ( 5 cc equivalen a 5 cc de solución de glucosa al
0,5%). Se pueden hacer dos titulaciones, una para aproximar el va­

lor y la otra para obtener el resultado definitivo.

Observaciones: Este método se aplicó especialmente para la deter­

minación de la curva de actividad en función del tiempo, para lo

que resulta particularmente apropiado. Igualmente se empleó para

estudiar los aumentos de la actividad enzimática por concentración;

en este caso se tuvo la precaución de usar menores cantidades de
liquido para que la concentración en la solución deahmidónfuera

similar en todos los ensayos.

2°- Método clásico de Wohlgemuth (86) modificado por Takgmine (jr)

(J. Biol. Chem.192h) y con pequeñas alteraciones nuestras:

Soluciones. Se siguen las mismas indicaciones que en el método 1°.

Se prepara además solución 0.01N de iodo.

Elecucióngde la reacción: se prepara en una serie de tubos de ensa­

yos una dilución de la enzima. Generalmente conviene una progresión

geométrica de razón 1/2 tomando l cc de agua destilada en cada tu­

bo y añadiendo al 1° un cc de la solución de enzima, mezclando bien,

y pasando un cc al 2° tubo, de éste al 5° y asi sucesivamente. Se

añade a cada tubo 5 cc de la solución de almidón soluble y se lleva

al baño de temperatura constante durante 50 minutos; al cabo de e­

se tiempo se sacan y enfrian agregando rápidamente lo cc do “¿uu

destilada a 5 - 10° C a cada tubo. Luego 0,5 cc de solución 0,01N

de iodo, se mezcla bien y se anotan los colores obtenidos por cam­

paración conun testigo° /////
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observaciones: El método mide la máxima dilución de enzima que es ca­

paz de hidrolizar totalmente una cantidad fija de almidón ( en cada

tubo hay 5 centigramos de almidón) y al mismotiempo los tubos anterio­

res, cuyas coloraciones dependen de las dextrinas producidas, dan una

idea aproximada de la cantidad de enzima que se necesita para llevar

la hidrólisis hasta una etapa determinada.

El método resulta útil para comparar la acción de un mismopreparado

enzimático sobre distintos dustratos; nosotros probamoshabitualmente

sobre una solución de almidón de papas y sobre el almidón soluble

Merk o Poulenk; se puede poner asi de manifiesto la diferente sensibi­

lidad de la enzima amilolitica a la temperatura, según se pruebe sobre

almidón soluble o de papas.

La sensibilidad del método es grande; en cambio su exactitud no permi­

te aprovecharlo directamente en ciertos controles. En efecto, queda en

primer lugar la duda sobre cual es el último tubo en el que no hay ac­

ción hidrolitica. Para probarlo basta añadir a un tubo que no de colora­

ción con el iodo una cantidad de solución de almidón que sea el 10%de

la empleada: el color obtenido es tan intenso comosi no hubiese habido

hidrólisis Si se toma cualquiera de los tubos anteriores, el poder a­

milolitico expresado en grados Lintner por ej, va quedandodividido por

dos; por eso el método es util para comparar comportamientos diferencia­

les pero no para titular. En cambio en las aplicaciones en que se busca

la eliminación total del almidón, es más útil tomar el último tubo que

no da color azul con el iodo. Sin embargo, aún en este caso, la exacti­

tud estará comprendidaentre los valores correspondientes a los dos úl­

timos tubos y será menester hacer diluciones en progresión aritmética

ae enzima entre esos valores para tener un dato util.

Observaciones prácticas: son importantes algunos detalles; es imprescin­
/////
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dible emplear agua destilada en las operaciones porque el color del

iodo desaparece a esa concentración con el agua corriente.

Cuando se trata de macerados muy impuros, los resultados tampoco son

seguros respecto de los tubos intermedios, donde hay decoloración muy

rápida. Se puede evitar esto añadiendo otros 0,5 co de I
En la literatura se omite muchasveces la concentración de la sgl.de

iodo; esta concentración y el volumen a tomar fueron probados para

que no necesitara medirlos muyexactamente y para que las diferencias

de coloración producidas entre tubo y tubo fueran bien visibles.

El manejo de los tubos de la serie se simplifica si se colocan en una

gradilla pesada que se sumerja en el baño; se elimina asi la tarea en­

gorrosa de marcar los tubos, el peligro de roturas, etc.
El salto de concentración entre tubo y tubo es tan grande que resultan

despreciables los errores en el tiempo de acción, en la temperatura o

en la medición de volúmenes. En cambio en las diluciOnes en progresión

aritmética, es necesario ser riguroso en los controles.
Las soluciones de almidón se conservan bien a la temperatura ambiente

siempre que no se contaminen con hongos. Cuando se usa pH muy acido

se precipita el almidón, especialmente el soluble. La solución- agi­

tada para pOner en suspensión el precipitado, no dió errores al ser em­

pleada en algunos ensayos.

5° - Método de Waksmgnn. (6) modificado por nosotro;
\_'J‘> “44" "un"

Se prepara una solución al 2%de almidón de patatas previamente

lavado, procediendo del modo descrito en el método de Wolghemuth. Se

prepara una serie de tubos con cantidades decrecientes de la solución

enzimática como indica dicho método, y se agrega a cada tubo 5 ml.

de la solución de almidón, prodediendo a continuación comoen aquel.

Al final de la operación se determina la disminución de viscosidad de

/////



la solución de almidón.

Para hacer más visible la hidrólisis del almidón se prepara almidón em­

bebido en una solución al 1%de rojo neutro, lavado repetidas veces con

agua destilada y desecado posteriormente. Al producirse la solubiliza­

ción del almidón, se pone en libertad totalmente el colorante, aumentan­

do la intensidad del color rojo.

Este método se empleó repetidas veces para determinar el poder amilo-­

elástico por pérdida de viscosidad, sin haberlo podido adaptar a nues­

tras condiciones de trabajo

Micrometodopara el reconocimiento cualitativo de enzimas, propuesto

por B.W. Sastri y M. Sreenivasaya (51).

Se mezcla una gota de la solución a probar con una gota del reactivo es­

pecifico para la enzima en un microcrisol y se tapa inmediatamente con

un vidrio de reloj para mantener la humedad.Se calienta durante trein­

ta minutos a la temperatura de acción de la enzima y se trata con el

reactivo adecuado. Se proponen para tal fin una serie de reactivos es­

pecificos para cada enzima.

Este método resultó cómodopara ensayar las gotitas de liquido exñdado

que aparecían sobre las colonias de A. Orizae en medios de cultivo li­

quidos.

Métodocualitativo para seleccionar cepas con poder amilocléstico

Es el método aplicado en la parte inicial de nuestro trabajo y fué pla­

‘neado por uno de nosotros.

Consiste en utilizar comomedio de cultivo una solución de ahnidón al

5%mantenida a ebullición durante 10 minutos, vfi‘tiendo luego GHcajas

de Petris Se siembran las cepas y una vez crecidos se prueba la hidró­

lisis del almidón en la zona de crecimiento con la reacción del iodo.

/////
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6° - Métodoindustrial para la comprobacióndel poder sacarifante de

los productos obtenidos.

Se empleó el método resumido por Ellis, Fulmer y Underkofer (57),

que expresa la actividad enzimática en función del alcohol producido

por fermentación del azúcar resultante de la hidrólisis del almidón.

Conclusiones

l°- Los métodos de control del poder amilolitico no son e­

quivalentes.

2°- Para separar cepas con poder amilolitico de las que no

lo poseen resultó cómodoy eficaz el método propuesto por nosotros.

3°- Para ensayos comparativos de actividades resultó prác­

tico el método de Wolghemuthmodificado.

h°- Para determinar los valores de la actividad amilolitica

se deben emplear métodos basados en la acción del thling, ya que los

datos de la bibliografia se dan generalmente en base a ellos.

Los métodos industriales de control son limitados. Sirven solo para el

ensayo particular que se está realizando y es muydificil referir sus

resultados a cualquier otro método.

b) METODOS PROTEOLITICOS

Sobre las cepas seleccionadas en baso a su mayor poder amilolitico

se ensayo la actividad proteolitica con los siguientes métodos.

////
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1°- Métodocualitativo para la selección de cgoas

Adaptamos el método comúnde determinación de poder licuante sobre

gelatina para la comprobaciónde la acción proteolitica de las cepas

ensayadas.

Se prepara medio de cultivo de gelatina al 12%.Se esteriliza y distri­

buye en tubos que se disponen para siembras en estriafi. Se siembran las

cepas a ensayar y se incuban a 57° en presencia de un testigo esteril.

A medida que crecen los cultivos se va comparando la gelificación del

medio con la del testigo.

/z-‘- VMpuhm‘.‘
2°- Método de Hata (loziïmpdificadoípor ung,d% nosotrosx

x7 f‘f ’¡,4

Se prepara una solución de albúmina de huevo coagulada mezclando

bien una clara de huevo con h veces su volumen de agua. Se filtra por

lienzo. Se agrega agua mezclando bien hasta unos hOOcc. Se calienta

suavemente hasta unos 80° y se mantiene a esta temperatura, agitando

constantemente, hasta total coagulación de la albúmina. Se filtra nueva­

mente por lienzo.

Se disponen 5 oc. de solución de albúmina coagulada en cada tubo de una

serie de cinco. Se agregan cantidades crecientes de la solución de en­

zima y se llevan a h0°de temperatura durante 50 minutos. Se sacan y en­

frian los tubos y se observa por comparacióncon un testigo la clarifi­

cación sufrida por hidrólisis de la albúmina. Para hacer más clara la

hidrólisis de la albúmina se agrega a cada tubo 2 cc. de HCl al 25%y

se observa la coagulación. El último tubo en que no aparece ooágulo in­

dica el poder proteolitico de la enzima.

5°- Método de Gross Fuld¿rdiscutidogpor von Bergmapn y Meyer (108)

Reactivos:
////
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Solucion de caseina. Se pesa 0,1 gr. de caseina pura y se le agregan

5 cc. de OHNa N/lO y 25 cc. de agua destilada. Se lleva la mezcla a

ebullición, se enfría y lleva al pH deseado con HCl diluido. Entonces

se diluye a lOO cc.

solucion algghéliga_dg ácido acético: Se mezcla l cc. de ácido acético

glacial con h9 cc. de agua y se agregan 50 cc. de alcohol al 96%.

Procedimiento.

En una serie de lo tubos se agregan cantidades crecientes

de la solución de enzhna. Se llevan todos a h cc. de volumen con agua

destilada. Se agrega a cada tubo 2 cc. de la solución de caseina. Todas

las soluciones deben estar a 58°. Despueé de mezclar se mantienen l ho­

ra a 58°. Se enfrian y se agrega a cada tubo 6 gotas de solución alco­

hólica de ácido acético. El tubo en el que comienza la clarificación

es la base para calcular la actividad proteolitica.

u°- Métodode Willetatter LNaldschgidt-Leitz modificado¿or Ivíacrae

(109) alterado ligeramente ppr nosotros, reemplazando la timolf­
taleina por fenoltaleina, que tiene un pH de viraje muypróximo.

Se toman 6 cc. de solución de gelatina al 10%. Se agregan 1,6 cc. de

citrato de sodio M/5 a pH 5,0 (con ácido citrico) y se ajusta el pH

con trazas de ácido acético N. Se calienta la mezcla a h0° . Se agre­

ga la solución de enzima y se lleva todo a lO cc. con agua destilada.

Se toman ahora 2 cc. se agregan 18 cc. de alcohol absoluto previamente

calentado a BOÉ-609. La gelatina precipita. Se agregan 6 gotas de fe­

nolftaleina (0,5% en alcohol) y se titula la mezcla con OHKN/EOd1-­

suelto en alcohol al 90%hasta aparición de color rojo. Durante la ti­

tulación debe agitarse constantemente. Despuéá de 2h horas de digestión
/////
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a h0° , se toman otros 2 cc. y se titulan. El resultado se anota 00m0

aumento de la acidez (consumo de OHKN/20 ror miligramo de enzima o

por cc. de solución de la misma.)

Conclusiones

1°- El métodocualitativo resultó eficaz para determinar la

existencia de enzimas proteoliticas en las cepas ensayadas.

2°- De los métodos cuantitativos, el último se empleó en el

dosaje comparativo del poder proteolitico, ya que no da resultados ab­
solubos.

3°- Los dos primeros métodos cuantitativos se usaron para

comprobar la presencia o ausencia de enzimas proteoliticas que actuaran

sobre albúmina o proteina.



1 - COMPROBACION DE EÏZIKÁS EW EL ASPERGILLUS ORIZAE

Al comenzar los ensayos sobre las cepas aisladas del grupo A. Flavus­

Orizae se hizo necesario realizar algunos controles sobre la existencia

de enzimas en los mismos, su abundancia relativa y el momentoadecuado

para aprovecharlas.

La literatura sobre las enzimas producidas por el A. Orizae es muy abun-ï

dante. Hemosencontrado citadas 3h enzimas distintas.

1 amilasaQL 18 invertasa

2 amilasa F 19 inulasa
5 anidasa 20 lipasa

h alcohoxidasa 21 lactasa

5 catalasa 22 maltasa

6 citasa 25 nncleasa

7. celulasa 2h pirofosfatasa

8 dipeptidasa 25 polipeptidasa

9 dextrinasa 26 peptasa

10 ereptasa 27 proteinasa

11 emulsina 28 sulfatasa

12 estearasa 29 pectinasa

15 fitasa 30 trflhalasa

1h fenolasa 51 pentósanasa

15 fosfodiesterasa 52 tannasa

16 fosfomonoestearasa 55 renina

17 glicerofosfatasa Bhtripsína

////
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La comprobación de su presencia se hizo en todos los casos por la ac­

ción que sobre distintos sustratos ejercían los liquidos obtenidos por

maceración del micelio del hongo. No se cita en un solo caso el aisla­

miento de alguna de ellas. Además, la mayor parte de las determinacio­

nes fueron cualitativas.

Comprobarla presencia y realizar el estudio de cada una de las enzimas

citadas en forma particular escapaba a-nuestras fuerzas, y seguramente

no se hubiera podido llegar a un producto comercial que las tuviera to­

das en la cantidad conveniente para que resultaran útiles.

Nos interesaban especialmente aquellas que por su abundancia tuvieran

valor económico, pero aún asi la selección de las cepas debia hacerse

en base a una sola.

Dada la importancia que tienen las enzimas amiloliticas por sus aplica­

ciones prácticas, se procedió a seleccionar las cepas disponibles, ex­

clusivamente en base a su poder amilolitico, y se estudió posteriormente

la posibilidad de aprovechar alguna otra en el producto final obtenido.

l° - Selección de cepas con poder'mmiloclástico

Para seleccionar groseramente cepas con poder amiloclástico se em­

pleó el método cualitativo planeado por uno de nosotros:

Se prepara una solución'al 5%de almidón de papas, hirviendo hasta total

homogeneización(bastan lo minutos). Se vierte en cajas de Petri este­

rilizadas y una vez frio el medio se siembran con las cepas en ensayo y

tocando con la punta de un ansa de platino humedecida previamente en a­

gua estéril el cultivo bien esporulado y llevándolo luego a la caja de

Petri. En una caja se pueden hacer comodamenteveinte ensayos. Se ponen

en estufa a 37°. Al cabo de 2h horas, si se ha producido crecimiento,
la colonia abarca una zona circular de un diámetro inferior al centime­

////



Ltro. Se agrega con cuidado una gouita de solución 3/100 de Iodo en

el centro de cada eolOHia. Los que poseen actividad amiloclástica dan

reacción negativa con el iodo, mientras que los que no la tienen dan

el color azul caracteristica del ioduro de almidón.

Ejemplo de un ensayo:
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Cultivo31° Resultado W
1 + + Aspergillus/¿7h‘
5 - A. Wiger

6 - Piña (Penicillium)

7 y Piña (infecciónl

8 + Cebada (infección)

11 + + Inst.Nutrición 2661

15 + * " " 2856. A.

19 +’ + Avena (A. o.)

20 + Avena (A. O.)

21 + + Avena (A. O.)

22 + + Pera

23 + + Pera

2h * + ‘+ Piña. Kójico positiva (A.O.)

25 + + Piña. " " (A.0.)

26 + + Piña. “ " (A.0.)

52 no creció Naranja

us - Girasol. Kójico ­

hó — Girasol. Kojico muy lento.

50 + + Pera

51 + 4 Pera

52 + + Tri¿o con fenol

5h + + Trigo " "

55 + + Trigo. Kójíco lento.

58 4 + Trigo, " "

61 + + Girasol " "

62 4 + Centeno. (A.O.)

65 + * Centeno

7h + + + Arroz. Kójico positivo (A.O.)
77 + + Maíz



ho

Observaciones

La gota de iodo no debe tocar el borde de las colonias, dOndehay a1­

midónsin digerir.

Se puede extraer material con una pipeta del centro de la colonia y

hacer el control en una piedra de toque.

El ensayo debe efectuarse en el mOmentoen que la liquefacción de la

capa de almidón ha llegado al fondo.

Coaclusíones

° Es un método cualitativo rápido y cómodopara separar

cepas con poder amiloclástico de las que no lo tienen.

2° Se probó sobre una colección de cepas de distinto ori­

gen, separando las que revelaban actividad amiloclástica.

5° La mayor parte de las cepas del grupo A. Flavus Orizae

son productoras de enzimas amiloclásticas.

h° El método empleado no permite establecer gradaciones

en el poder amiloclástico, porque este es función del crecifimiento y

de la esporulación, factores que no pueden uniformarse aqui.

/////
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ENZIMAS DEL MICELIO DEL A. ORIZAE

De las cepas de A. Orízae selecciOnadas por su poder amiloclástico

se eligieron cuatro (nos. 25,2h,6l y 7h) y se sembraron sobre 500

gramos de medio de cultivo de afrecho de acuerdo a la técnica indus­

trial (ver capitulo correspondiente).

A las 2h horas, cuando el micelio habia invadido uniformemente la

superficie sin llegar aún a la esporulación, se extrajo toda la capa

superior, determinándose sobre una parte la humedady destinándose

el resto a la siguiente serie de ensayos; que se efectuaron con cada

una de las cuatro cepas.

Se pesan 16 porciOnes de l gramo de afrecho enmohecido, se colocan

en erlenmeyers de 125 cc. y se separan estos en dos grupos de ocho.

Al primer grupo se le agrega 20 cc. de solución de diferentes sustra­
tos, de acuerdo a la enzima ensayada.

Se hace lo mismo con el segundo grupo y se lleva a ebullición 2 minu­
tos.

Se agrega a todos los erlenmeyers 0,2 cc. de tolueno como oOnservador

57°C­

Al cabo de este tiempo se agrega a cada erlenmeyer de ambas serias el

y se incuban 2h horas a

reactivo adecuadopara el sustrato que contiene, para determinar los
productos de descomposiciónresultantes de la acción enziiática sobre
dicho sustrato.

Previamente se lleva a pH -7 por agregado de OHNa, fi};
Damosa continuación un cuadro de los resultados obtenidos:
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Enzíngí.
ensavada Sustrato Eeactigg Resultado

Amilasa Almidón al 2% Agua de iodo Fuertemente positiu)

Amilasa Almidón al 2% Reactivo de Feh­
ling n n

Invertasa Sacarosa al_10% " " " " "

Maltasa Maltosa al 2% " " " Debilmente “

Lactasa Lactosa al 10% " " " " "

Glucosidasa Amigdalina al 2% Willstatter­
Waldschmidt-Leitz " "

Peptidasa Peptona al 2% Método de Sorensen " "

Los ensayos sobre los erlenmeyers que habian sido previamente sometidos a

ebullición dieron resultados negativos.

ConclusiEEÉg¿_.

1°- En cuatro cepas de A. Orizae cultivadas sobre afrecho

y enmohecidas, pero sin esporular, se comprobóla presencia de:

amilaáas, invertasa, maltasa, lactasa, glucosidasa, proteinasa y peptida­
sa.

2°- Las cuatro cepas ensayadas dieron resultados similares.

5°- Las enzimas hidrolizantes de hidratos de carbono fueron

las predominantes.

h°- Los mismosensayos se hicieron sobre cultivos en afre­

cho bien esporulados, con iguales resultados.
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Comprobación de enzimas amiloliticas en exudados de cultivos en me­

dio de Raulin.

La aparición de gotitas exudadas de cultivos viejos en medio de

Raulin nos llevó a ensayar la presencia de enzimas amiloliticas en

los mismos.

Se usó el micrométodo de Sastri y Sreenivasaya de acuerdo a la si-—

guiente técnica:

Se extrae por capilaridad con una pipeta Pasteur el liquido conteni­

do en una gotita de exudado (alrededor de 0,05 cc.) y se lleva a un

vidrio de reloj. Se añade 0,1 cc. de solución de almidón al 1%prepa­

rado según la técnica habitual y a pH-5,u y se coloca dentro de una

caja de Petri que contiene un poco de agua. Se lleva media hora a es­
tufa a 37°. Al cabo de ese tiempo se añade 0,1 cc. de solución 0,01
N de iodo.

Se hizo una serie de ensayos empleando simultáneamente:

a) Liquido de exudado

b) Agua destilada

c) Liquido de Raulin sobre el que creció la cepa

d) Liquido de exudado calentado a 90° C.

Las cuatro cepas probadas dieron los siguientes resultados:

a) n° 25: Reacción de iodo negativa

n° 2h: Reacción de iodo negativa

n 61: Reacción de iodo de color rojizo claro.

n 7h: Reacción de iodo negativa \

\

\

b) Reacción positiva. Color azul con el iodo

c) Reacción positiva. " " “ “ "

\

1

d) Reacción positiva. " “ “ " n
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Conclusiones:

Se ha comprobado la presencia de amilasas en.1as goti­

tas de liquido exudado que aparecen en la superficie de colonias

viejas de A. Orizae en medios liquidos.

La concentración de esta enzima en las gotitas es mucho mayor que

en el medio de cultivo.

Se puede considerar este resultado comouna prueba de la existencia

de exoamilasas en el A. Orizae.

////
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CONDICIOFES DE OPTIMA PRODUCCION Y ACTIVIDAD ENZIMATICA

El planteamiento de este capitulo, considerado en general, no tiene

limites. En nuestro trabajo hemoseliminado aquellos controles que

no estuvieran directamente ligados a un aumento o disminución de la

cantidad de enzimas producidas, a las cendiciones de máximaactivi­

dad de las mismas y a determinar los lfinítes dentro de los cuales

el manipuleo de los cultivos no ofreciera riesgos de disminuir su
utilidad industrial.

Hemosdividido este capitulo en dos partes. La primera que se refie­
re a las condiciones de óptima producción de enzimas, y la segunda

a las de óptima actividad, encarada desde el punto de vista de su

utilidad práctica.

CONDICIogss Ds OPTIMA PRODUCCION DL EIZIMAS

Podemosclasificar los controles efectuados de la siguiente manera:

a) Destinados a enCOntrar los alimentos (cantidad y calidad) más fa­

vorables para el trabajo del hongo: humedad, proporción de carbo­

hidratos, medios naturales más económicos y sales minerales.

b) Factores ambientales: temperatura, pHy tiempo de cultivo.

c) Factdres adversos: esterilización, antisépticos, toxicidad de los
metales de los recipientes, pérdida de actividad durante el tra­

bajo.

d) Controles de tipo industrial, a fin de establecer las condiciones

más económicas de elaboración, manipuleo y conservación del pro­
ducto comercial elaborado.
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Todos ellos estuvieron destinados a y organizados para obtener la

máximaproducción de enzimas amiloliticas, simplificar el proceso in­

dustrial y llevar al minimoel costo del producto obtenido.

a) Controles sobre alimentos del A. Orizgg

Las exigencias alimenticias del A. Orizae respecto de las fuentes

de carbono y nitrógeno son minimas. Se ocnocen cientos de sustancias

que son capaces de utilizar los aspergillus (106). Era inutil, por lo

tanto, iniciar estudios sistemáticos sobre este problema.

Quedabasolamente por controlar la posible influencia de la cantidad

de algunas sustancias en la producción de la enzima. Esto tenia so­

bre todo interés en los cultivos industriales, debiéndose llegar al
que tuviera el rendimiento más económico.

Parte experimental

Se hicieron cuatro series de ensayos:

l°- Condiversos productos naturales, para elegir el más económico.

2°- COnafrecho mezclado con procentajes variables de almidón.

5°- Con afrecho mezclado con cantidades variables de sales minerae­
les.

h°- Con afrecho mezclado ocn cantidades variables de agua.

ler ensayo. Productos naturales

Se probaron los siguientes materiales: trigo, maiz, harina de maiz,

avena, cebada, centeno, harina de trigo, afrecho, semitin, rebaci­
llo, torta de girasol.

En todos los casos se tomaron 5 gramos de medio sólido en un erlen­

meyer de 125 cc. se agregaron a 5 cc. de HCl 0,5 N y se esterilizaron
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a l y 1/2 atmósfera en autoclave durante media hora. Cada erlenmeyer

se inoculó con l cc. de suspensión de esporas de cultivos de A. Ori­

zae bien esporulados y se llevaron a estufa a 37° C.

Se anotó el tiempo de desarrollo y esporulación de los cultivos y se

midió la actividad amilolitica con el Wohlgemuthsobre el macerado

obtenido con 50 cc. de agua destilada para cada erlenmeyer, mezclan­

do bien y dejando 2h horas a temperatura ambiente. Para prevenir pu­

trefacciones se empleó l cc. de tolueno.

Cuando se hacian ensayos comparativos en un mismo medio se usó la

misma técnica de maceración, pero dejando solamente l hora en estu­

fa a 57° con repetida agitación.Mi
l°- La velocidad de crecimiento y esporulación alcanzó a

2 dias en el afrecho. Todos los otros materiales exigían un tiempo

mucho más largo.

2°; La actividad enzimática de los preparados por unidad de

peso del medio de cultivo resultó del orden de lo a 20 gramos de al­

midónhidrolizado por gramo de cultivo para el afrecho, siendo para

los cereales de 5 a lo gramos por gramo de cultivo.

Observaciones

Expresamos la velocidad de crecimiento en función del tiempo que ne­

cesita el hongo para invadir completamente el medio de cultivo, y la

velocidad de esporulación en función del tiempo que tarda en esporu­
lar en toda la superficie de cultivo.

E1 crecimiento y la esporalaCión rápida en el afrecho es una conmo­

cuencia de la enorme superficie de las cáscaras que lo componen, las

que se encurvan durante la esterilización manteniéndose separadas
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entre si y permitiendo de esta manera el desarrollo de la mata de

micelio en toda la masa. .

En granos de cereales se forma una colonia en cada grano y se va

destruyendo el interior durante el crecimiento del hOngo,resultando

un cultivo de desarrollo más lento, menos uniforme, pero más compac­

to.
En los otros materiales probados el crecimiento era muylento cuando

carecían de almidones, por lo cual no nos pareció conveniente estu­

diarlos en forma especial procurando completar su composición.

2° ensayo. Acción de carbohidratos.

Elegido el afrecho en base a su menor costo y a la mayor velocidad

de crecimiento del hongo con relación a los otros materiales, se rea­

lizaron análisis del afrecho para su contenido en almidón resultando

el promedio de 11%expresado en glucosa, según el método del A.O.A.C.

Se hizo luego una serie de ensayos mezclándolo con cantidades varia­

bles de almidón con los siguientes resultados:
Poder ami­

Número 5 gr, afrecho más: Crecimiento Esporula lolitico
(l) del hongo cion 2

l - normal normal 10,5h

2 l gr. de almidón normal normal 9,12

5 2 " " “ normal más lenta 8,05

h 5 " " " normal más lenta 6,90

5 h " " “ normal más lenta 6,12

6 10 “ " " normal más lenta 3,8h

(l) En todos los casos se completó el medio de cultivo agregando

5 cc. de HCl 0,5 N.­
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(2) El poder amilolitico se expresa en gramos de almidón hidroliza­

dos por gramode cultivo inicial.

En la titulación del poder amilolitico se usó el métodode Lintner, a

pH 5,ho

Conclusiones

La cantidad de enzima no aumenta por el agregado de almidón al afre­

cho.

El afrecho es un medio económico de cultivo. Tiene ventaja sobre los

otros materiales probados en que produce una masa homogéneamente enmo­

hecida en el menor tiempo. La actividad enzimática del afrecho enmohe­

cido, expresada en gramos de almidón hidrolizados en 50 minutos a 57°

y a pH 5,h, por gramos de afrecho, es mayor que el resultante de los

otros medios de cultivo.

Noresultan ventajas particulares de la adición de almidón al afrecho

conservandose sensiblemente igual al poder amilolitico del material.

Para aclarar los resultados obtenidos en el ensayo anterior se efectua
ron una serie de controles destinados a establecer la disminución del

almidón agregado, en función del crecimiento del hongo.

Se preparó medio de Raulin, se dividió en cinco partes, agregando a

cada una de ellas 0,5 %, 1%, 2%, 5%, y h% de almidón soluble. Se pre­

paró un testigo con medio de Eaulin puro.

Se distribuyeron en erlenmeyers de 250 cc. con ho cc. de medio de cul­

tivo. Se esterilizaron a autoclave a 1 atm. durante 10 minutos. Se

probó luego la existencia de almidón en 1 cc. del medio de cultivo,

con 0,5 ml. de iodo N/ioo, comparando con iguales concentraciónaa de

almidónsin esterilizar. Los ensayos revelaron solo una ligera hidró­

lisis del almidón.
////
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Se sembraron los erlenmeyers con la cepa n° 2h y se incubaron a

57°. Al cabo de 2 dias las colonias invadieron toda la superficie
del medio de cultivo.

Se probó la presencia de almidón extrayendo con pipeta esteril l cc.

de solución de cada erlenmeyer y agregando l cc. de solución de io;

do N/ 100. La reacción positiva (aparición de color azul) probaba

la presencia de almidón.

Los resultados obtenidos fueron los siguientes:

Tiem o de cultivo: 2 dias h dias 6 dias 8 dias 10 dias 12 dias
% de almidón

0,5 4' " " " ’ "

2 o - - - ­
’ + +
o - ­

5’ + + + +

1-“0 + + + + + "

MM
En todos los casos se comprobópresencia de almidón al llegar el

cultivo a la esporulación.

El almidón va desapareciendo después de la esporulación del culti­

vo, ynen el orden de sus concentraciones crecientes.

Parece desprenderse de lo anterior que el hongo, después de esporu­

lado, continúa destruyendo el almidón por medio de sus enzimas ami­

loliticas.
Es inutil entonces pretender aumentar el rendimiento en enzimas a­

miloliticas aumentandola concentración del sustrato sobre el que
Iactuan.
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5er. ensayo. Influencia de las sales minerales

El control de la influencia de las sales minerales sobre la produc­

ción de enzimas tiene un significado distinto al de la que podria

ejercer el almidón}

En efecto, las sales minerales intervienen seguramente en los meca­

nismos reguladores de las enzimas (activadores e inhibidores). Se

conoce su acción sobre la amilasa pancreática y podrian intervenir

en la producción de las amilasas del A. Orizae.

Parte experimental

Se hicieron varios análisis de las sustancias minerales contenidas

en el afrecho, con los siguientes resultados:

COmDonentes Datos oromedios
sobre base seca

P ..................... 1,00%
K ....................L. 0,58“
Na....................... 0,02"
Mg....................... 0,01n
Fe....................... 0,005"
Zn....................... 0,0u“
Ca....................... 0,18"
Cenizastotales ........... 6,96 “
Cuy Al ................... menosde 0,002%

Los métodos de análisis empleados son los indicados en el A.0.A.C.

edición l9h0, y algunos colorimétricos de "Organic Reagent in inor­
ganic analysis“ de Prodinger.

Estos resultados indican la existencia de suficiente proporción de
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los componentesminerales fundamentales, y se confirmaron en los en­

sayos de crecimiento realizados en erlenmeyer para probar si se en­

contraban en forma aprovechable por el hongo.

Se realizaron ensayos agregando al afrecho oOmercial cantidades va­

riables de 80h (NHh) 2,ÍPOhK2, NOBN,ClK, sin que se observaran mo­
dificaciones en el rendimiento económicode las enzimas amiloliticas

del A. Orizae.

Conclusiones

La composición quimica de los afrechos comerciales del pais los ha­

ce convenientes por su riqueza en sales minerales comomedio de cul­

tivo para el A. Orizae.

En ninguna de las cepas probadas se logró acelerar la velocidad de
crecimiento con la modificación de la composición del afrecho. En

algunas se produjo un retraso en el crecimiento y una disminución

en suwpoder enzimático.

h? ensayo. Acción del agua.

A fin de establecer los limites de concentración de agua en el afre­

cho más convenientes para usarlo comomedio de cultivo se hizo lo

siguiente:

En un vaso de precipitados de 1000 cc. se mezclaron intimamente 50

gramos de afrecho (expresado en base seca) y 50 cc. de HCl 0,5 N.

Se dividió en 20 partes de 5 gramos de mezcla cada una y se pasó a

erlenmeyers que se esterilizaron con la técnica habitual. Se divi­

dieron en cuatro grupos de cinco erlenmeyers y se agregaron cantida­

des crecientes de agua esteril a cada grupo, sacando luego una mues­

tra para determinar la humedad. Se sembraron con cuatro cepas carac­
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terizadas por su rápido crecimiento. (N° 25, 2h, 61 y 7h). Los

resultados fueron similares para las cuatro cepas y se expresan
a continuación:

HULEDAD _20,5% L;1,6% 50% 62,8% 65,5% 70,1%

CULTIVO...nocrece crece crece crece crece crece
lentam. bien bien lento lento

Conclusiones

El óptimo de humedad está comprendido entre 50 y 60 % de agua.

b) Controles sobre factores ambientales

Se realizaron ensayos para fijar la influencia de la temperatu­

ra, el pH y el tiempo de cultivo en el crecimiento del hongo y en

la máximaproducción de enzimas.

l°- Control de la temperatura

Se realizó este control con el objeto de determinar 1a tempera­

tura óptima de crecimiento rápido compatible con una buena pro­

ducción de enzimas, a fin de emplear dicha temperatura en los

cultivos en escala industrial.

El problema se simplificó en la práctica debido a que se comprobó

que el momento de la esporulación es el que marca la máxima con­

centración de enzimas amiloliticas. Se buscó entonces establecer

. las condiciones que provocaïéïa esporulación del modomás rápido

y completo.

Se estudió la influencia de la temperatura en dos medios de culti­

vo sólidos, agar de Czapek y afrecho humedecido, por ser el prime­
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ro utilizado en el aislamiento y conservación de las cepas y el se­

gundo en los cultivos con vistas a la producción de enzimas, no so­

lo en condiciones de laboratorio sino también en escala semi indus­

trial.

a) Ensayos con medio de agar de Czapek

Para la observación comparativa de la conducta de las distintas

cepas ensayadas se definieron las variables de la siguiente manera:

Velocidad de crecimiento: abarca el tiempo necesario para que las
colonias alcancen más de medio centimetro de diámetro.

Iniciación de la esporulacióna es el momentoen que comienza a ob­

servarse a simple vista la aparición de la coloración tipica de las

esporas en alguna zona de la colonia.

Fin de la esporulacióna es el momentoen que la coloración tipica

de las esporas ha cubiertq totalmente la superficie de la colonia.

Reacción del ácido kójico: se realiza agregando directamente sobre

un punto de la colonia una gota de solución al 10%de cloruro férri­

co. La aparición de color rojo intenso indica la existencia de á­

cido kójico. Se establece una escala comparativa, señalando con

el color más intenso y de más rápida aparición. Con H)(*") yfaa
los que le siguen en sentido decreciente, siendo el primero menos

intenso, el segundo dudoso y el tercero negativo. ( Ver Cap. 1 ,

sobre ácido kójico).

Parte experimental

Se probaron las capas del método N° 7, que resultaron positivas con

+ + y + .- Se sembraron en cajas de Petri con medio de agar de

Czapek, y se incubaron a distintas temperaturas (202 50° , 35° ,

y 37°), controlando la velocidad de crecimiento y la iniciación y
////





Sepa N°' 26° 25° 50° 55° 57° Observaciones

. I

Crecim. lento ¿anto más ïáp. más'rép. rápídgEsporul h° día ° dia 7° d a 2°a 5 1 a 2 piña
Fin H 50 H 50 n fio H LLOa 50 506.18. cabeZa (a )

Crecim. lento -1ento rápido rápido rápido Mat.fecal
Esporul. °día h° día °a h° 2°a 5° 2°a 5° amarillo
Fin " °día 5°día °día h°día h°dia Kójico +

c. lento -1ento rápido rápido rápido N°2856.010r
E. h°d1a h°dia 5°dïa 2°a ° 2°a 5° desagr.Espor.
F.de E. h°a 6° h°a 5° 5°a h° 5°a ° 5°dia amarillo verd.

c. lento lento rápido rápido rápido iña
E. u° dia u° dia 5°dia 5° dia 2°a 5° K jico +
F.de B. h°a 5° h°a 5° 5°a h° 5°a 3° 5°día‘ intenso en

d as

C. lento lento rápido rápidg rápido Kójico+en
3. u°dia °d a °a ° 2°d1a' 2°d1a 2 dias.Con1d.
F.de E. h°a 5° h°a 5° 5°a 3° 5°a h? 5°dia lisos.Cabe—

zas (h)

C. lento -1ento rápido rápido rápido avena

'. %°día h°dia E°a h° 2°a 5° 2°a 5° cabeza (b)F.de E. °d1a 5°d1a °d1a h°dïa u°d1a

C. lento lento lento rápido rápido avena

E. h°dia h°día E°a ° °d a ° ° co int.F. de E. h°a 5° h°a 5° °día 5°a h° 5°a ° Esclerotos.

C. lento lento lento rápido rápido P1ña_lg
E. h°d1a h°dia ñ°a h° 5°dia 5°día K5j1COinten­F.de E. h°a 5° h°a 5° °dia 5°a h° 5°d1a so en h dias

c. lento rápido rápido -rápido -ráp1do U.S.A.Ing.

E. h°día °día °dia ñ°a ° ñ°a u° Soriano.ll.8F.de E. u°a 5° °áía °dia °día °d1a Kojico-z

C. lento lento rápido rápido rápido Avena 12
E. u°dïa u°día 2°a 5° 2°a 5° 2°d1a Czapek AF
F. de E. u°a 5° h°a 5° 5°d1a 5°d1a 5°d1a Kójico+en 16

dias

c. lenfo lento lento rápido rápido Girasq;_
E. z°a h° E°a h° ñ°a h° 5°d1a 2°a 5° Cazapek AFF. de B. ú°a 5° °a 5° °a 5° 5°dia 5°d1a Kójico +

c. , lento lento rápido rápido rápido Trido

E. °a u° E°a ° 5°d1a 5°d1a 2°a 5° KEEÏEo int.F. de E. _°dia °d1a 5°a h° 5°a h° 5°dín en h díng

C. lento lento rápido rápido rápido Arroz

E. h°dia u°d1a ñ°a u° 5°d1a 5°dïa Kzïïïo +F. de E. u°a 5° u°d1a °d1a 5° u
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Conclusiones

l°- Sc ha controlado los limites óptimos de temperatura para un

crecimiento veloz y una esporulación abundante de 15 a 50

cepas de A.0. recogidas de muydiferentes fuentes y cultivadas en

medios de Czapek con y sin antisépticos.

2°- Los resultados fueron muyuniformes, las diferencias de colo­

ración de los cultivos esporulados, variando del amarillo ca­

nario hasta un verde hoja o marrón más o menos oscuro, no corres­

pondiendo a diferencias notables en el comportamiento respecto de
los factores analizados.

5°- En medio de agar- Czapek la temperatura óptima de incubación

resultó comprendida entre 35° y 57° . A 50° comienza a dismi­

nuir la velocidad de crecimiento, haciéndose cada vez menor a medi­

da que disminuye la temperatura. a h0° el crecimiento resultaba

irregular para una mismacepa, acelerándose unas veces y retrasan­
dose otras.

b) Ensayos con afrecho

Se preparó el medio de cultivo en la forma habitual, con igual

cantidad de HCl 0,3 N. Se distribuyó en erlenmeyers de 125 cc.

a razón de h gramos de la mezcla en cada uno. En otra serie de en­

sayos se usaron erlenmeyers de 500 cc. con 20 gramos de mezcla.

Se incubaron a las temperaturas del ensayo anterior, resultando al­

go acelerada la velocidad de crecimiento y de esporulación, segura­

mente como30nsecuencia de la mayor superficie del medio de culti;

v0.

Una serie de resultados se consignan en el cuadro siguiente:
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Cepa N° 20b 25° 50D 35° 57°

c. lento lento rápido régido rágido«. 3-h°dias 5-h° días 3°d1as - dias -5 dias
F.de E. E ” h " 5-h°ü 5- ° “ 5° "

C. lento lento rápido rápido rápido

E. -h dias ñ-u' dias EQdiáá 2-E°d1as 2-E°d1aaF.de E. _5o _50 n O ll 5-.0 |l 5- O ll

C.- lento lento rápido rápido rápido
E. -u°d1as 5°dïas 2- °d1as 2-5°dias 2—5°d1as
F.de E. n 5_hon 5_ o n 30 n 50 n

C. lento lento rápido rápido rápido

E. ¿bh dias E-h°dias ñ°días 5°días 2-39dïasF.de E. _-5°dias o n o n 50 n 50 n

C. lento lento rápido rápido rápido

E. Ezhc’dáas ñzh°dáas BDÍÉÉS 235°d‘í‘.as 233°dáasF. de E. 5- 5 5

C. lento lento rápido rápido rápido

E. E-h°días ñ-h°días °d1as 5°d1as .deiasFode E. _5Oa _5O ll IO ¡I 5_L|_0|1 3_L!_O h

C. lento lento rápido rapido rápido
E. -h°d1as -h°días 5°d1as °dias 2-5°dias
F.de E. O ¡l 0 l‘ H fl ,40 n

C. lento lento rápido rapido rápido­
E. -h°dias 7-h°dias 5°d1as 2-5°días 2-5°diasF.deE. 0 h ¿o fl 5°
c. lento rá 1do rápido rapido rapido

E. ñ-h°días 3- °d1as ñ°días 3° dias 3° diasF.de E. _5° fi I_50 h O n 5-}40 -|1 5.44.0

c. lento lento rápido rápido rápido
E. -h°dias -h°dïas 2- °dias 2- °d1as 2° dias
F. de E. o n o n 5_ o n 5_ o n 30 n

C. lento lento rápido rápido rápido
E. -h°d1as -h°d1as 3°dias 2- °días 2- °d1as
Fada E. o n o n 5440 n 5_ o n 5_ o n

C. lento lento rápido rápido rápido
E. -h°d1as -h°dias 3°dias 2-5° dias 2- °d1as
F. de E. 0 n O n 5_L'_O h 50 fl 3_ O II

C. lenEo lento rápido rápido rápido
En -LL dias -L¡..'d1as Sodias 3°d1ua a-j°aiup
me E. -5° " ° n 5-h° n 5-h° n 5° n
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Conclusiones

1°; El cultivo con afrecho, realizado en escala de laborato­

rio, tiene su óptimo entre 30° y 57°, resultando acelerado respecto

del cultivo en agar-Czapek, a causa de su mayor superficie.

2°; No hay ventaja en trabajar por encima de 57°, debido al

desecamiento rápido del cultivo que detiene su evolución y a la inse­

guridad de los resultados obtenidos en las condiciones ensayadas.

2° - Variaciones de pH

El estudio de la variación del pH del medio de cultivo

(afrecho más HCl 0,5 N), durante el crecimiento del hongo tenia in­

terés para la conducciónde los cultivos en escala industrial, funda­

mentalmente en lo que se refiere a la posibilidad de evitar o dismi­

nuir el peligro de infecciones por un adecuado control del pH.

Interesaba establecer en primer lugar el limite de pHcompatible con

el crecimiento del A. Orizae, y en segundo lugar la variación del mis­
modurante el desarrollo de los cultivos.

a) Variación del pH durante el desarrollo

La técnica seguida fué la siguiente:

Se mezclaron perfectamente 100 gramos de afrecho y 100 cc. de

HC1.0,5 N. Se pasaron lo gramos de la mezcla a cada erlenmeyer de

250 cc., obteniendo asi 20 erlenmeyers.

Se tituló la acidez de este medio de cultivo tal cual, luego de este­

rilizado, durante el enmohecimiento,durante la esporulación y des­
pués de esporulado.

Para la titulación directa por acidimetria se procedió asi:

Se agregaron 50 cc. de agua destilada y se dejó a 57°durante 50 minu­

tos, después de mezclar bien. Se filtró entonces al vacio y se lavó
/////
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cuatro veces con lO cc. de agua destilada cada vez. Se pasó el filtra­

do,a una matraz aforado de 100 cc. y se enrasó. Se t0maron 25 cc., se

agregaron 25 cc. de agua destilada y 5 gotas de fenolftaleina y se ti­

tuló con onna N/lo hasta primera aparición de color rosado.

Tituladas las muestras por duplicado dieron los siguientes resultados:

m1. de cana N710 consumidos
Dias Muestra por 100 gramos de material

0 Testigo 188 ml.

0 Esterilizado 172

1 Enmohecido 176

3 Comienzo espor. lho

h Esporulación 50

5 Fin esporul. ho

13 Espor. viejo uh

21 Espor. viejo 46

21 Testigo 18h

Se compruebauna disminución evidente de la acidez durante la esporula­
ción del cultivo.

b) Limite de RH

Para determinar el limite de pH compatible con el desarrollo del

hongo se preparó una mezcla de partes iguales de afrecho y de solución

de HCl 0,1N, 0,5N, o,h N y 0,5 N.

Estas mezclas se repartieron en h series de 6 erlenmeyers cada una, y

se efectuaron las mismasdeterminaciones que en el caso anterior, con

los siguientes resultados:

/////
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Dias Muestra o, 1 N301 0,5 N O,h N 0,5 N

o Testigo 112 167 199 2u8 (1)

l Enmohecido 112 170 205 ­

2 Comienzo Esporulación 100 115 182 ­

h Fin Esporulación 56 56 75 ­

8 Esporulados viejos 5h 55 79 ­

8 Testigo 108 16h 20h 2u5

(1) No creció.

Los números indicados en el cuadro son ml. de OHNa N/lo consumidos pa*

100 gramos de material.

La mezcla afrecho más HCl 0,5 N fué sembrada tres veces consecutivas

sin lograr el desarrollo del hongo.

Se prepararon entonces nuevas mezclas de afrecho con HCl 0,h N y 0,5 N

controlando el pH con papel colorimétrico Eastman Kodak.

La mezcla con HCl 0,h N dió'un pH de 2,6, mientras que la realizada

con HCl 0,5 N dió un pH de 1,8.­

La diferencia entre el pH obtenido por este medio y el determinado por

acidimetria demuestra la presencia de buffers en el afrecho.

Conclusiones

1° - La esporulación produce una evidente disminución de

la acidez total.

2o - Hay un pH limite para el desarrollo del hongo en medio

de afrecho. Se encuentra entre pH - 2,6 y pH- 1,8.

5°- Para el tipo de afrecho comercial empleado, el hongo

se desarrolla sobre mezclas con HCl 0,h N. pero no lo hace sobre meze

olas con HCl 0,5 N.

////
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c) Control del tiempo

Se estudió la influencia del tiempo del cultivo sobre la produc­

ción de enzimas, tratando de determinar el momentomás propicio para

la extracción de las mismasy de comprobar si se destruian posterior­

mente.

Parte experimental

Se sembraron con cepa N° 2h erlenmeyers conteniendo mezcla de partes

iguales de afrecho y HCl 0,5 N. Se incubaron dos series paralelas y
se determinó la actividad enzimática sobre macerados de cultivos du­

rante el enmohecimiento, la esporulación y el desecamiento de los nis­

mOS o

Cada erlenmeyer contenía h gramos de mezcla y la maceración se efectua­

ba por agregado de ho cc. de agua destilada, se mezclaba bien y se de­

jaba a 37° durante una hora.

La actividad amilolitica se probó por el método de Wohlgemuthmodifi­

cado, según la técnica habitual.

En tres ensayos consecutivos y por duplicado se hallaron los siguien­
tes resultados:

Qágï_ Muestra
l Enmohecido

2 Com,Esporul.

5 Bsporulado

h Fin esporul.

6 Esporl.viejo
8 H n

Almidón soluble

2°rojo - 5°azul

2°inc. - 3°azu1

5°rojo - h°azul

5°claro- h°azul

5°viol.- h°azul

5°viol.- h°azul

Almidón de pagas

l°rojo- 2°azul
liinc.- 2°azu1

2°inc.- h°azul

h°viol.-5°azul
h°viol.-5°azul

h°viol.-5°azul

///// i
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El poder amiloclástlco aumenta durante el crecimiento del hongo llegando

a un máximoal final de la esporulacíón y manteniéndose aproximadamente

00nstante desde entonces, aún sobre cultivos que se desecan en estufa a

37°­

El gráfico siguiente expresa los resultados obtenidos:
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c) Factores adversos

En esta parte hemos incluido los factores que pueden complicar el

proceso de producción de enzimas o dificultarlo seriamente, disminuyen­
do la actividad de los cultivos obtenidos.

l°- Control de la esterilización

Se efectuó este control buscando la simplificación del método de

preparación de afrecho enmohecido.

Se ensayaron los siguientes procedimientos:

a) - Emplear afrecho tal cual adicionado de suficiente cantidad de

HCl 0,1; N para tener 50% de humedad y un pH próximo a 5.

El cultivo desarrolló simultáneamente los microorganismos que contiene

naturalmente y las esporas sembradas por nosotros° Se produce fermenta­

ción alcohólica en algunos casos.

Resultó por lo tanto inadecuado.

b) - Emplear afrecho mezclado con igual pesos de HCl 0,5 N, calentando

después con vapor a 100° .

Este método regularizó el enmohecimiento y provino en el 80%de los en­

sayos cualquier otro desarrollo que no fuera el de lbs A. Orizae sembra­

dos.

Prescntó dos inconvenientes en el trabajo de laboratorio: en primer lu­

gar no presenta ninguna economia respecto del método definitivamente a­
doptado, y en segundo lugar los cultivos que se inutilizan representan

un porcentaje elevado.

Se comprobó que solo después de hS minutos de tratamiento con vapor re­

sultaba bien esterilizado el mediode cultivo.
c) - Esterilizar en autoclave a l y 1/2 atmósfera durante 50 minutas

las mezclas de partes iguales de afrecho y HCl 0,5 N.

/////
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En estas condiciones quedaron eliminados los microorganismos conteni­

dos en el afrecho.

Las esterlizaciones realizadas a l y 1/2 atmósfera durante 15 minutos

resultaron satisfactorias en el 95%de los casos.

Conclusiones

Se comprobóla necesidad de esterilizar a 1 y 1/2 atmósfera durante

50 minutos para eliminar las contaminaciones.

Los géneros más comunmentehallados como contaminaciones fueron: pene­

cillum, mucor y aspergillus de otras especies (sobre todo A. Niger)

2°- Repiques del cultivo.

El objeto de este control era comprobar‘la variación o permanen­

cia del poder enzimático a través de una serie de repiques, a fin de

tener la seguridad de que los controles efectuados sobre cepas reite­

radamente repicadas eran comparables.

Se tomaron lO cepas y se sembraron en agar de mosto de malta y en

agar Czapek. Se llevaron a estufa a 57° y una vez esporulados los cul­

tivos se hicieron dos series de ensayos: 3

a) Se repicaron sobre los dos medios citados, y cada repique se pasó

a erlenmeyer con afrecho preparado según la técnica habitual. Se
llevaron todos a 57° de temperatura, y sobre el cultivo crecido en

erlenmeyer se determinó cada vez el poder amilolitico por el método

de Lintner. De esta manera se efectuaron 10 repiques consecutivos.

b) Se repicaron los cultivos en agar-Czapek a afrecho y se continua­

ron repicando sobre afrecho, determinando cada vez el poder amilo­

1113100sobre cultivos paralelos en afrecho de las cepas sucesivumvnbw

repicadas. Se efectuaron asi 20 repiques en cuatro meses. Sobre los

cultivos paralelos se determinó el poder amilolitico por el métodode
Lintner modificado. ////
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ReSultados y conclusiones

1° - Los sucesivos repiques sobre agar mosto de malta y sobre

agareCzapek no disminuyen el poder amilolitico de los cul­

tivos.
2° - Lo mismo ocurre con los repiques sucesivos sobre afrecho.

3° - Cuandolos cultivoswrepicar se habian dejado envejecer,
disminuia la velocidad de crecimiento de las nuevas siem­

bras. Bastaron en todos los casos de 2 a 5 repiques de cultivos fres­

cos para que recuperaran su velocidad de crecimiento.

5° - Toxicidad de los metales

Conel fin de controlar la influencia sobre el crecimiento del

hongo, de los metales de los recipientes con los que se trabaja­

ria, se hicieron ensayos de cultivos en afrecho con recipientes de dis­
tinta naturaleza.

Se suprimieron los ensayos con medio de cultivo liquido y con adición

de sales de metales tóxicos por no ser de interés especial para los

fines de nuestro trabajo.

Se usaron cacerolas de fundición, de hierro enlozado, de cobre, de la­

tón, de hojalata y de aluminio.
En todas ellas el cultivo se desarrolló normalmente.

Conclusiones

Se pueden usar recipientes de cualquiera de los materiales ensayados,

por cuanto ninguno resultó nocivo para el desarrollo de las colonias
de A. Orizae.

h° - Acción de antisápticos

El control de la acción de los antisépticos tenia por objeto tra­
/////
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tar de evitar la esterilización del mediode cultivo.
Las contaminaciones más comuneshalladas en los afrechos no esterili­

zados fueron: levaduras, que provocaban fermentación alcohólica; bac­

terias, que producían putrefacciones cuando habia exceso de humedad;

y mohosdistintos al A. Orizaé (penicillum, mucores y otros Aspergi­

llus) que competian con aquel en la invasión del medio de cultivo.

La importancia del ensayo estriba en las ventajas que presentaría in­

dustrialmente un medio resistente a las contaminacioues y que permitie­

ra por acostumbramientoel desarrollo de una cepa particular.

Se probó el acostumbramiento de las cepas de A. Orizae a una serie de

antisépticos: fenol, ácido bhnzoico, ácido salicilico y formol.

Parte experimental

Se preparó medio de Czapek con y sin agar y se esterilizó con la téc­

nica habitual. A partes alicuotas del mismose añadió la cantidad de

antiséptico calculada y estando aún caliente se repartió en tubos, ha­
ciendo todas estas oparaciones en condiciones de asepsia.

Las concentraciones empleadas fueron:

Fenol: 1:1000
122000

Formol: 122500
125000

Acido benzoico: 1: 500
1: 600

Ac. salicïlico: 1: 500
1: 600

Se sembraron 7 cepas seleccionadas en medio liquido y en agar extriá

con los siguientes resultados:

////
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Cepa N° Czapek liquido Agar de Czapek con

Fenol Fenol Formol Ac.benz. Ac.salicJ
131000 132000 ‘

2h Eb crece Crece Crece No crece No crece No crece‘
muy lento le nt o

25 n fl n 1| I| II n ll fl ll

56 ll u n || Il ll ll Il II h

61 |t ll || ll Il fi n Ii ll n

7h fl ll || IV ll Il n ¡l I n

A . Niger li fl I‘I n fi || n II n l‘l

Mucor " “ N n n n n n n n

Se observa que el comportamiento de distintas cepas de A.0rizae y de

dos cepas diferentes a1 A.0. tuvieron un comportamiento shmilar.

Habia la posibilidad de obtener el acostumbramiento del hongo a can­

tidades crecientes de fenol. Se hicieron entonces sucesivos repiques

de la cepa A.0. 2h en agar-Czapek con fenol 131000, sembrando abundane

tamente de tubos bien esporulados.

Los cultivos se hicieron en cajas de Petri. El crecimiento es muylen­

to en el primer repique, tardando unos 20 dias en cubrir la superfi­

cie del medio, sin llegar a la esporulación.
El aspecto de las colonias es algo distinto. Son más compactas, adop­

tando e1 micelio un aspecto de copos de algodón.

Comoresultado positivo se logró acelerar el crecimiento del hongo a1

cabo de cinco repiques, llegando a cubrir la superficie del medio en

lo dias, y comenzandotambién antesAúÉ'la esporulación.

////
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Reoizue Tiempo en que cubre la superficie

1 2o dias

2 20 dias

5 15 días

h 12 dias

5 10 dias

6 10 dias

Simultáneamente fueron haciéndose determinaciones del poder amiloliti­

co sobre los repiques sembrados previamente en afrecho, aplicando el

método de Wohlgemutha los macerados de los cultivos en este medio.

Repiaue Poder amilolitico

1 8,h0 (gr.almidón por gr.afre
cho)

2 8,60

5 8,00

LL 8.55

Se hicieron también ensayos sobre afrecho en la forma siguiente:

Cepas Afrecho con

Fenol 1:1000 Fenol 12200 tal cual HCl 1:1000

A.0. 2h crece 2 dias crece 2 dias 2 dias 2 dias

25 n n n n n u n n n n

27 " " n n H n || n n IÍ

77 n n n n n n n n n n

A.Niger " n" n n n n n n n n

Mucor n n n n n n n n n n

/////
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No se apreció una disminución en la velocidad de crecimiento para las

cepas sembradas en afrecho con fenol.

Conclusiones

1° - La velocidad de crecimiento en agar-Czapek con fe­

nol, si bien se acelera con sucesivos repiques, no alcanza a la de
los cultivos en el mismomedio sin fenol.

2° - Parece existir la posibilidad de acostumbrar al fenol

las cepas de A. Orizae seleccionadas.

5° —El poder amilolitico se mantiene sensiblemente igual

en los cultivos de A. Orizae con fenol 1:1000 sucesivamente repica­

dos.

h° - En el medio industrial con afrecho, el agregado de

fenol no parece influir sobre el crecimiento del hongo, por lo cual

se abandonaron estos ensayos.

CONDICIONES DE OPTIMA ACTIVIDAD ENZIMATICA

El control de las condiciones óptimas para la actividad enzimática so­

lo podria hacerse en forma rigurosa sobre enzimas purificadas.

Los concentrados enzhnáticos obtenidos por nosotros estaban aún lejos

de ser puros. Decidimos por ello estudiar la! condiciones de máxima

actividad amilolitica solo desde el punto de vista de las necesidades
industriales.

Por tal razón los controles efectuados los hemos incorporado al capi­

tulO que trata de los ensayos de cultivo y actividad con fines de
aplicación práctica.

/////
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ENSAYOS DE CULTIVO Y DE ACTIVIDAD EN ESCALA DE LABORATORIO Y

SEMI INDUSTRIAL CON FINES DE APLICACION PRACTICA

El pasaje de los cultivos de laboratorio a las condiciOnes semiindus­

triales o industriales dependede muchascircunstancias.

En primer lugar se plantean problemas de manipuleo de grandes cantida­
des de producto, para los cuales no son eficaces a veces los métodos

estudiados en escala de laboratorio.

En segundo lugar existen modificaciones inesperadas en los rendimien­

tos debido a las distintas condiciones en que se efectúa el trabajo.

Sin embargoencontramos relativamente pocas dificultades para lograr

un aumento de la producción de los materiales enmohecidos para fines

de aplicación industrial, gracias al hecho de que las cantidades nece­

sarias no eran muy grandes comparadas ocn las requeridas para los con­

troles de laboratorio, que ya habiamos realizado.

Tratándose de afrecho enmohecido, pueden ser suficientes unos kilogra­

mos diarios de producción.

Se planteó esta parte del trabajo en función del cultivo en medio li­
quido y en medio sólido, y del aprovechamiento directo de los mismos

o de un macerado de los cultivos obtenidos.

Sobre los macerados obtenidos se controlarOn los factores que influ­

yen sobre la actividad aminolitica y que tienen importancia industrial.

l°- CULTIVO EN MEDIO LIQUIDO

a) Velocidad de crecimiento:

Se ensayo 1a velocidad de crecimiento de las cepas aisladas

sembrando sobre mosto de malta, medio de Raulin y medio basal, conte­

nidos en frascos de un litro, con los siguientes resultados:

////
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Tiempo necesario para
Cena_ï: invadir la superficie Tiemhode esporulación total

2h 5 dias 6 a 7 dias

25 5 dias 6 a 7 días

56 5 dias 6 a 7 dias

77 5 días 6 a 7 días

b) pH óptimo en función del carbohidrato empleado

Se empleó el medio de Czapek liquido adidionado de distintos car­

bohidratos en cantidad igual a la prescripta de sacarosa, y se probó

el pHóptimo para el crecimiento con los siguientes resultados:

Carbohidrato: SacarOSa Glucosa Dextrosa Almidón soluble

pH óptimo h,h,-h,8 h,h -h,8 h,b -h58 h,5 -h,8

c) Rendimiento en función del tiempo

Se estudió el rendimieqto del micelio en función del tiempo sem­

brando la cepa N° 2h en medio basal con sacarosa, con los siguientes
resultados:

Dias Rendimiento económico

1 18,5

2 2h,o

5 25,1

h 25:5

5 25,5

6 20,0

El rendimiento económico es ol cociente del peso del micelio seco ob­

tenido, multiplicando por 100, sobre el peso de azúcar consumido.

La cantidad residual de azúcar del medio se tituló por sacarimetria
////
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con Fehling. El peso del micelio se determinó filtrando toda la masa,

lavando 5 veces con agua destilada y pesando después de desecar hasta

peso constante a 100o de temperatura.

d) Influencia de la cantidad de almidón

Se ensayó el rendimiento de la cepa N° 2h crecida durante 7 dias so­

bre medio basal adicionado de cantidades variables de almidón, con los

siguientes resultados:

Cantidad de almidón: 1% 2% M 8% 16%

Rendimiento económico: 19,5 18,8 25,2 2h,o 18,1

e) Poder amilolitico

Sobre los cultivos del ensayo (a) se determinó el poder amiloliti­

co extrayendo la mata de micelio, escurriendo bien y poniéndola a ma­

cerar con agua destilada a h0° durante l horaá, titulando entonces con
el Wohlgenuth.

El poder amilolitico_resultó sumamenteescaso en las cuatro cepas pro­
badas o

Conclusiones

Se establecieron algunas condiciones para el cultivo de las cepas de

A. Orizae en medios liquidos.

Su aprovechamiento industrial exige la extracción de la mata de mice­

lio, que exige 5 dias para desarrollarse en toda la superficie.

La cantidad de enzimas segregadas al medio es muy pequeña para que se

pueda aprovechar directamente en la industria. Exige la concentración

del producto con el consiguiente gasto.

El cultivo en medio líduído resulto pués desfavorable para una aplica­
ción industrial por las siguienres razones:

.L°- Lentitud del crecimiento

////
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2° - Poca resistencia d las contaminaciones bacterianas.

5° - Bajo rendimiento de enzima por unidad de tiempo y por unidad.de

peso del cultivo.

h° - Dificultad de emplear directamente el medio con enzimas para pro­

ductos de alimentación (jugos de frutas, vino, etc.) a los cua­

les quedaria incorporado.

5° - Mayordificultad para conservar el producto fabricado.

6° e Mayor costo del medio de cultivo.

-,,¡

2° - CULTIVO EN LBDIO SOLIDO

Los métodos de cultivo en medios sólidos en escala semiindus­

trial e industrial ya fuerOndiscutidos anteriormente.

Se eligió el procedimiento estático porque era el único que se podia

aplicar directamente, ya que no requería instalaciones especiales y
mientras tanto organizábamosel cultivo en tambor rotatorio.

Posteriormente dejó de ser imprescindible el uso de este último siste­

ma, ya que el métodoestático resultó suficientemente satisfactorio

para los fines propuestos. El método dinámico tiene sobre aquel la

ventaja de la limpieza del trabajo, pero requiere una atención mucho

mayor, la instalación de un sistema mecánico y de aparatos que no es­

tábamos en condiciones de obtener.

En un capitulo anterior se estudiaron los medios sólidos naturales,

eligiendose el afrecho por ser el más económico y el de mejor rendi-­
miento.

Coneste material se hicieron una serie de tanteos, utilizando canti­

dades progresivas de medio de cultivo y buscando los recipientes más
cómodos para la incubación.

Resuelto el problema anterior, se controló la acción de la temperatu­
////



Cultivos con afrechg en escalg_semiindustrial

1. Interior de un recipiente de hierro enlozado con una
parte de un cultivo de 500 gramos.

2. Trozo de afrecho enmohecido extraído del 1.La zona cla­
ra está totalmente esporulada.­
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ra, la cantidad de afrecho, de azúcares fermentescibles y de agua so­

bre los cultivos, asi comolas contaminaciOnes que pudiera sufrir.

Sobre los cultivos obtenidos se determinaron las condiciones de deseca­

miento compatibles con la conservación del poder enzimático, y se fijó

el tiempo conveniente para obtener la máximaactividad amilolitica.
COmosintesis final de los controles anteriores se estudió la evolución

completa de un cultivo en escala semiindustrial.

a) Ensayos sobre cantidades progresivas de medios de cultivo

Se hicieron los siguientes ensayos:

1°- En erlenmeyers de 125 cc.: 2 gr. afrecho y 2 cc. HCl 0,56 N.

2 5o lt lo 2 n IIlo n ¡l || ¡l

ll ll lll5_50 I‘l H Il
1000 " 50-100 " "50-100 " " "

Una vez mezclado perfectamente el afrecho con la solución ácida se es­

terilizaron 1/2 hora a 1 y 1/2 atmósferas. Se sembraron y llevaron a

estufa a 37° y se observó el crecimiento.

Para los tres primeros la invasión del hongo en el afrecho es total.

En los erlenmeyers de 1000 cc. resultó total la invasión cuando se usa­

ban 50 gramos de afrecho y 50 cc. HCl 0,5 N. Para 100 gramos de cada

uno el hongo no alcanzaba a invadir la parte inferior del medio de cul­

tivo, y era necesario mezclar el material al dia siguiente o a los 2

dias, dando lugar asi a un producto no uniforme, porque hay dos ritmos
de crecimiento.

En todos los casos, el primer dia se invade todo el medio y en el se­

gundo comienza la esporulación. Este material, mantenido en estufa o

al aire libre se deseca esterilmente y sirve comomaterial para alem­
bra de mayores cantidades de afrecho.

////
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2° - En distintos recipientes sin tapar, empleandoafrecho previa­

menteesterilizado.

a) - En cápsula de porcelana crece bien y con escasa proporción de

cultivos contaminados, siempre que se tome la precaución de

sembrar abundantemente con esporas la superficie del medio y guardar

luego en una caja de hojalata.

En un dia el hongo crece con un desarrollo tal de calor que la tempe­

ratura del cultivo llega hasta h0°, y en dos dias se completa el cfe­
cimiento. Nose necesita estufa.

b) - En balones de 500 cc. se llegó a cultivar con facilidad 50 gra­

mos de afrecho sin contaminaciones, produciéndose también un

aumento automático.de temperatura. Se empleó este método para obtener

material para siembra de cultivos mayores.

c) - En frascos de vidrio de 5-litros de capacidad se cultivaron

200 a 500 gramos de afrecho, tapando con tapa de hojalata per­

forada. Los frascos se llenan hasta la mitad con la mezcla de afrecho

y HCl 0,3 N, de modo que se puedan acostar sin volcar el contenido.

Se inoculan abundantemente con afrecho esporulado y se guardan acosta­

dos en un sitio abrigado. En 2h horas enmohecela capa superior hasta

5 cc. de profundidad. Conuna varilla esteril se mezcla bien y en 2h

a hB horas más queda terminado el crecimiento. El desarrollo de calor

lleva la temperatura a h0°. Se desecan rápidamente y los extractos se­
cos asi obtenidos se conservan bien en heladera.

d) - Usando los mismos fracos pero llenándolos casi

completamente con el medio de cultivo y dispo­

niendo un sistema de aireación. El desarrollo resul­

tó muy lento y no alcanzó a invadir toda la masa.

Se hizo necesario agitar repetidas veces y terminó

por contaminarse. ////
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e) - En cacerolas destapadas, de cinco litros de capacidad, con

hoc gr. de afrecho y MCOcc. de HCl 0,5 N.

Se siembra y coloca bajo campana . En un dia hay ¡f//C::X\\\
. \\

invasión de casi todo el espesor (80m.) menos un

centímetro del fondo. Se mezcla perfectamente y

en el 2° dia se.produjo la esporulación en toda 'J
7;}; ¿ha

M-,.u.la superficie, completándose en toda la masa du­

rante el Ber dia. Hay gran desarrollo de calor

y destila mucha agua, que se condensa y gotea

por las paredes de la campana

b) ControlLQQ temperatura

Dadoel resultado satisfactorio de este ensayo se preparon reci­
pientes enlozados conteniendo 200, noo, 600 y 800 gramos de afrechc

e iguales cantidades de HCl 0,5 N y se esterilizaron 1/2 hora a l

y 1/2 atmósferas, y se sembraron con 10%del peso de afrecho con

igual material bien esporulado.

Se mezclaron bien y se llevaron a estufa a 252 50°, y 57°. Sin embar­

go a poco de iniciarse el desarrollo del cultivo (8 a lo horas) el

desprendimiento de calor fué tal que resultó practicamente imposible

mantener la temperatura constante, subiendo ésta hasta uo°.

Esta circunstancia obligó a abandonar la estufa y emplear simplemente

grandes cajas de chapa de latón para guardar los recipientes. En ve­

rano se sembraba y se colocaban los tachos directamente en las cajas

de latón. En invierno se ponian en estufa a 57° hasta iniciar el desa­

rrollo del cultivo paséndolos luego a las cajas de latón colocadas en
un rincón abrigado del laboratorio.

La temperatura ascendía rápidamente hasta 35° a ho° y se mantenía.

mientras se desarrollaba la colonia, disminuyendopaulatinamente a
////
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medida que se desecaba el cultivo,

c) Control de 1a cantidad de afrecho

La cantidad de afrecho es función del tamaño de los recipientes

empleados, ya que lo que interesa realmente para el desarrollo ho­

mogéneodel cultivo es el espesor de la capa. Los ensayos realizados

con este fin demostraron que hasta espesor de 8 cm. se lograba la in­

vasión total del medio por el hongo. Para espesores mayores el hengo

no lograba llegar al fondo del recipiente.

d) - Control de la cantidad de azúcares fermentescibles

Se comprobó que el aumento del porcentaje de dichos azúcares pro­

vocaba un aumento del tiempo necesario para 1a esporulación. Si
aoJue

al mismotiempo se va produciendo el desecamiento, puede producirse

la esporulación sin que se hubiera agotado la provisión de alimentos
contenida en el afrecho.

Los resultados obtenidos fueron semejantes a los indicados en los me­

dio de cultivo liquidos. Noresultó ventaja alguna del agregado de
azúcares al medio de afrecho.

e) - Control de la humedad

Se realizó sobre recipientes con 500 gramos de afrecho con 10

a 12_%de humedad. Se agregaron cantidades variables de HGl

0,5 N (20%, h0%¿ 60%, 80%y 100%respecto del peso total), regulando

luego el pH a 2,5 - 5. Los mejores resultados se obtuvieron con ho a

60% de agua.

Comola esterilización se hace sobre los tachos destapados, hay un

aumento del contenido de agua en un 10%. Al dia siguiente de sembra­

do se reduce nuevamente la humedad en un 10%, y sigue disminuyendo

////



lementog gara obtenq; afrecho enmohecido

1.Trozo de afrecho enmohecido mostrando claramente la zona,
superficial invadida por el micelio.

2.Recipiente para cultivos con 500 gramos de afrechoo
3.Er1enmeyers con cultivos de 50,30 y 20 gramos respectiva­

mente de afrecho°
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luego aunque con mayor lentitud.

f) Control de las contaminaciones

Se estudió para dos tipos de microorganismos: las bacterias y los

mohos.

La acidificación del medio y el control de 1a humedadbastaron pa­

ra elhninar el ataque por bacterias. Si el afrecho tiene un pHmayor

de 5 o una humedad superior al 65%sobre el total, comienzan a produ­

cirse putrefacciones. .

El ataque por mohos puede prevenirse en parte con la siembra abundan­

te de esporas. Por ello se usó en todos los casos comomaterial de

siembra afrecho enmohecido en proporción de 10%del medio de cultivo.

Sin embargo, una vez esporulado el cultivo, muchasveces resultó in!

vadido por mucorales que se extendian por la superficie del afrecho.
Unaesterilización de las cajas, los recipientes y el local de traba­

jo, empleando una emulsión de kerosene y agua, y un contralor más ri­

guroso en el manipuleo del material, bastaron para eliminar las infec­

ciones. Debemosseñalar que el local de trabajo se destinaba exclu­

sivamente a producir cultivos de A. Orizae.

5) Influencia del método de desecamiento sobre el poder ¿milolitico

El afrecho enmohecidopor el procedimiento de los tachos presenta

un grado de humedad elevado que es influido grandemente por el es­

pesor de la capa de afrecho, y por la humedaddel ambiente. Esto

planteó el problema de desecarlo en las condiciones más convenientes

para la conservación del poder amilolitico, simplificando a1 mismo
tiempo dentro de lo posible el procedimiento de fabricación.

La conservación del afrecho enmohecido con el procedimiento de los

/////'
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erlenmeyer no presentó problemas porque se mantuvo la esterilidad

del medio contra las infecciones, y el desecamiento se cumplió sin

dificultad manteniéndolos en estufa a 57° C el tiempo necesario.

En el procedimiento semiindustrial se trató de controlar las ventajas

existentes entre el desecamiento natural (a l5-25°C) y el forzado en

estufa a distintas temperaturas para un afrecho ya esporulado, o para

afrechos que se hicieron esporular durante el desecamiento.

Parte_esperimental

1° - Se dejó el afrecho enmohecido en uno de los tachos, tal cual se

lo preparara, durante un mes. El desecamiento al cabo de ese lapso no

fué total; la capa inferior se mantuvo_húmeda,con putrefacción. La

capa superior se desecó pero sufrió el ataque de mucorales.

El procedimiento no resultó conveniente.

2° - Se extendió el afrecho enmohecido sobre papeles, en una habitación

ventilada pero sin corrientes de aire. Se obtuvo un desecamiento

rápido aunque no total; el afrecho dejó una impresión de frescura y hu­

medadal tacto. El producto obtenido se conservó bien durante meses.

El poder amilolitico calculado sobre el afrecho seco resultó sensible­

mente igual antes y después de desecado.

En el siguiente cuadro se han resumido algunos resultados, obtenidos

con diferentes cultivos de la cepa N° 2h de A. Orizae.

////



Muestra 1°____..____

5

12

15

16

18

82

Antes de deseoar

Titulo Humedad

8,17 58,6

16,2h 5h,3

6,81 5o.

15,h0 5o

17,15 u6.o

5° Desecamiento forzado

a) En estufa a

co, quebradizo,

co antes y después

Muestra N°

-p-xxn)H

100-105o C.

Después de desecado

Título Humedad

8,80 16,6

15,81 15,8

6,59 15,6
15.h6 17

17,0 16,0

Rápidamente se obtuvo un afrecho se­

fácil de pulverizar. Se probó su poder amiloliti­
de desecado.

Antes de desecar

Humedad Titulo

58,2 % 6,15

28,6 “ 5,25

50,5 " 7,15

55,6 " 8,16

b) En estufa, entre h0° y 60°

Muestra N°

1°­

[UI-J

\_N

h

Antes de deseoar

3222929 211212

58,2 % '6, 15

28,6 " 5,25

30,5 " 7, 13

55,6 " 8, 16

Después de desecar

0,5

Humedad

%

0:7 "

1,0 "

0,9 '

Tifiulo

1,6

0,53

1,8

0,96

Después de desecar

Humedad

10,2

9’Jl.

11,6
9.8

Desecamíento y esporulación simultáneos.

%

|I

fl

Il

Titulo

6,20

5,16

7,50

8,00

/////
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Se emplearon afrechos enmohecidos de 12 a 36 horas, que no presentaban

señales de esporulación.
De acuerdo a los resultados anteriores se controló'sobre todo la tempe­

ratura. A 50° se obtuvieron los siguientes resultados:

Muestra N° Tiempo de Antes de desecar Después de desecar
cultivo Humedad Titulo y esporular

Humedad- Titulo

1 18 hs. 60,2% 2,12 10,6 1% 5,6L;

2 2h n hBIO fl h365 10,0 n 7283

5 56 u 579° % 9:12 121° n 9:90

Las mismas muestras, dejándolas esporular a 35° dan:

N° 1 : 9,96

N° 2 a 8,3L

N° 5 = 9,32

Se comprueba que el desecamiento del afrecho debe hacerse a temperatura

inferior a h0°. A mayor temperatura hay disminución del poder enzimá­

tico, que se destruye totalmente cuando se aproxima a 100°.

Nose obtuvo ventajas realizando la esporulación y el desecamiento si­

multáneamente a 50°.

La necesidad de desecar el afrecho se puso de manifiesto por la putre­

facción que se producía en los cultivos esporulados húmedos.

g)- Control del tiempo en la producción de enzüna

Los ensayos están destinados a comprobar el m0mentode máxima acti­

vidad amilolitica de los cultivos en afrecho en escala semiindus­
trial.
Se dejaron de lado los medios liquidos, ya que la cantidad ¿e enz¿_

mas segregadas eran menores que las obtenidas en medio sólido, siendo

mayorel tiempo requerido para el desarrollo de los cultivos.

////
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Fijados los otros factores de influencia, se sembraron con 10%de

afrecho enmohecido los recipientes conteniendo 500 gr. de afrecho e

igual cantidad de HCl 0,3 N. Se incubaron según la técnica indicada

y se retiró una pequeña porción del cultivo en los momentosnecesa-­

rios, haciendo sobre ellas las determinaciones del poder amiloclásti­

co por el método de wohlgemuth, empleando como sustrato almidón solu­

ble y almidón de papa, según la técnica habitua1,; haciendo primero

la dilución en progresión geométrica y luego una progresión aritméti­

ca entre el primer tubo azul y el anterior.

Los promedios de tres determinaciOnes están indicados en el siguiente
cuadro:

Tiempo Titulo P .Titulo s. Observaciones

12 hs. o,ho 0,82 A medio invadir

2h “ 1,12 1,08 Invasión completa

56 " 2,10 1,85 Esporulación iniciada

h8 " 5,5 2,2 Media esporulación

3 dias 8,15 3,80 Esporulación completa

" 7,8 h,15 Esporulación completa

" 8,1 8,23 En desecación

10 " 8,2 8,18 Desecado

12 “ 9,65 8,20 "

1h " 8,0 8,20 ”

El valor obtenido para el poder amiloclástico sobre almidón de papa

del cultivo de 12 dias fué irregularmente alto, seguramente a causa

de condiciones locales incontrolables, ya que las muestras se tema­

ban de una parte cualquiera del cultivo.

Las diferencias de los valores por triplicado no pasaron del gramos

////
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5° - EVOLUCION DE LA PRODUCCION DE ENZIMAS EN ESCALA INDUSTRIAL

Se efectuaron dos ensayos completos, siguiendo las variaciones de

diversos factores importantes a lo largo del desarrollo del culti­
vo semiindustrial.

Se hicierOn cultivos en cacerolas de 5 litros de capacidad, de

hierro enlozado, con 500 gramos de afrecho de 10-12% de humedad y 10­

12 % de almidones, mezclados con 500 cc. de HCl 0,5 N y esterilizado

media hora a l y 1/2 atmósferas. Se sembraron con 50 gramos de afre­

cho bien esporulado y se llevaron a estufa por unas horas para seguir

después el desarrollo en las cajas de latón.

A intervalos determinados de tiempo se sacaban muestras y_se titulaba

humedad, azúcares reductores expresados en glucosa, acidez total y po­

der amilolitico.

Los cultivos se controlaron durante 17 y 15 dias, tiempo en que el
cultivo alcanzó a desecarse suficientemente.

ler. ensayo:
Dias de . Obser­
Cultivo HumedadZ S. Seca % Acidez Az.reduct. Poder P. vacio­

nes ‘

o 58 u2 h}? o,h68 - Hay a1-1
midón

5 58 h2 Las 0,502 1,96 Hay a1­
midón

h 55 ha h80 0,825 2.53 Espor.

5m h8.6 5m 0,571 9A ___
11 u0,2 59,8 201 0,217 8,62 ­

17 2591 7us9 208 0,hh7 8360 '

La acidez está expresada en m1. de OHNa N/lo consumido por 100 gra­
mos do afrocho seco.

El error del cálculo de los valores reside en que se eliminan sus­

tancias sólidas con la destrucción de los hidratos de carbono, y es­
,.J.__.___._._

////
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tas aparecen comohumedad. Sin embargo esos errores á0n relativamen­

te pequeños respecto del peso total considerado.

2° ensayo
Obser­

Dias de vacio_
cultivo Humedadfl S.Seca fl Acidez Az.reduct. Poder.P nes

o 5h,8 u5,2 ¿08 1,05 o Hay'al—midon

1 52,5 h7,7 ¿25 0.98 0 "

5 h7’9 hgsl 512 0:55 5995 TT07°Ssin esp.

5 u0,2 59,8 207 0,16 19,5 Total
esporu­
lación

15 l2,h 87,6 h9,5 0,05 18,28 Desecado

La humedad se determinó en cada caso sobre lO gramos de muestra homo­

génea que servia para las demás determinaciones. Se hizo en estufa a

105°.

La acidez total se probó macerando la muestra de airecho y llevando a

100 cc. con la técnica indicada. Sobre 25 cc. se tituló la acidez y

sobre 2 cc. los azúcares reductores.

Estos se titularoa por el método de Folin, previa neutralización de

la muestra con OHNapara evitar interferencias.

El poder amilolitico se probó c0n el Wohlgemuthmodificado, ajustando

el pH a 5 para eliminar la influencia de la acidez de los macerados.

La titulación de dicho poder se hizo en base a la primera extracción

del afrecho. No se hizo una segunda extracción porque ensayos previos

demostraron que resultaba exceSivamente complicado y que no presenta­

ba nuevas indicaciones de interés para el control.

Debido a la disminución del peso del cultivo se calculó el poder ami­

lclitico sobre afrecho seco, por ser el dato menossujeto a errores.

/////



Los datos de azúcares reductores expresados en glucosa se ampliaron

en el 2° ensayo, determinándolos sobre el mismoliquido de macera­

ción en el momentode agregar el agua a la muestra y a los 2 dias.

Se observó un aumento pronunciado de la cantidad de azúcares reduc­

tores en un caso, seguramente comoconsecuencia de la actividad ami­

loclástica de las enzimas sobre los almidones del afrecho. En el

cultivo de 5 dias no hay aumento, debido a que el almidón ha sido

previamente digerido. Por eso cuando aparecen dos valores para azú­

cares reductores en el cuadro anterior, el primero se refiere a 1a

determinación inmediata y el segundo a la efectuada a los 2 dias.

Respecto de la variación de la acidez total, se observan resultados

semejantes a los obtenidos en los ensayos de cultivos en escala de
laboratorio.

El gráfico siguiente ilustra los resultados del segundocuadro:
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Conclusiones

Se ha encontrado que las mejores 00ndiciones para la producción de

cultivos con buen poder amiloclástico en escala semiindustrial son

las siguientes:
l°- Utilizar afrecho_comomedio de cultivo, mezclado con igual

cantidad de HCl 0,5 N. y esterilizado media hora a 1 y 1/2

atmósferas.

2°- Emplear 500 gramos de afrecho seco por cultivo, colocándolo

en recipientes de hierro enlozado de 5 litros de capacidad, y

de manera que el espesor del medio no pase los 8 centimetros.

5°- Iniciar el cultivo a temperatura ambiente en verano y en es­

tufa en invierno, y una vez iniciado el desarrollo colocar
los recipientes en cajas de latón, donde continúan creciendo y ele­

vando la temperatura.

h°- Desecar los cultivos bien esporulados colocándolos sobre pa­

pel limpió en habfltacidn aireada pero al abrigo de corrientes de ai­
re. '

5°- Utilizar el material después de esporulado, ya que conserva

su máximopoder amiloclástico.

Se ha llegado a un método de cultivo en escala semiindustrial que

permite- una vez fijadas las condiciones iniciales en humedad,aci­

dez, esterilización y temperatura L conducirlo con el minimode con­
troles técnicos.

Por una regulación natural de la temperatura, se llega a la esporu­

lación_con un comienzo de desecamiento que se cumple bien en una se­

‘mana.

El producto obtenido se mantiene perfectamente, sin contaminarse,
en frascos cerrados, durante varios meses, sin perder su poder ami­

////
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h° - FACTORES QUBITFLUYEN EN 'A ACTIVIDAD ARILOLITICÁ DE LOS HACERADOS

Se trataron de fijar las condiciones de óptima actividad amiloli­

tica de los macerados obtenidos con fines de aplicación industrial.

Se estudió la resistencia al calor de los macerados en función del pH

y del tiempo, la influencia del pHy de los electrolitgáoe sobre la acti­

vidad amilolitica de los mismos, y se trazó en base a los resultados ob­
tenidos la curva de actividad de las enzimas amiloliticas del A. Orizae.

a) Resistencia al calor en función del pH

Este control tenia por objeto fijar por una parte los limites de

temperatura y acidez para las aplicaciones de los macerados, y pa­

ra aclarar por otra ciertas dificultades aparecidas durante los ensayos
de concentración.

Parte exnerimental

l°- Se realizaron ensayos de orientación a pH próximos a 5,7 y ll, em­

pleando ácido ácético e hidróxido de sodio para ajustar la acidez .

Se llevaron los macerados a la mismadilución respecto del material ini­

cial. Se los mantuvo durante una hora a las temperaturas elegidas y lue­

go se procedió a la titulación con las siguientes precauciones:

Para obtener aproxifladamentc la misma composición salina se mezcló l cc.

del macerado activo con l cc. de cada uno de los otros dos de distinto

pH previamente inactivados por ebullición.

Se reguló el pHpara la titulación ajustándolo a 5,h - realizando ésta

c0n la técnica habitual, y a 57° .­

Los resultados obtenidos se consignan a continuación:

////
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ph T e m p e r a t u r a

aifi? 52° 28° _1921 .59:292_

5 15,88 0,5 0,67 0,20 0

7 16,15 17,6 18,u 5,20 0

11 18,h 12,0 10,78 5,12 0

ConclusiOnes

Para pH 5 se observa inactivación por mantenimiento del concentrado una

hora a 52°, mientras que en las mismas condiciones los macerados a pH 7

y ll mantienensu actividad hasta temperatura de 58°.
2°- Se realizaron ensayos de la acción amilolitica de los macerados

ácidos (ya que se usan en tal medio) haciéndolos actuar a distintas tem­

peraturas y variando el pHde los mismos, a fin de establecer el inter­

valo util de pH.

Para la titulación del poder amilolitico se empleó el Wohlgemuthsegún

la técnica habitual, pero empleandodistintas temperaturas:

pH T e m p e r a t u r a s

.213. __¿üïL_ __jfiïL_ _:EÏL_. __éfifi__.

5 56,0 u0,0 uu,1 uu,5 56,2

5,5 56,2 hh;5 h6,5 h7,2 hhs5

6_ 5596 hogl h5,9 hh.1 h2,6

6,5 55,6 39,8 kh,0 kh,2 h2,6

7 35,h 59,8 h2,1 h5,6 hl,9

Conclusiones

Se puede emplear el macerado entre pH 5 y 7 para temperaturas que no pa­

sen de 58°. Por encima de la misma comienza la destrucción del poder

amilolítico.
////
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b) Resistencia al calor en función del tiempo

Se realizó este ensayo manteniendo los macerados a las temperaturas

indicadas durante un tiempo y determinando cada media hora su poder

amilolitico con el método de Wohlgemuthsegún la técnica habitual y a

las mismastemperaturas indicadas, ajustando el pH a 5,h.

Horas T e m 4p; e r- a t u r a s

50° 57° h5° ¿5°

o 18,0 25,5 28,5 52,0

1/2 18,0 22,8 26,9 25,0

1 18,0 22,25 25,7 20,0

1 y 1/2 18,0 21,65 2u,7 16,0

2 18,0 21,08 25,99 12,0

2 y 1/2 18,0 20,58 22,9 9,2

5 18,0 20,18 22,u 7,7

5 y 1/2 18,0 19,78 22,0 6,9

u 18,0 19,55 21,6 6,0

00nc1usiones

Se observa una disminución de 1a actividad en función del tiempo cuando

se mantienen los macerados a temperaturas superiores a 373

Para el ensayo primero se comprueba que el poder amilolitico'aumenta en

función de la temperatura que actúa el macerado, aunque tal aumento no

alcanza los valores que le corresponderian de acuerdo a 1a regla de

Arrhenius, lo que indica que hay destrucción simultánea del poder enzi­
mático.

c) Influencia del pH

Las determinaciones del pH óptimo de actividad enzimática citadas

////
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en la bibliografia para el A.0rizae son discordantes, porque no se pre­

cisan otros factores que tienen influencia en el proceso.

En el trabajo de Cïadwell y Tyler (hh) se estudia la influencia de la

concentración del acetado y del fosfato sobre la actividad de la amila­

sa del A.0. T. Harada (15) indica que el pH óptimo encontrado varia en!

tre 5,2 y 5,h a temperaturas comprendidas entre 50° y 503 y aumenta a
6,2-6,h entre 60°y 65°, pero no indica la concentración total de elec­

trolitos y usa comobuffer una mezcla de ácido ftálico y ftalato de po­
tasio.
Nuestro trabajo exigía:

1° Fijar un buffer relativamente sencillo e inocuo cuando se tratara de

aplicaciOnes alimenticias del poder enzimático.

2° Fijar limites óptimos para los extractos enzimáticos obtenidos con

distinto grado de pureza y cuyo poder amilolitico era necesario medir

en condiciones comparativas.

1° Buffer empleado

Después de una serie de pruebas se eligió comobuffer la mezcla de

ácido acético y acetato de sodio, que regula con suficiente eficacia el

pHdentro de,los limites útiles encontrados en la práctica.

Las determinaciones de pH se efectuaron por colorimetria con la solu­

ción universal de Clark y Lubs y con papeles indicadores de la Eastman

Kodak. En un caso se controló la exactitud de ambosmedios por potencio­

metria.

2° pH óptimo de los macerados

Esta comprobación, que pudiera parecer inutil por la variedad de com

posición de los maceradosobtenidos, resultó necesaria por las siguien­
tes razones:

En primer lugar, los maceradosobtenidos variaban entre limites relati­
////
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vamente estrechos en cuanto a su contenido en sales minerales y sustan­
cia orgánica distinta a carbohidratos.

En segundo lugar la proporción en sales minerales ejercía poca influen­

cia sobre el sustrato en que actuaban, a causa de la dilución a que se
emplean los macerados para su acción amilolitica.

En efecto, la actividad de los macerados medida por el Wohlgemuthco—­

rresponde a diluciones del orden de 12128 a 1:6h, y como el volumen to­

tal se llevaba a lo cc. resulta en realidad del orden de 121280a 1:6h0.

Parte experimental

Se hizo una serie geométrica de diluciones en tubos de ensayos que se

pusieron en heladera. Se preparó solución al 5%de aLmidónsoluble

'Merky se dividió en 8 partes y se reguló cada una a distinto pH con el

buffer empleado. Se enfrió bien en heladera y se agregarOn 5 cc. a ca­

da uno de los tubos de las tres series en ensayo. Se llevó a lO cc. con

agua destilada y se controló el pH final.

Se incubaron media hora a 57° . Al cabo de este tiempo se añadió a ca­

da tubo 10 cc. de agua destilada bien fria y 0,5 cc. de solución 0,01 N

de iodo. Se eligió c0motubo ginal el primero que daba color azul seme­

Jante al testigo.
Conestos resultados se hicieron diluciOnes del extracto enzimático en

progvesión aritmética comprendidasentre el tubo final y el anterior,
con salto de 0,0h cc. medidos con pipeta de Kahn. Conmenor cantidad la

diferencia de color entre dos tubos consecutivos no era suficientemente

visible.
Se controlaron los resultados dejando 2h horas a temperatura ambiente

sin que se modificaran.

Para determinar exactamente la actividad amilolitica se empleó el mé­

todo de titulación de Fehling gravimétrico, anotando las cantidades de
/////
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azúcares productores producidas por co. de macerado, expresándolas

en glucosa.

Se rea izó paralelamente un caesyo con takqdiastasa Parks Davis en so­

lución ta- que tuvíe a poder smilolítico semejante el de los macerados,
vientos coniici01es:

-.Empleaqdo almidón soluble ¿erk en solución al 1%en agua destilada.

Concentrución oe cloruros: 0,5% expresado en ClNá. Concentración de

nitrógeno: 0.12 mg. por cc. determinando por nesslerización directa.

Los macerados emplea(08 contenían 0,6 a 0,8 fl de Clïa, y 0,80 a 0,95

mg de ï por cc. determinawio también por nesslerizacion. Esto indica

que mania un ¿ran porcentaje de nitrógeno inactivo.

Los resultados obteniñ,s se consignan en el siguiente cuadro:

BH: 6,2 ólk .QLL_* lí¿fi__ 5,3 5,0 L,Z_ ¿LJL_

Macerado f /
N°11 7,0 7,8 1,5 8,1 7,1 6,8 0,5 0,6

Macerado
EI" 5 7,3 8,1 825 _8_,_8_ 8,1 7,8 7,5 7,2

Incerado
No 8 8,5 9’h 9,5 ¡2.1.2. ..E.ZE 8,8 8,5 8,1

Taka­
diestass 8,0 8,L 8,h 8,5 8,9 8,7 8,6 8,1

Conclusg_qes

La máxima actividad amilolit ca estuvo conprendida entre pH 5,5 y

6,h para buffer de acetato-ácido acético sobre extractos enzimáticos
Jde afrechos enmohecídos, determinados a 57° de temperatura. El valor

Osptimo :esultó próxino a 5,8. Para la takadiastasa Perke Davis el

pH óptimo resultó 5,5.

Unadisolución de takadiastasa en los extractos enzimáticos previa­

/////
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mente hervidos para destruir su poder amilolitico, probada con el

Wohlgemuthy el Fehling, dió valores máximos a pH comprendidos entre

5,5 y 5:8.
Los macerados obtenidos de diversos cultivos de afrecho enmohecido

han tenido un comportamiento semejante, pero no igual, resultando ‘

distintos dentro de limites relativamente estrechos sus poderes ami­
loliticos. .

d) Influencia de los electrolitos

La influencia de electrolitos en la actividad enzimática ha te­

nido gran importancia en las investigaciOnes sobre activadores e

inhibidores. En el caso de las amiladas estos estudios permitieron :
establecer la influencia real de ciertos electrolitos sobre la ami­

lasa pancreática.
En cambio, los estudios cuidadosos de Caldwell y Doebáïing (h8) so­

bre la acción de los electrolitos sobre la amilasa del A. Orizae,

demostraron que más quauna acción especifica de los mismos hay una

acción debida a la concentración total de sales. Tiene importancia

entre ellas la acción del ClNa a 00ncentraciones superiores a

0,01 molar.

Cálculos

Se tituló la cantidad de cloruros en los macerados obtenidos sobre

afrecho enmohecido, empleando el método de Volhard. En todos los

casos resultó inferior a l %, - expresado en ClNa.

Los macerados se emplean en diluciones grandes cuando actúan sobre

los sustratos. Por ejemplo, l gramode afrecho esporulado es auri­

ciente para purificar l litro de licor péctico. Esto representa
una concentración de cloruros de:
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0 01
__¿.0_— ; 0,00016 M.

COnclusíones

Resulta inutil un control de la influencia de los cloruros en la acti­

vidad amilolitica de los macerados empleados, a causa de la gran dilu­

ción en que se encuentra.

50- CURVA DE LA ACTIVIDAD AMILOLITICA DE LOS MACERADOS

Fijadas las condiciones de máximaactividad amilolitica de los ma­

cerados obtenidos, especialmente respecto de la temperatura y el

pH, interesaba determinar el tipo de reacción que se producía en la

hidrólisis del almidón para la concentración de enzimas empleada.

El trabajo de VanSlike sobre la cinética de las enzimas hidroliticas

(89) destaca la influencia de la concentración de enzima sobre el or­

den aparente de la reacción que se-produce, cuando se la representa

en función del tiempo.

En nuestro caso interesaba tal determinación para fijar las condicio­

nes industriales de trabajo.

Parte experimental

’En un erlenmeyer de 250 cc. se tomaron 100 cc. de solución al 1%de

almidón soluble Merck, regulando el pH a 5,h con buffer de ácido acé­

\ —ticoÁacetato de sodio. Se llevófia un termostato a 37° y se añadió

1 cc. del liquido de maceración.
Cada 5 minutos se retiró una muestra de 2 cc. y se tituló colorimetri­

camente con el método de Folin la cantidad de azúcares reductores

producida, expresándola‘en glucosa.
Resultados:
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Tiempo en mg. de glucosa
minutos Dor lOO cc. de liquido

Testigo lO

o Almidón 8,5

Completo 8,h

5 18,2

10 35,1

15 u1,o

2o 50,1

25 5:5

30 195,0

55 118,0

to 1u5,2

u5 165,0

50 18h,0

55 195,2

60 208,0

65 2h2,o

70 280,0

75 296,5

COflClgfiiOngï

La cantidad de azucar producida por unidad de tiempo es apr xima­

damente constante para la concentración de enzima existente en

los líquidos de maceración empleados.

Se puede por lo tanto representar comouna reacción monOmolecular

la hidrólisis del aLnidónen las condiciones indicadas.

LI} 1 gráfico adjunto destaca las conclusiones indicadas.
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E’.u'SAYOSDE ENRIQUEGiï-JIEJI‘Q'Yf-Á’UEIÏFICACION DE Et-ïZIELAS

Existen numerosaspublicaciones sobre el enriquecimiento y purifi­

cación de las enzimas. Para las amiladas, sobre todo la de la mal­

ta, figuran los trabajos de Sherman, Caldwell y colaboradores, que

llegaron hasta su cristalización.

Sobre las amilasas del A. Orizae hay un trabajo de Nishimura (18),

quien llega a un producto con poder Lintner de 71.000°, aplicando

el métodode Nillstatter, mientras las amilasas comerciales tienen

valores Lintner que oscilan entre 2500 y hOOO°.

En el libro de Thaysen y Galloway (ll) sobre microbiologia de almi­

dones y azúcares se citan las conclusiones obtenidas hasta 1951 de

los estudios sobre amilasas, y posteriormente aparecieron numerosos

trabajos en el Journal of Biological Chemistry sobre sus aplicacio­

nes. Tambiénen el Journal of Agricultural Chemistry del Japón fi­

guran numerosostrabajos sobre las amilasas del A. Orizae, especial­

mente en lo que se refiere a las industrias del Sake, miso y salsa

de soya.

En este capitulo se han agrupado los controles realizados sobre el

producto comercial obtenido cultivando A. Orizae en afrecho, ten-­

dientes a la extracción y enriquecimiento de las enzimas.

Nose intentó llegar a un producto puro, sino a obtener productos si­

milares a los preparados comerciales, planteando las condiciones pa­

ra un trabajo de tal naturaleza y adelantando la solución de algunos

problemas de orden práctico.

Se trató de asegurar en primer lugar la conservación del poder ami­

lolitico de los macerados enzhmáticos obtenidos, ya que se los nece­

sitaba utilizar durante los ensayos de enriquecimienbo y solo se D0­
dian hacer controles comparativos manteniendo constante la actividad

de los mismos.
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Se estudiaron luego las condiciones más apropiadas para la extracción
de las amilasas con liquidos diversos, estableciéndose el tiempo ópti­

mo de maceración y el número de extracciOnes para agotar el producto.

Fijadas estas condiciones, correspondió probar los métodos de enrique­

cimiento para establecer su utilidad en este caso, y comparar los ex­

tractos obtenidos con algunos preparados enzimáticos comerciales, res­

pecto de su acción sobre los mismossustratos.

l°- Conservación de los macerados

Los macerados obtenidos con la técnica habitual entran en putre­

facción cuando se los deja a la temperatura ambiente, producién­

dose también un nuevo desarrollo de A. Orizae por germinación de las

esporas obntenidas.

El uso de los antisópticos está limitado por las aplicaciones prác­

ticas de los concentrados enzimáticos, debiendo eliminarse todos ae­

quellos que pudieran introducir propiedades desagradables o nocivas

en los productos alimenticios sobre los que deben actuar.

Se probó la acción del cloruro de sodio, en base al trabajo de Taichi

Harada (15) que señala que a concentraciones de 10 a 20%de dicha sal

se puede mantener el poder amilolitico en preparados liquidos.

Se ensayó luego la acción de algunos conservadores orgánicos, la ac­

ción del frio y el congelamiento.

a) Acción del ClNa.

Se probó sobre macerados frescos añadiendo ClNa sólido, en las

cantidades indicadas an el cuadro adjunto. Se dejaron a tempera­

tura ambiente y se controló cada cierto tiempo el poder amllolitico

por el Wohlgemuth.Se controló también la aparición de contaminacioe

1165..
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ClNa % T i e m pro e n d i a s

0 45 7, 1h 28 60

5 1a,; 6,6 6,5 1' o 0

1o 1h,3 6,8 5,2 1 0 o

15 lhgñ 8,5 5,8 5,5 5,5 0

20 1h,5 12,6 10,2 6,5 h,6 1,6

25 1u,5 11,7 10,5 6,8 1,5 7

Testigo 1a,; 6,1 8,0 o 0' o
(putrefacción)

El testigo es el maceradotal cual.

Cuando la disminución del poder amilolitico es muygrande, se nota

una evidente putrefacción del liquido.

Resultados

El cloruro de sodio a saturación inhibe la putrefacción de los liqui­

dos en la mayoria de los casos. En algunos aparecen lentamente conta­

minaciones. Con la concentración óptima de ClNa (20%) el poder ami­

lolitico se reduce a la mitad en lu dias.

b) —Influencia de conservadores orgánicos

Se ensayó la acción del cloroformo y del tolueno comoconserva­

daores de los líquidos de maceración. En la literatura figuran

muchos más (11h, 115, 116).

Resultaron útiles para impedir durante poco tiempo la putrefacción,

pero su influencia en la conservación de la enzima, también es nula

comoen el caso del cloruro de sodio. Para emplearlo, el tolueno

debe cubrir toda la superficie libre del liquido formandouna pe­
////
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queñn capa; del cloroforno basta agregar 3 ó 4 cc. El poder amilolï­

tico de los líquidos conservados en esta forma disminuye con el mis­

mo ritmo que en el caso del cloruro de sodio. Se pueden emplear estos

métodos de conservación para controlar propiedades, evitando la in-—

terfereucia de las putrefacciones, pero no son aconsejables para el
uso industrial.

c) C ascrvación en la heladera

Se guardaron liquidos de maceración directamente en la heladera,

a temperaturas entre O y 5° C. Algunos frascos se llenaban com­

pletamente mientras otros se dejaron por la mitad. Cada cierto tiem­

po se titulaba el poder enzimático sobre almidón de papas y almidón

soluble con el método de Wolgemuth.

Los resultados vienen resumidos en el cuadro si

.235255L13L3i32_ __¿é33¿9_é__ __Eiïal9_2_

o 1h,o 15,1

2 15,2 15,9

5 13,0 13,8

15 15,5 13,6

50 12,9 lh,0

60 19,1 12,8

90 10,8 12,5

Resultados_

Es cl método más cómodo de conservación por las pocas pérdidas que

eïperimenta la actividad amilolitica. Después de 5 meses, muypocos

liquidos tenían olor a podrido y la actividad enzimática disminuye

en un ¿ralo mucho meaor que en los otros casos.
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Observaciones

La fuerte acidez de los liquidos de maceración (pH 5), unido a una

pequeña cantidad de cloruros, que llega a.6 ó 7 por mil, es un preven­
tivo de la putrefacción y al mismotiempo, la baja temperatura de la

heladera impide la destrucción de las enzimas que se realizaría rápi­

damente por el ácido en primer lugar y luego por la temperatura ambien­

te que favorece igualmente su destrucción.
Creemos que hay que distinguir entre la putrefacción comocausa de

destrucción de la enzima y los otros factores que también actúan. Es­

to se hizo evidente en los ensayos 1° y 2°, donde se lograba éxito

en impedir 1a putrefacción, pero no la destrucción de la enzima.

Conclusiones

Es el método industrial más práctico.

d) —Conservación por congelamiento

Los ensayos correspondientes a este medio se encentrarán en el

capitulo de "Concentración de los macerados por congelamiento"

Es un métodoútil pero costoso respecto del anterior.
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2° —Tíemoq_gg maceración

l Un s n r veckawievto ás racional de los cultivosPara l eg r . ui ap_o h 1 m

H -rcon poder enzimático se hicieroa ensayos para fijar e Jiempo

óptimo de maceración del afrecho enmohecióo, COnuna sole extracción

del liquido.
Las titulaciOnes de los materiales obtenidos se hicieron con el Wohl­

Comuthnoïificado, a p? 5, con buffer ¿cido acético-acetato de sodio
1
\y cuíunofio qre le concentración salina fuera menor de 0,01 K.­

Parte experimental

uSe bícieroa enseres sobre cultivos en escnls de laboratorio y semiín­
dustrial.

El primero sobre 50 gr. de afrecho hieq enmohecido en erlenmeyer de

500 m1. Se agregen 200 cc. de agua esteril, se mantiene a h0° y se

titula el poder amilolitico S y P cada cierto tiempo.

Tiem o de maceración Titulo s Titulo P

1/2 hora 5,55 5,uo

1 " 9,20 9,30

2 " 9,ho 9,60

2h " 9,80 9,60

h8 " 7,60 9,58

72 “ 6,12 9,10

m. tiempo minimo de maceración es de l hora, y el máximoconveniente

de 2h horas.

E1 segundo sobre afreouo enmohecido en cacerola de acuerdo a la téc­

nica semiindustrial. Se toman 15 gramos do afrecho seco bien esporu­

lado y se ponen en maceración con 100 cc. de agua destilada esteril.
////
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Se titula el poder amilolitico cada cierto tiempo, con la técnica
anterior.

Tiempo de_gaceración Titulo S Titulo P

1/2 horas u,55 8,15

1 " 8,10 15,26

2 " 8,15 15¿oo

h “ 8,05 15,10

2h “ 8,00 111,95

h8 “ 7,60 lu,2o

Para evitar 1a putrefacción se agrega tolueno al cultivo.

Conclusiones

En escala de laboratorio y semiindustrial, basta con l hora de mace­

ración para obtener un macerado con buen poder amilolitico. La mace­

ración puede efectuarse durante 2h horas a temperatura ambiente, pe­

no hay ventajas en prolongar más el tiempo.

5°- Influencia de la cantidad de agua agregada

Convenia establecer la cantidad de agua más conveniente para la

extracción de las enzimas durante la maceración, y determinar el núm

mero de extracciones necesarias para agotarlas.

Parte experimental

Se trataron cantidades iguales de afrecho enmohecido de un mismo cul­

tivo con cantidades crecientes de agua destilada. Se hicieron tres

extracciones, macerandoen cada caso durante una hora, filtrando a

presión.y repitiendo la mismaoperación por dos veces consecutivas.

Se emplearon en todos los casos 100 gramos de afrecho enmohecido.

/7//
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Peso afrecho Titulo de los macerados (gr.almidón[gr.afrecho
peso de agua la. extracción 2a. extracción Total

1:5 12,uu 5,16 17,60

1:6 5,u u,66 10,06

1:10 7’00 291-!- 991-!­

El resultado de la tercera extracción no se indica por ser inferior a
l el titulo obtenido.

Los cálculos de la segunda maceración estáan hechos teniendo en cuenta

el volumen de liquido de la maceración que es retenido por el afrecho

y cuyo poder amilolitico se ha determinado.

Couclusiones

1° - Resulta conveniente la realización de 2 extracciones.

2° - La cantidad de agua más conveniente es el triple de pe­

so de afrecho enmohecido. A medida que aumenta la canti­

dad de agua disminuye el poder amilolitico total, pudiendo llegar a1

50%del poder inicial.

h° Precipitación de enzigas por el alcohol etílico.

Existen en la literatura estudios completos sobre las condiciones

de precipitación por el alcohol de las enzimas de la malta, entre

ellos los de Sherman, Caldwell y Doebbeling (¿1,u2).

Los ensayos que planteamos para las enzimas del A.0rizae pretendían:

a) Determinar la concentración minima de alcohol necesaria para

la precipitación total.
b) Probar en los macerados acuosos de afrecho enmohecido las con­

diciones mejores de precipitación de las enzimas, controlando
las amilasas.

////
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c) Señalar las precauciones necesarias para el manipuleo y deseca­

miento del producto precipitado.

Estudiar a fondo las caracteristicas de los precipitados obtenidos con

miras a obtener enzima pura, escapaba a los fines concretos propuestos,

y hubiera exigido controles comparativos con enzimas purificadas de

otras fuentes (malta, pancreas, saliva), —sin que los resultados pu­

dieran modificar fundamentalmentelas aplicaciones industriales que

interesaban comprobar.

Por esta razón se compararon los precipitados obtenidos ocn productos

enzimáticos comerciales para determinar las diferencias en poder ami­

1olitico y se ensayó asimismoel poder proteolitico.

a) Concentración minimapara la precipitación

Se hicieron ensayos de precipitación de enzima con cantidades cre­

cientes de alcohol, controlando el poder amilolitico de los preciiï
pitados obtenidos de acuerdo a la siguiente técnica:

Se determina el poder amilolitico del liquido enzimático inicial. Se

efectúa la precipitación con alcohol. Se centrifuga y separa por de­

cantación. Se redisuelve en agua filtrando si queda residuo y se titu­

la el poder amilolitico, refirióndolo al volumende liquido inicial,

para hacer comparables los resultados. La titulación del liquido oe
riginal por Wohlgemuthdió 15¡h

Volumen de
licuido 4%de alcohol Observaciones Titulo

100 cc. 20 no ppta. 7
lOO cc ho no ppta. ­
loó cc 50 pptado. 0

100 oc 60 pptado. 5,9
100 cc 70 pptado. 15,2
100 cc 80 pptado. 15,1

////
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El pH inicial del liguido se llevó a 7 por agregado de OHNaN/lO.

Conclusiones

Una concentración de 70%de alcohol etilico provoca la precipitación
total de la enzima.

b) pH óptimp para la precipitación con alcohol

Se hicieron una serie de ensayos para determinar la influencia del

pHen la concentración alcohólica necesaria para la precipitación

de la enzima y fijar al mismotiempo si la precipitación aumentaba

con el tiempo.

Se determinó el poder amilolitico por el método indicado anteriormen­

te, pero usando para la disolución del precipitado el mismoliquido

enzimático original previamente inactivado a ebullición. be esta ma­

nera se eliminaba la posible influencia de la composición del medio.

En una segunda serie de ensayos se empleó directamente como liquido

de disoluéión el mismomacerado activo (cuyo titulo se conocia exacta­

mente) y se hicieron paralelamente las titulaciones del nuevo poder,

restando el correspondiente al maceradoinicial. Los resultados obte­

nidos en los dos casos fueron semejantes:

Resultados obtenidos:

////
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Concentración ' pH Actividad
alcohólica 5:74' 5,5 ¿Ju 315 del Ende.

1 2 5 1 2 5 1 2 5 1 2 5 1 2 5

5274 - - - - - + - - — — - — i J,

W ++ ++L**'*++-++ <50%
57,5 * + i ó -¡.-.-‘ +4 + + + a. 7 _+ 657;

se + + + ---é-l_ +í’ ¿4‘ + +4? 4 4 + >90};

58,5 +++ 4 ++ + 4 >9o%

72 . ++ ++ i * >9o%

7ha5 ++ +g i + >90%

76.5 «a ++ - + >9o%
muy

Observaciones ppdocrist idem caseoso fino muy fino

Los números 1,2 y 5 indican lo siguiente:

N° 1: 10 minutos después del agregado

No 2: l dia n n n

N° 5: 2 dias " " "

Las cruces indican precipitación, y su

riación en cantidad de precipitado.

a alcohol

númerotrata de expresar la va­

La actividad del precipitado está expraadaen relación a la actividad

del liquido maceradcinicial.
El Cuadro anterior demuestra que no es necesario ajustar extrictamente.

el pH, ya que no influye en forma marcada sobre la cantidad de alcohol

que produce la precipitación.

De aCuerdo a las comprobaciones anteriores, se procedió de la siguiente

manera:

Se neutralizaron los preparados enzimáticos a ligera acidez con papel

tornasol. En algunos casos se produjerOn precipitados, que se comprobó

/////



111

carecían de poder amilolítico, por lo que se filtró directamente, pa­

ra tener un líquido límpido. Se calc‘ulaba la cantidad de alcohol de
96° necesaria para llegar a la concentración deseada y se tomaba un

volumental de líquido enzimático que, agregado el alcohol, se pudiera

centrifugar comodamentede una sola tez en centrífuga de laboratorio

(200 cc. en total). Los líquidos empleados se mantenían a menos de

10° de temperatura y la centrífuga se refrigeraba con hielo seco para

mantener dicha temperatura. Los precipitados obtenidos se disolvían en

el líquido enzimático inicial y se titulaban simultáneamentepor el

Wohlgemuthlas soluciones acuosas obtenidas y los líquidos hidroalóo­

hólicos residuales, a los que se les determinó además 1a graduación

alcohólica por el método de uno de nosotros (102).

Previamente se efectuaron controles sobre la influencia del alcohol en

la titulación del poder amilolítico con el Wohlgemuth,con resultados

negativos.

El cálculo del poder enzimático se refirió en todos los casos al volu­
mentotal de líquido enzimático inicial utilizado, para comprobarsi

se producían pérdidas de amilasas durante el manipuleo del mismo. Las

diferencias no pasaron en ningún caso del 5%del total.

Conclusiones

A concentración alcohólica de 65° a 70° se produce una buena separa­

ción de enzimas amilolíticas. Por debajo de 60° se puede producir pre­
cipitación, pero el precipitado no posee poder enzimático.

A pH inferior a 5 los precipitados obtenidos son muy finos y van ad­

quiriendo aspecto más cristalino por encima de 5.

El alcohol no destruye el poder enzimático trabajando con líquidos ene

friados y haciendo inmediatamentelas titulaciones.

lll/l
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Los precipitados obtenidos no se redisuelven totalmente en agua des­

tilada o en liquido enzimático inicial. Dejan un residuo amorfo, de

poder enzimático muydebil, miermras que ls solución obtenida conser­

va más del 95%de la actividad inicial.

c) Poder proteolitico de los precipitados

Comoen.muchos preparados comerciales de enzimas del A.Orizae

se utiliza la acción de las proteasas, interesaba comprobar

en el precipitado obtenido por la acción del alcohol la presencia de
enzimasproteoliticas, y determinar su actividad en relación a los li­
quidos enzhmáticos iniciales.

Conla técnica empleadapara la precipitación y redisolución¡ se ob­

tuvieron soluciones acuosas del precipitado que se compararon en su

poder proteolitico con iguales volúmenes de los liquidos enzimáticos

iniciales y con los liáuidos hidroalcohólicos residuales, empleando

tres métodos distintos, que actúan sobre diferentes sustratos: albúmi­

na, casaina y gelatina.

l°- método de Hata, modificado por uno de nosotros.

Determina la hidrólisis de la albúmina de huevo coagulada.

2°- Meetodo de Gross Fuld.

Mide la acción de la enzima sobre suspensiones alcalinas de

caseína, posteriormente neutralizadas.

Los ensayos efectuados por estos dos métodos dieron en todos los ca­

sos resultado negativo, tanto en los macerados iniciales comoen las

soluciones acuosas del precipitado.

5°- Métodode Willstatter y Waldschmidt-Leitz, modificado por

Macrae, en el que remplazamosel indicador (timolftaleina por
fenolftaleina).

////
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Se ensayó de acuerdo a la técnica indicada en el capitulo sobre méto­

do de titulación de poder proteolitico, con los siguientes resultados:

Liquido inicial Sol. acuosa Liq,hidroalcohóligg_

OHK o hs. 1,6 1,8 1:5

N/20 al- 2h " 9,0 8,7 1,9
cohólico hB " 9,8 9,1 2,2

consumidos.

Conclusiones

1° El poder proteolitico de los macerados iniciales se mantiene

casi c0nstante en el precipitado por alcohol.

2° Los liquidos hidroalcohólicos residuales tienen muybajo podar

proteolitico.
5° El método no da valores absolutos, sino comparativos.

d) Precipitación y redisolución fraccionadas

En ciertos macerados se observó que la adición de alcohol por eta­

pas provocaba cuando se alcanzaba una concentración próxima a 50%

una precipitación de sustancias proteicas que no tenian poder mmiloli­
tico.
Se encaró entonces la posibilidad de efectuar una purificación de las

amilasas por precipitación fraccionada. Para ello se centrifugaron

los precipitados inactivos producidos a 50%de concentración alcohóli­
ca y se separaron por decantación. Sobre el liquido restante se conti­

nuó agregando alcohol hasta precipitación. La redisoluclón del DT601;

pitado en agua dejó un residuo muchomenor, y la solución conservaba

todo el poder amilolitico.

/7//
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Sin embargo, comola precipitación inicial a 50%no se producía en

todos los casos, se dejó a un lado este procedimiento, pero se aprove­

chó la observación para controlar la posibilidad de purificar el pre­

cipitado obtenido con alcohol al 70%.

Parte experimental

lO cc. de macerado N° ll se trataron con 50 cc. de alcohol de 96° en

tubo de centrífuga. Producida la precipitación se centrifugó en frio

refrigerando con hielo seco. Se obtuvo un liquido hidroalcohólico 11m­

pido (a) y un precipitado blanco grisaceo, que se separaron por decan­

tación. El precipitado se puso en suspensión coa agua destilada y se

llevó su volumen a lO cc.

Se volvió a centrifugar obteniéndose un precipitado (b) y un liquido

opalescente (c) que se separaron por decantación. El precipitado (b)

se puso en suspensión con agua destilada. Se llevaron las dos solucio­

nes a 10 cc. y se tituló el poder amilolitico de (a), (b) y (c), com­

parándolo con el del macerado inicial (d) y haciendo un testigo con

la solución de ahnidón soluble empleada (e). Se usó el método de Folin

colorimétrico. Se empleó comosustrato 10 cc. de solución al 1%de al;

midón soluble Merck.

Del liquido hidroalcohólico (ho cc.) se tomaron 0,h m1. para la titu­
laciáh, a fin de tener la mismaconcentración que el liquido inicial.

Los resultados se expresan en mg. de glucosa por cc. de liquido.

Material Volumen Título

(a) 0,h cc. 0,2
(b) 0,1 " 0,2
(e) 0,1 n 5,6
(d) 0,1 " 5,68
(e) - 0,2

/////
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La solución acuosa de enzima se dejó en heladera durante varios dias
Se

y se volvió a determinar su poder amilolitico, comprobandoque mantie­

ne constante.

Conclusiones

1° - Por alcohol al 70% se puede precipitar totalmente las enzi­

mas amiloliticas de los macerados de cultivos de A. Orizae,

y ponerlas nuevamenteen suspensión, separándolas del precipitado pro­

teico inactivo,
2° - La suspensión acuosa de enzima es estable.

e) - Conservación ygganipuleo de los precipitados

Se efectuó la precipitación por alcohol de 70%sobre macerado

N° 11. Se separó por decantación la solución hidroalcohólica y

se llevó a estufa a 57° el precipitado húmedo, dejándolo una semana

hasta sequedad.

Al cabo de este tiempo se puso en suspensión con agua destilada el re­

siduo seco, se centrifugó durante 5 minutos a 2500 revoluciones por

minuto y se tituló el poder amilolitico del liquido opalescente obte;

nido. Resultó ser de h,85 mg. de glucosa por cc.

Conclusionqg

El desecamiento de los precipitados en estufa a 37° disminuye un 15%

aproximadamentesu poder amilolitico. El producto obtenido es facil

de conservar y posee buena actividad.

f) Comparacióndel poder amilolitico con la Takadíastasa

Los ensayos anteriores llevaron a encarar la posibilidad de produ­

////
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cir un preparado enzimático sólido, comparable en actividad amilolï­
tica a la takadiastasa.

Parte experimental

A 10 cc. de liquido de maceración (1:3) colocados en tubo de cnntrí­

fuga se les añadió alcohol hasta llegar a 70%.Se centrifugó, se se­

paró el liquido por decantación, se secó el precipitado impuro obte­

nido y se pesó, resultando-0,52 gramos.

Se suspendió este precipitado en 5 cc. de agua destilada y se volvió
a centrifugar. Se separó lo más completamente posible por decanta-­

ción, se agregaron al precipitado otros 5 cc. de agua destilada, se

lo puso en suspensión y se centrifugó nuevamente, separando por de­

cantación. Los,liquidos reunidos alcanzaron a 9,6 cc. El precipita­

do inactivo restante se lavó con alcohol y desecó en estufa a 57°

dando 0,2]; gramos.

La solución acuosa conteniendo la enzima se llevó a otro tubo de cen­

trífuga y se precipitó nuevamentecon alcohol, obteniéndose un preci­

pitado muypequeño, que no se pudo extraer del tubo. Se centrifugó

y se separó el liquido por decantación. El precipitado restante se

puso en suspensión con lo cc. de agua destilada, resultando una solu­

ción ligeramente opalescente, cuyo poder amilolitico, determinado por

el Wohlgemuth, resultó semejante al que tenia el volumen de macerado

del que se partió.

Se determinó igualmente el poder amilolïtico de soluciones de distin­

tas muestras de Takadiastasa, entre ellas la Parke Davis, resultando

comprendido entre 250 y hOOgranos de almidón hidrolizados por gra­

mos de producto.

Cálculos
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1 cc. de macerado equivale a 0,55 gramos de afrecho enmohecido.

Titulo del afrecho a 6,8 gramos de almidón por gramo de afrecho.

lO cc. de macerado producen 0,52 gr. de precipitado impuro activo

0,52 gr. de precipitado impuro equivalen a 5,5 gr. afrecho

l gr. de precipitado impuro equivale a lo gr. de afrecho enmoheci­
do

Titulo del ppdo. impuro: 68 gr. de almidón por gramo de ppdo.

Peso del ppdo activo (2a pptación): 0,08 gramos (por diferencia)

0,08 gr. de ppdo activo equivalen a 5,5 gr. de afrecho enmohecido

Titulo del ppdo activo (2a pptación) t ' 'x 6 8
" 0,08

280,5 gr. almidón por gramo de precipitado

Conclusiones

Se llegó a preparar en escala de laboratorio un producto sólido impu­

ro, formado por una parte activa soluble en agua y una parte inacti­

va e insoluble en agua.

Se ha obtenido un producto sólido purificado, soluble en agua, de ac­
tividad amilolitica del orden de las takadiastasas comerciales.

Observación

En estos controles se ha evitado emplear el grado Lintner comounidad,

porque tratándose de eliminación de almidón no son equivalentes las

actividades de amilasas de distinto origen respecto de su poder reduc­tor
5°- Concentración de enzigas por congelamiento

Los resultados de la precipitación con alcohol plantearon la ne­

cesidad de encarar la concentración de los macerados enzimáticos

Ill/



118

iniciales, a fin de disminuir el consumodel mismo. Por otra parte,

con extractos más concentrados el control estequiométrico de las de­

terminaciones se puede hacer con mayor exactitud.

En la literatura no hemoshhllado ningún detalle concreto sobre el mé­

todo de congelamiento, fuera de la cita de su existencia. En los ensa­

yos efectuados se estableció la siguiente técnica:

X
Parte efiperimental

Se partió? de macerados obtenidos por tratamiento de afrecho enmoheci­
do con tres veces su peso de agua común, filtrados a presión y neu-- *

tralizados a pH 7. Se pusieron en heladera y una vez producida la
congelación se separaban dos porciones, una sólida y otra liquida,

que se pasaron para establecer la proporción de cada una.

Se complementaron los ensayos en medio neutro con otros efectuados en

medio ácido (pH 5) y en medio alcalino (pH ll).

Sobre el liquido obtenido se hizo un segundo y un tercer congelamien­

to y sobre el sólido se lo licuó primero y luego se hicieron dos nue­

vas congelaciones, de acuerdo al esquema siguiente:

Liquido inicial

Liquido l Congelado l

Liquido 2 Gong. 2 Liq.2 Con2.2

Lig.3 COnc.Z Lig. fi Coqï.ï

Se determinó el poder amilolitico de las dos porciones obtenidas du­

rante el primer congelamiento en medio neutro, ácido y nlcalino, con

los siguientes resultados:
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Alcalino Acido neutro

Peso de liq.inicia1: 81 gr. 82,5 81,h gr.
Peso de liq.fina1 1 a 6,8 " 8,2 6,5 "

Concentración 11,9 veces 10,0 veces 12,5 veces

Titulo liq.inicia1 h,2 h,2 h,2
Titulo liq.final 1 a 18,6 15,1 15,0

Estos resultados demuestran que conviene más trabajar en medio neu­
tro.
Se firefectuaron entonces controles para determinar el grado de con­

servación de la enzima, titulando con el método colorimétrico de

Folin las dos porciones obtenidas por un primer c0néelamiento en

medio neutro a

Material Cantidades Titulo por gramo Titulo total

Liq. inicial 100,1 gr. 3,60 360
Liq. final 1 8,55 " 15guo 129

Congelado l 91,75 " 2,L16 226

[-4.a pérdida de poder arilolitico durante la operación es: 560 - 355

5, lo que representa aproximadamente l,h %.

En otros ensayos la pérdida llegó como máximo a 2,7%.

El aumento del poder amilolitico se puede seguir tomando la densidad
de los liquidos cor.balanza de Kohr, haciendo previamente determina;

ción de tal actividad para fijar la equivalencia de los valores.

Agreganos tres ejemplos de diferencia de densidad entre la porción

sólida y 1a liquida producidas por un primer congelamiento!

Liqp.ido_l__ Cog-.919“ 1

1,0661 1,0118

1,0390 1,0088
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Se estudió por último la posibilidad práctica de la triple congela­

ción, controlando la variación del poder enzimático de las sucesi­

vas porcioues obtenidas.

Interesaba en primer lugar el liquido l. Conél se efectuó una se­

gunda congelación, separandose dos partes: Liquido 2 y congelado 2.

'No se pudo efectuar una tercera c0ngelación del liquido 2 por la pe­

queña cantidad obtenida.

00m0en el Congelado 1 contenía aún casi 2/5 del poder enzimático i­

nicial, se lo volvió a licuar a temperatura ambiente y se efectuó

con él una segunda congelación, obteniéndose un liquido 2' y un con­

gelado 2' que se despreció.

El liguido 2' se volvió a congelar, dando una pequeña cantidad de li­

quido 5‘, y un congelado 5' que también se despreció.

Se determinó el peso y el poder amilolitico de cada una de las porcio­

nes obtenidas, con los siguientes resultados:

Material Peso Titulo por gr. Titulo total Pérdidas

Liquido inicial 100 gr. 5,60 560 a - (b+c)

Líqu-ïdo 1:- 999 n 15:9 157.99 5:9
n ' 55mJongelado 1: 90,1 2,)40 216,2 b - (d+e)

. . ,

Liquido 2: 1,2 " h596 52:5
' 151; 1

Bongelado 2: 8,7 “ 9,h 81,8 , c- (Ï+g)
_ LL:

Líquido 2: 8,2 “ 9,1 7h,6
' ' ' 212,1

3ongelado 2: 81,9 " 1,68 137,5

Liquido 5' 0,9 " 28,5 25d;

////
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Se observa que aumentó la concentración con sucesivos cengelamientos,

pero al mismotiempo disminuye la cantidad de enzima utilizable por­

que una parte pasa a los congelados que deben desecharse por su esca­

sa-actividad.

Convienede cualquier manera utilizar el liquido l mezclado ocn el li­
quido 2', ya que son los de mayor volumen, obteniéndose asi cerca de

las dos tercaras partes del poder enzimático total del maceradoini­
cial.
Las pérdidas de poder enzimático son relativamente pequeñas.

Conclusiones

1° - Por congelamiento se puede concentrar macerados enzimáticos.

La enzhmase concentra fuertemente en la porción liquida

después de la congelación.

2° - Por sucesivos congelamientos de ambas porciones se puede lle­

gar a grandes concentraciones de enzimas, pero las pérdidas

por dilución en el congelado limitan su aplicación. En la práctica

conviene concentrar entre 5 y 10 veces.

3° - El poder enzimático disminuye poco durante eL Congelamiento

y los manipuleos subsiguientes. Nopasa en ningún caso del

5%­

h° - En trabajos de rutina se puede usar comocontrol de la acti­

vidad enzimática el aumento de densidad de las porciOnes líquidas,

estableciendo con una determinación previa 1a equivalencia de valoe

TOS.

6°- Concentración al vacio

Se realizó un ensayo previo colocando una cápsula con liquido

de'maceración en un desecador al vacio conteniendo 80h H2
////
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Se obtuvo depués de un mes un residuo siruposo con poder amilolitico

inferior al inicial.
Se abandonó este método por carecer de elementos para concentración a

baja temperatura.

7° - Preparación de un producto similar a la Polidasa C.

La polidasa C no es un producto purificado. Se trata en realidad

de afrecho enmohecidotratado con alcohol para destruir las espo­

ras, y prensado y desecado convenientemente.

Parte egperimental

Se prepararon cultivos de A.Orizae en escala semiindusttial, sobre

500 gramos de afrecho. Una vez bien esporulados se trataron con sufi­

ciente cantidad de alcohol a 96° para gue la concentración pasara de
70%, y se dejaron una hora. Se prensaron lo más perfectamente posible

y se desecaron después en estufa a 37°.

Sobre el material original y sobre el material tratado con alcohol y
desecado se determinó el poder amilolitico, comprobandouna disminución

de solo 5%sobre el inicial, expresando ambos en gramos de glucosa por

gramo de afrecho seco,

Observaciones

El alcohol de 70° no extrae las amilasas del afrecho y destruye las

esporas. Resulta asi un producto con buen poder amilolitico, que no

contamina los sustratos sobre los que actúa. Se conserva peffectamente.

La actividad de este preparado no se pudo compararar directamente con

la Polidasa C, pero su aplicación a la sacarificación de granos para

la producción de alcohol permitió controlar los datos obtenidos con
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CAPITULO 6°- APLICACION DE LOS PRODUCTQÉ OBTENIDOS A OPERACIONES
INDUSTRIALES

Los productos obtenidos con posibilidades de aplicación industrial
fueron:

1°- Afrecho enmohecidodesecado al aire libre.

2°; Afrecho enmohecido tratado comoPolidasa C.

5°- Líquidos de maceración de afrecho enmohecido.

h°- Sólidos obtenidos por precipitación de dichos liquidos con al­
cohol de 70%.

Para los ensayos que siguen utilizamos solamente los tres primeros, ya

que los últimos resultan demasiadocostosos para tales aplicaciones.

Los controles efectuados abarcaron los siguientes puntos:

a) - Clarificación de jugos de frutas

b) - Purificación de pectinas

c) - Producción de alcohol

d) - Sacarificación de granos de cereales

Los distintos extractos enzimáticos empleados se compararonen su acti­

vidad con malta, pectinol D y takadiastasa.

a) - CLARIFICACION DE JUGOS DE FRUTÉÉ

El objeto del tratamiento consiste en obtener una bebida clara,
esteril y estable, que retenga el valor alimenticio y las propie­

dades organolópticas de la fruta fresca de la que proceden.

Para tales fines se aplican en la industria productos ricos en enzimas

pectinoliticas, sustancias clarificantes de acción mecánicay enzimas

“clarificantes”, de acción compleja, pero cuyo efecto final es prove;

car una mayor velocidad de filtración y obtener un DPOÓUCÉOmás limpi­
do.

Es con estos motivos que se usa la malta (a veces con.mu3 poco éxito),

////
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y diversos productos enzimáticos elaborados con Aspergillus ïi¿er, Fla­

vus Orizae, Tamarii, 0to., y con Penicillium y RhizopuS.

Las patentes norteamericanas para el uso de tales productos son de los

años 1921;, 1950 y 1935. Las german-nasson de 1957, utilizando Aspergillus.
(ver Tauber. EuzymeChemistry).

Parte egperimental

Se controló el aumentoen la velocidad de filtración y la acción clari­

ficante producidos en los jugos de frutas por los macerados enzimáticos

o por el afrecho enmohecido, determinando el tiempo y ln temperatura

más convenientes.

1C - Sobre jugo de uvas

Se empleó jugo de uvas preparado para producir vino, guardado en

heladera y sin ningún tratamiento previo:
Asoccto

Cantidad Caqtiind Actividad Relación Tiempo Temp. c.Fi1t. del fil­
E: wugo de enzima e la enzima Enzima de eu igual tr-do

Jugo acción tiempo

10* cc. Teatigo - - 1/2 h. 50° 30 muy turbi
l -. o100 cc. l cc. 5,2 ¿r/cc. 1:100 1/2 h. 50° 59 turcio

100 cc. lo W menos
2 r cc. 102100 l 2 h. 0° 6' turbioI

100 CC. 2 gr.0fre- I menoscho 9,6 gr/gr. 22100 1/2 h. 50° 66 turbio

A la temperature de 50° y con media Hora de maceración 103 results­

dos no Son satisfectorios. Se olserve que un aumeato ¿rnode de li­

quido enzinítico produce muy pequeño aumento de velocidad de fil­

tración, Sil clari?icar completümenteel jugo.

////
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Observaciones

La cantidad de liquido filtrado se determinó empleando embudosdel

mismotamaño, llenades de liquido hasta la misma altura al mismotiem­

po. El liquido filtrado se recogía en probetas graduadas vv se compara­

ba la velocidad de filtración y la limpidez respecto del testigo.

Se efectuó un segundo ensayo a 50° de temperatura, manteniendo durante

una hora la acción y filtrando después con la técnica indicada. Se em­

plearon diferentes concentraciones de macerados (expresados en cc.) y

de afrecho enmohecidoseco (expresados en gr.), con los siguientes re­

sultados:
Relación cc.filtrados

Cantidad Cantidad Actividad enzima_ en Aspecto del
de jugo de enzima de enzima jugo Eïegpo filtrado

100 cc. Testigo 55 'Muyturbio

200 cc. 2 gr. 9,6 12100 9h Casi limpido

too cc. 2 " 9,6 12200 98 Casi limpido

600 cc. 2 " 9,6 12500 9o Casi limpido

800 cc. 2 " 9,6 izuoo 83 Casi limpido

1000 cc. 2 " 9,6 1:500 80 Casi limpido

observaciones

No se observó aumento del poder reductor en los l’iquidos filtrados

respecto del liquido original, probados por el Fehling al ferricianurol
Esto hace suponer que la acción clar ficante se basa más en la destruc­

ción de proteinas y pectinas que en los almidones del jugo.

Counlusiones

Los liquidos maceradoezfel afrecho eumohecido actúan sobre los Jugos

////
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de uva disminuyendosu viscosidad y facilitando su clarifidación por
filtración.
Las mejores condiciones de tiempo y temperatura son l hora a 50°.

Conafrecho tipo Polidasa C, se lograba suficiente clarificación a

concentración 1: 500.

Los mismosresultados se mantienen en muestras de tres litros.

2° - ggprg_manzanas

Se usaron manzanas "cara sucia" j ndelicdiosa". Se exprimieron en

una prensa agregando agua destilada para que fuera pasando todo
en forma de papilla, excepto 1a cáscara. El Jugo obtenido no da color

azul con el iodo, sino rojizo, lo que indica ausencia de almidón y
presencia de dextrinas.

Se emplearon liquidos de maceración de poder amilolitico 5,2 y afre­
cho tipo Polidasa de poder 956, haciéndolos actuar a temperatura am;

biente (20°-253 durante tiempo variable:

Cantidad Tiempo cc.filtrad.
enzigg_<_ en tiempo Aspecto Observaciones

100 cc. Testigo l h. 50 turbio No Se lee a
‘ través

100 cc. 1 cc. l h. 80 menos tur- Se alcanza a
bio leer a través

del tubo

100 l cc. 2h hs. 91 Limpido Se lee perfec­
tamente

500 l gr. l “ 77 menos tur Se alcanza abio leer a través
del tubo

500 lgr. 2h " 88 límpido Se lee perfec­
tamente

////



5° ­ Sobre naranífls_—.——_—-———J—-—

. a 1). o . O'tSo usó Jugo de naranJas OOtenldo por expre31oa.

Se ensayqron distintas CORCOfltrhOíOHGSy tiempos a 003 temperatu­

ras: lOS eHSnyos en 2h horas a temperatura ambiente (20-253, y los eq­

sayos en una hora a 50°.

Cantidad Cantidad
de jugo enziqg‘_ Tiemoo Temger. cc.fiLtg¿ Asoecto Observacio­

nes

100 Testigo 1 h. 50° 58 turbio no se leo

100 0,5 cc. 1 " 50° 9h menos tur
bio se lee mal

100 h cc. l " 50° 96 menos tur
bio se lee mal

100 h cc. 2h " amb. 96 casi limp. se lee me­
jor

100 1 gr. 1 " 50° 95 menos tur
bio se lee me­

jor
100 l rr. 2h “ amb. 96 casi limp. se lee me­

jor
500 1 gr. 2h " amb. 9h menos tur se lee po­

bio co

500 l gr. 2h " amb. 91 menos tur se lee mal
bio

Conclggjones

Las muestras de Jugo de naranja probadas no se clarifican bien con el

afrecho tipo Polidasa C ni con los macerados enzimátícos.

h° - Sobre uzos de frutas elaborados industrialmente. e

Se efectuaron ensayos con jugos de frutas producidas en unn fábwi­

ca y facilitados gentilmente en el momentoadecuado qe fabr1CQ-n

ción.

Se probó primero durante una hora a 50°.

/////
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Observaciones
Jugo de Cantidad Enzima cc.filtr.

en tigggg Aspecto

iruela 100 cc. Testigo 50 turbio

“ 100 cc, l cc. 20 más limpido

“ 500 cc. l gr. 35 más limpido

'anzana 100 cc. Testigo 55 turbio

" 100 cc. 1 cc. 55 más limpido

" 500 cc. 1 gr. A1 más limpido

rambuesa 100 cc. Testigo 52 turbio

“ 100 cc. l cc. 52 menos turbio

" 300 cc. l gr. 55 más limpido

embrillo 100 cc. Testigo 52 turbio

“ 100 cc. l cc. 55 menos turbio

" 500 cc. l gr. 58 más limpido

1’10

SG

se

1'10

se

SG

no

SG

SG

no

SG

86

se lee a través

lee a través

lee a través

se lee

lee

lee

se lee

lee poco

lee

se lee

lee poco
lee

De acuerdo a estos resultados se ensayó con mayor cantidad de liquido

y durante 2h horas a temperatura ambiente (20°- 25°). Estas condicio­

nes son las adecuadas para el trabajo industrial, donde se dejan'los

jugos a los que se les ha agregado las enzimas, de un dia para el otro

a la temperatura ambiente, antes de filtrar.

Jugo de Cantidad Enaiïg_

Siruela 500 cc. 5 cc.

" 500 cc. l gr.

Manzana 500 cc. 5 cc.

" 500 cc. l gr.

Frambuesa 500 cc. 5 cc.

" 500 cc. 1 gr.

Membrillo 500 cc. 5 cc.

" 500 cc. l gr.

Aspecto Observaciones

limpido Se lee perfectamente

limpido Se lee perfectamente

menos limp. Se lee

menos limp. ,Se lee

lihpido Se lee bien

limpido Se lee bien

limpido Se lee perfectamente

limpido Se lee perfectamente

/7//
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Tanto los macerados comoel afrecho tipo Polidasa C actúan bien

comoclarificantes de jugos de ciruela, frambuesa y membrillo, y al­

go menos eficazmente sobre jugo de manzana.

5° Ensayos cquarativos con Pectinol D.

Se consiguió obtener en el mercado una pequeña muestra de Pectinol

D, empleado especialmente comoclarificante de Jugos de frutas.

Se efectuaron con él ensayos comparativos, preparando una solución al
1%y empleando 100 cc. de jugo para cada ensayo, agregando distintas

cantidades y dejando 1/2 hora a 50°.

Los resultados obtenidos se indican en los siguientes cuadros:

a) - Jugo de ciruela

Macerado Pectinol D Agpecto del filtrado

2 cc, - Menos turbio

h cc. - Limpido

- 2 cc. Casi limpido

' — h cc. Limpido

Resultado

Se necesita doble cantidad de liquido de maceración que de Pectinol
D al 1%. - Ambosresultaron eficaces.

b) - Jugo de manzana

Macerado Pectinol D Aspecto del filtrado

2 cc. - Menos turbio
h cc. p Casi limpido
5.oc. - Limpido
r 2 cc. Turbio y más oscuro
n h cc. Turbio y más oscuro
- _ 5 cc. Turbio y más oscuro

///



Resultado

El liquido de maceración es más eficaz que el Pectinol D para la cla­

rificación de jugo de manzana.

Este último oscurece los jugos, dejándolos

c) Jugo de frggpuesa

Macerado Pectinol D

2 cc. ­

h cc. ­

5 cc. ­
- 2 cc

- h cc.

- 5 cc.

Resultado

turbios o

Aspecto del filtrado

Menos turbio

Casi límpido

Límpido

Menos turbio

Casi limpido

Limpido

El liquido de maceración y el Pectinol D actúan conñigüal eficacia en

la clarificación de jugo de frambuesa.

d) Jugo de membrillo

Nacerado Pectinol¿gi
2 cc. ­

h cc. ­
- 2 cc.

— h cc.

- 5 cc.

Resultado

Aspecto del filtrado

Casi limpido

Limpido

MenOSturbio

Menos turbio

Más limpido

El liquido de maceración es mejor que el Pectinol D para la clarifi­

cación de jugo de membrillo. Este último es poco eficaz.

////
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Se probaron liquidos de maceración y afrechos enmohecidos preparados

comoPolidasa D para la clarificación de jugos de frutas. Resultan

eficaces para la mayoria de los jugos probados, en las condiciones

industriales de tiempo y temperatura.

La comparación dc los liquidos con solución al 1%de Pectinol D de­

muestra que ambostienen una eficacia semejante.

b) '- PURIFICACION DE LICORES PECTICOS

El uso de las frutas en la fabricación de pectinas exige que

se las emplee antes de su madurez, porque durante ésta se pro­

duce una considerable disminución de las mlsmas.

En ese momentolos frutos contienen también cantidades considerables

de almidones y sustancias proteicas, que resultan dificiles de sepa­

rar de las pectinas por métodos fisicos, y que es necesario hacerlo

pordue provocarian en los productos finales una turbidez indeseable.

En_la industria se emplean para tal fin preparados enzimáticos que

se hacen actuar sobre los licores pécticos durante un cierto tiempo.

Para probar la acción de los macerados enzimáticos y del afrecho tra­

tado comoPolidasa C se efectuaron ensayos comparativos con malta y
takadiastasa Parks Davis.

Se emplearon licores pécticos procedentes de fábrica y listos para
purificar y regulados o no en su pH.

Se probó unicamente la posibilidad de aplicación de los preparados

enzimáticos sin efectuar un control riguroso de las condiciones, por

cuanto no podiamos disponer de material en forma suficiente para ha­

cerlo en la forma en que se practica en la industria.

Parte experimental
/////



l° - Con macerados

Se tOmaronmuestras de licor péctico, que daba color azul con

el agua de iodo y se trataron con distintas cantidades de li­

quido de maceración a 58° de temperatura:

Licor Hacorado Reacción con sol. 0,01 N de 19

¿2 h. A5! 1 h. 12 horas

100 cc. 0,1 cc. azul azul azul violeta azulado

100 cc. 1,0 cc. azul azul azul incoloro

100 cc. 2,0 cc. azul azul azul incoloro

100 cc. 3,0 cc. azul víol. incol. incoloro

lOOcc. h,0 cc. incol. incol. íacol. incoloro

,2° - Con solución dc Takadlastasa P.D. al lg

Licor Takadiastasa Reacción con sol. 0,01 N de 12

1/2 h. Q5! l h. 12 horas

100 cc. 0,1 azul azul azul Violeta azulado

100 cc. 1,0 aïul azul azul iucoloro

100 cc. 2,0 azul azul azul incoloro
lOOcc. 5,0 azul azul azul incoloro

100 cc. L,C azul azul azul llCOlOTO

Conclusiones

1De loa aos casa os a1fieriores reza ta que los maceraúos enzgw‘fiícos.—J-l

resultaron maz activos gue la Takaüíastasa arkc Davis al 1%.

5 - Con ELPCCROtipo Polidaqa D y coa falta

Se empleó igual peco* de afrccïo y de malta (l gr.) sohñe 100VJ.

/////
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de licor péctico con los siguientes resultados:

haterial Reacción son sol. 0,01 N de Ip

10' 20‘ 50‘ - 50' 75' 1? hS.

frecho Violeta Violeta Violeta Violeta Violeta Violeta
azulado azulado azulado intenso rojizo claro

¿ Idem Idem Idem Violeta Violeta Violeta
' aZulado azulado azulado

Conclugiggeg_

El afrecho enmohecido tratado como Polidase C actúa en cantidades e­

quivalentes a la malta con efiCacia ligeramente mayor en la purifica­

ción de los licores pécticos.

La eliminación de los almidones es muy rópióa, mientras que la descom­

posición de las dextrinas es más lenta en las condiciones en que se

.trabajó. El afrecho tipo Polidasa C. descomponelas dextrieas mejor
que la malta.

El tratzaícnto con afrecho produce de inmediato un aclaramiento del

licor péctico. Se separan COnfacilidad los grumosy se filtre facil­

mente, obteniéndose un liquido limpido.

c) PFODUCCIOÑ DE ALCOHOL

5La intervención ce los Longos en la producción de alcohol etilico

tiene dos aspectos: el empleo de los mismos como encargados de

realizar la fermentación alcohólica (proceso Amylóprimitivo (100 y

101), o el aprovechan:ento de su poder sacarificante para obtener un

mosto fermentescible a partir de materiales ricos en almidón, que se
fermentan después con una levadura.

En este segundo caso se busca reemplazar el uso de la malt., que tie­

ne algunos inconvenientes, por preparados enzimáticos obtenidos a par­
/////
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Conclusioqgí_

L? producciáfn directa de alcohol por el hongo es pequeña en las coa­
diciOnes empleadas. El rendimiento calculado respecto de la cantidac

teórica de alcohol ¿ue debia producir es inferior al 6%.

d) - SACARIFÏCÁCIO“ DEL MAIZ

En lr industria del alcohol se tiende cada vez més al empleo de

efrccho enmohecidocono sustituto de la malta durante los proce­
sos de sacarificsción (78, 110).

Siguiendo la normatrazada, se cowtroló en ensayos de laboratorio la

Capacidad de las cepas de A. Orizac para la producción de un buen

maische de maiz, controlando su acción con un ensayo de fermentación.

Parte experimental

Los ensayos sc efectuaron sobre 100 gramos de maiz molido empleando

afrecho enmohecidode distintas procedencia y en concentraciones va­
riables:

fl afrecho
respecto Rendimiento de alcohol

Cultivo A¿Q¿_ del maiz Á%¿delteórico

21', 1h 95

2: 10 95

26 1h 92,8

26 lc 92,5

La técnica empleadaestá descrita en detalle en el trabajo de Roberta,
Laurcr, Stewart y ualetnn sobre sacarificación de trigo por amilasas

de hongos (110).

La cantidad de alcohol producida se determinó por el método indicado
////
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(102) previa dóstilación del líquido alcohólico producido.

'Conclusiones

E1 afrecho enmohecido con cepas de A. Orizae es un buen preparado

sacarificante para la obtención de mostos a base de maíz.
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