BIBLIOTECA CENTRAL LUIS F LELOIR

BibliOteca Digital BIBLIOTECA CENTRAL]EJLOIR

F c E N - U B A FACULTAD DE CIENCIAS EXACTAS Y NATURALES UBA

Tesis de Posgrado

Preparacion de enzimas del
Aspergillus Orizae y estudio de su
utilizacién industrial

Guagnini, Omar A.

1944

Tesis presentada para obtener el grado de Doctor en Quimica
de la Universidad de Buenos Aires

Este documento forma parte de la coleccién de tesis doctorales y de maestria de la Biblioteca
Central Dr. Luis Federico Leloir, disponible en digital.bl.fcen.uba.ar. Su utilizacién debe ser
acompafiada por la cita bibliogréfica con reconocimiento de la fuente.

This document is part of the doctoral theses collection of the Central Library Dr. Luis Federico
Leloir, available in digital.bl.fcen.uba.ar. It should be used accompanied by the corresponding
citation acknowledging the source.

Cita tipo APA:

Guagnini, Omar A.. (1944). Preparacion de enzimas del Aspergillus Orizae y estudio de su
utilizacién industrial. Facultad de Ciencias Exactas y Naturales. Universidad de Buenos Aires.
http://digital.bl.fcen.uba.ar/Download/Tesis/Tesis_0442_Guagnini.pdf

Cita tipo Chicago:

Guagnini, Omar A.. "Preparacioén de enzimas del Aspergillus Orizae y estudio de su utilizacion
industrial". Tesis de Doctor. Facultad de Ciencias Exactas y Naturales. Universidad de Buenos
Aires. 1944. http://digital.bl.fcen.uba.ar/Download/Tesis/Tesis_0442_Guagnini.pdf

UBA

Universidad de Buenos Aires

EXACTAS:

Facultad de Ciencias Exactas y Naturales

Direccidn: Biblioteca Central Dr. Luis F. Leloir, Facultad de Ciencias Exactas y Naturales, Universidad de Buenos Aires. Contacto: digital@bl.fcen.uba.ar

Intendente Giiiraldes 2160 - C1428EGA - Tel. (++54 +11) 4789-9293



http://digital.bl.fcen.uba.ar
http://digital.bl.fcen.uba.ar
http://digital.bl.fcen.uba.ar/Download/Tesis/Tesis_0442_Guagnini.pdf
http://digital.bl.fcen.uba.ar/Download/Tesis/Tesis_0442_Guagnini.pdf
mailto:digital@bl.fcen.uba.ar

o \%W%G/ /\Zﬂwém;%ma |

% 2 % 72%42//% YLk Ay

%M%@ Q/,//a 7

/W%'m W orrr

MW



Universidad Nacional de Buenos Aires

Facultad de Ciencias Exactas F{sicas y Naturales

PREPARACION DE ENZIMNAS DEL ASPERGILLUS ORIZAE

Y ESTUDIO DE SU UTILIZACION INDUSTRIAL

Omar A.Guagnini David Jacovkis

Tesis presentada para optar al grado de Doctor en Qufimica

Director de Tesis

Ingeniero Santos Soriano

Buenos Aires

1944



Frme Tonna

HOr -

i " T
cus facilitavon




PARTE GENERAL




INTRODCCGCTEON

Y
L P

La eleccidn de este tema de tesis fud 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 paifs, joven y con imperiosas necesidades industriales, es. campo pro=-
picio para el esfuerzo prédctico de sus hijos, y reclema la atencidn de sus
técnicos hacia problemas vitales para su economfa que= si bien han sido ya
resueltos hace tiempo en paises industrialmente méds evolucionados- esperan
atn solucidn entre nosotros,.

Orientados hacia la quimica industrial en ese momento, consideramos ante to-
do las posibilidades reales de la nacidbdn en cuanto a las grandes ramas de

la industria quimica.

En primer lugar, nuestra fuente primordial de riqueza deriva de la produccién
a grilola-ganadera, y por lo tanto toda industrie quimica que utilice tales
productos tiene asegurada una base de éxito.

En segundo lugar, la superproduccidn agrfcola origina constantemente crisis
econémicas que solo se pueden resolver diversificando la utilizacidn en el
pais de tales productos y creando asi nuevas industrias, independientes de
contingencias exteriores,

En tercer lugar, el hecho de no exlgir instalaciones complicadas ni costosas
permite colocar a las industrias de fermentacidn entre las de mds irmediata
organizacidn dentro de este campo.

La eleccibén de un tema de fermentaclédn ofrecfia ademds la posibilidad de ac-
tuar en un campo algo distinto al de la quimica propiasmente dicha, al par
que de las ramas industriales es la que mAs perspectivas tiene de desarrollo
tedrico y préctico.- Tedricamente, porque el estudio de las enzimas se ha

hecho imprescindible en todos los procesos en que intervienen seres vivos,
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y practicamente porque la forma en que se las aprovecha actualmente es muy
primitiva. E1 dfa que se puedan obtener puras en forma econdmica sufrirén

un cambio total los procesos industrlales en que se usan, reduciéndose a
simples operaciones unitarlas,

Desde comienzos de 1942, cuando iniciemos las consultas bibliogréficas, has=
ta fines de 194li, en que concluimos nuestra modesta labor, se han producido
algunos hechos qué consignamos con satisfacclédn porque confirman la exacti=-
tud de nuestro planteamiento.

En dicho lapso se han puesto de actualidad los temas de fermentacién en el
pafs, culminando con la creacidén de dos institutos nacionales, uno de ellos
orientado exclusivamente hacia la microbiologia industrial y el otrolinélu-
yendo secciones de Industrias de Fermentacidn.,

La importancia del tema se ha puesto de manifiesto en diversas publicacibnes,
especialmente en el andlisis sobre "La Industria Quimica Argentina®™ (ficha
112) preparado por la Armour Research Foundation, En el programa de investi=-
gaclones que incluye este informe ocupan un lugar de preferencia las gue se
refieren a fermentaciones destinadas al aprovechamiento de productos y sub-
productos agricolas,

También los Gltimos trabajos sobre enzimas industriales publicados en EE,.UU,
muestran claramente la tendencia cada més acentuada de transformar los pro-
ductos agricolas mediante procesos fermentativos,

Como justificativo final, debemos confesar que ﬁn.tema de realizacidn concre-
ta, cuyo éxito o fracaso se puede medir por el producto obtenido, nos parecid
preferible en esta primera prueba de nuestras fuerzas, a un tema més tedrico
y por lo tanto més adecuado para experimentadores avezados,

Por otra parte, si bien un tema puramente tedrico produce satisfacciones mds
amplias a los que lo encaran, sus resultados son de aplicacién menos irmedig-
ta entre nosotros, mientras que un tema practico es una contribuciédn més di-
recta al desarrollo de nuestra incipiente industrie quimica.

Del éxito de tales estudios depende 1la posibilidad de crear en un futuro cer-
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cano las bases reales para investlgaciones tedricas de mis vastos alcances.
Tal es nuestra sincera opinidn sobre este problema. Se podra no estar de
acuerdo con ella, vero tlene para nosotros la importancia de habernos servi-

do de guia en 1la realizacidn de este trabajo.
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ESTADO ACTUAL DEL PROBLENA

S1 bien algunos procesos fermentativos se utilizan desde la antlguedad, el
descubrimiento de los microorganismos que los producfasn se inicia a raiz de
la invencidn del microscopio, ocurrido por el afio 1600.

Fué el célebre boténico von Linné el primero que sostuvo= aungue sin pruebas-
que los procesos de fermentacldn eran el resultado de la actividad de micro-
organismos.,

Mucho tiempo después, en la primera mitad del siglo XIX, se llegd a estable-
cer que la elaboracidén del vino y de la cerveza tenfan por causa la actividad
de seres vivos,

Poco mds tarde, Luls Pasteur sentd las bases de la microbiologia con sus
trascendentales estudios, que destruyeron definitivamente la teoria de la ge-
neracidn espontéinea.

Traube, en 1858, expresd la opinidén de que la fermentacidén @e produce por la
a ccidn de una sustancia presente en las células de las levaduras. Surgib

as{ el concepto de enzima, que fié definitivamente aceptado despued de las
investigaciones de Miquel, Flscher y Buchner y de otros hombres de ciencila,
Recidn a fines del siglo pasado se comenzd a reconocer la importancia de los
hongos en diversos procesos fermentatlvos,

Fitz, en 1873, fué el primero en demostrar que se podfa producir alcohol por
un hongo, el Mucor lucedo.

La utilizacién industrial de estos microorganismos se inicid con el proceso
Am1l8 para la produccibén de alcohol, en el que intervinieron primero el Mu-
cor Roxil y luego varias especies de Rhizopus.

En los \ltimos afios del siglo pasado se comenzd a extender notablemente el
conocimiento y el empleo de los hongos. En 1891 Wehmer demostrd la produccidn
de dcido oxflico por el Asperglllus Niger, y dos afios mda tarde la de &cido
eftrico por citromyces. En 1902 Calmette prepard dcido gdllico a partir del

tanino por medio del llamado Asperglllus Gallomyces. Durante la primera gue-
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rra mundial se emplearon en Alemania microorganismos para la produccidn
de glicerina y de grasas,., En 1927 liay intenté desarrollar en EE.UU. la
produccidn de 4cido glucdnico por el mismo proceso y posteriormente se
prepararon proteinas y vitaminas por fermentacidn.

Paralelamente se desarrollaron las tentativas de separacidén de las enzimas
segregadas por los microorganismos y su utilizacién directa, independieunte
de los seres que las producen.

S1 bien la melta, primer preparado enz}mético, se viene utilizando desde
hace siglos, solo a comienzos del actual se iniciaron los trabajos para
la produccién industrial de enzimas.

Takamine, en 189l;, prepard por primera vez concentrados eunzimitico de
hongos ( A. Orizae) en escala industrial (U.S. Patent. 525.819,25), e in-
trodujo dos productos comerciales, la Takadlastasa y la Polizima, para la
dextrinificacidn del almiddn y el desaprestado de las fibras textiles,
Boidin y Effront fueron los primeros en produciarlas a partir de bacterlas
(B. Subtilis y B. Mesentericus, U.S. Patent. l. 227.37 ¥y 1.227.525) en
Mayo de 1917,

Numerosos preparados se elaboraron posteriormente con fines comerciales o
terapbduticos, y alin puramente cient{ficos. Pero en general, ninguno de e~
llos puede considerarse formado por enzimas puras.

La preparacién de enzimas cristalinas se logrd reciédn hace pocos afios, y
solo en escala de laboratorio. La ureasa fué la primera, lograda por
Summer en 1926, quien la catalogd como globulina. Northrop y Shermen als-
laron en 1931 la amilasa pancredtica y la sefialaron como protefna, aunque
Waldschmidt - Leitz y Reichel (Z. Phisiol.Chem. 20L, 197, 1932) afirmaron
que se puede separar de la parte protelca; sin embargo no parece convin-
‘cente el procedimiento que usaron para probarlo (ver Tauber, Enzime Che=
nlsth,,pﬁg. 18). Sherman y sus colaboradores comprobaron por un método
indireeto que las amllasas de la malta eran protefinas mostrando que la

pérdida de actividad era proporcionarles a una progresiva desnaturaliza=-

c1én., 1111/




6
La preparacidén de enzimas microbianas y su utilizacidn industrial es pués

un problema de este sigloe. Los productos comerciales que se venden como
preparados enziméticoé estdn 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 lfquidos donde han sido segrega-
das las enzimas, y mds o menos purificados posteriormente., Otras veces son
simplemente medios de cultivo sblidos de gran superficie (del tipo del a-
frecho o de céscaras de productos agricolas) bien emmohecidos y convenien=-
temente tratados para conservar el poder enzimitico 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 aplicacidn ha alcanzado
gran desarrollo en EE.UU.
El aislamiento de enzimas para su estudio cilent{fico puede prescindir de
algunas consideraciones econdmicas sobre costos de cultivo y alin sobre el
tiempo que demande su fabricacidn. Sin embargo, el andlisis de la biblio==
grafia nos ha mostrado que la mayor parte de las publicaciones sobre estos
temés, anteriores al afio 1925, se dedican a estudiar las propiedades de ex=
tractos enzimiticos muy heterogéneos e impuros, donde la reproducibillidad
de las experiencias es practicamente imposible para otro investigador que
quisiera controlar los trabajos.
Planteado en su aspecto'industrial, los factores de tilempo y costo de los
cultivos adquieren fundamental importancia, mientras que la pureza de los
extractos enzimdticos estd solo condicionada por factores econdmicos, ten-
diéndose a la obtenclédn de preparados de minimo costo y de méxima actividad,
Esta conviccldn orientd el plan de nuestro trabajo en la siguiente formas
1{~Es necesario resolver todos los problemas concretos de produccién
del material rico en enzimas en gran escala y en la forma mids caondmiea
posible, para asegurar su provisidn abundante en el momento necesario.

2°- Interesa hallar una derivacién industrial al meterial elaborado,
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.omo une contribucidn al desarrollo econdémico nacional,

3°; Hay que estudier criticamente los métodos de control de la actividad
le los preparados enzimdticos con los que se trabajar.

hé- Se estard recién entonces en condiciones de encarar algin problema
;ient{fico respecto de las enzimas microbianas,

Analicemos cada uno de estos puntos:

1°; La obtencidn de grandes cantidades de cultivo en forma industrial ha
yncontrado dos soluciones con los métodos de cultivo estdtico y dindmico.

En el primero se emplean bande jas de gran superficie y poca altura, don-
le se siembran los hongos en el medio de cultivo, manteniéndose luego en es-
;ufas incubadoras provistas de dispositivos para el control del crecimiento.

E1l segundo busca reducir el volumen de las instalaciones utilizando un
;ambor con gran cantidadd de medio de cultivo, satisfaciendo la demanda de
sx{geno del hongo mediasnte un sistema forzado de aireacidn, regulando la hu-
cedad y asegurando la homogeneidad del cultivo por la rotacidn del tambor.
Ambos sistemas tienen sus ventajas e inconvenientes desde el punto de vista
Industrial. Se trata en resumen de un problema de costos. Desde el punto de
rista tedrico, las conclusiones obtenidas con un sistema son aplicables al
>tro.

Jebieron estudiarse en este punto ios diversos factores que iInfluyen en la
velocidad de crecimiento por un lado y en la actividad enzimltica por el o=
sro, buscando las 8ptimas condiciones de produccibdn y actividad.

Son ellos temperatura, humedad, pH, aereacidn, tiempo, composicidn del sus-
trato, accidn de antisépticos y de metales tdxicos, etc.

Bl tratamiento de los cultivos obtenidos por cualquiera de los métodos ante-
riores para la extraccibdn de las enzimas que contiénen, exige el uso de apa=-
ratos industriales de destilacibdn para la recuperacidédn de disolventes, dOSG;
camiento de preclpltados a baja temperatura, centrifugacidn de grandes volli-

moncs 4e liquidos, etc. Tales posibllidades estaban fuera de nuestro alcan-
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ce, por lo que se planted el estudio finicamente en escala de laboratorio
vy semiindusprial.

2°. TLa eleccidn de una enzima microbiana industrialmente aplicable a
nuestro pals fud relativamente simple, ya que el hecho de no existir aqui
ninguna industria productora de enzimas microbianas nos permit{a preparar
cualquilera.

Se tratasba entonces de buscar alguna aplicable a industrias ya estable-
cldas y que actuara sobre materiass primas de abundante produccidén nacional,

Del conjunto de hongos conocidos como productores de enzimas elegimos
el Aspergillus Orizae por ser buen productor de amllasas, por haber sido
probado con 8xito en la industria, ya que existen varios preparados comer-
ciales utilizables en la produccién de alcohol por fermentacidn, en la pu-
rificaciédn de pectinas, clarificacibdn de jugos de frutas y del vino y en el’
desaprestado de tejidos, y por permitir la transformacidn util de productos
abhndantes en el pafs (mafz, trigo, etc.).

Contribuye a justificar nuestra eleccibdn el hecho de que en uno de los
institutos nacionales mencionados anteriormente se estd encarando actualmen-
te el problema de la produccidn de alcohol etf{lico por medio de este micro=-
organismo. .

%2°~ E1l estudio critico de los métodos de control de la actividad enzi-
mética, especialmente en cuanto a su poder amilolitico, resultd necesario
immedliatamente que comenzamos nuestro trabajo, porque a pesar de la varledad
de principios en que estén basados y a los estudios realizados sobre los mis-
mos, tuvieron ventajas e 1nconvenientes para cada una de las determinaciones
realizadas.

Fué asi que buena parte de nuestro tra bajo consistid en la repeticidn
de experiencias sucesivamente anuladas por el empleo de métodos de control
inndecuados. Por eso hemos tratado de ser lo més explicitos posivles on la
parte experimental, especificando claramente las condiciones de ciertos cone

troles y experiencias efectuadas,.
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,° - E1 conocimiento cient{fico de las enzimas, si bien ha reali-
zado progresos considerables, estd ain en sus comienzos en nuchos aspec-
tos.

El problema fundamental de los quimicos, la sf{ntesis, no ha sido resuel-
to para las enzimas y todavia aparece lejano para la mayorfia 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 alslamiento y estudio.
No queremos discutir la afirmacién hecha por algunos autores de que el
atraso en el estudio de las mismas haya derivado del empefio en mantener
la teorfa de que la constitucidn de las enzimas es la de une parte acti=-
va apoyada sobre un soporte proteico, teorfa que orientd las investiga=-
clones hacia el alslamliento de tal parte activa. Pero lo gque debemos re-
conocer es que la mayor parte de las comprobaciones sobre la composicidn
y aln sobre el comportamiento de las enzimas realizadas hasta hace veinte
afios son muy poco Gtiles desde el punto de vista cient{fico, por las im-
purezas que contenfan los extractos sobre los que trabajaban. Asi ocurre
'que unos autores sefialan una gran cantildad de enzimes en un microorganis-
mo por la accidn que ejercen los macerados de sus cultivos sobre un sus=-
trato determinado, mientras otros sostlenen = basados en los mismos he=-
chos =~ la heterogeneidad de la accidn de una sola enzima sobre dichos sus=
tratos,

El problema cient{fico del aislamiento, el estudio de la composicién 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 contribuird a crear las condiciones para que en

un futuro no le jano se puedan encarar tales investigaciones.,
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POSIBILIDADES TEORICAS Y PRACTICAS

Restringlido nuestro trabajo a las enzimas del Aspergillus Orizae, re-
sultaba ain as{ demasiado vasto por el gran mimero que es capaz de
producir dicho mieroorganismo, escapando a nuestros fines concretos

un control de‘todas ellas y de las posibilidades industrisles que pu-
dieran tener.

El Aspergillus Orlzae produce una extraordinarla cantidad de enzimas,
habiéndose sefialado méds de veinte, entre las cuales resultan abundan-
tes las carbohldrasas, especialmente las amilasas,

Este hongo tiene una tradicidn honrosa en la microbiologfa industrial,
Desdé hace mucho tlempo se lo emplea en los pailses orientales, sobre
todo en el Japdén, para fabricar bebidas alcoh8licas seme jantes a una
cerveza fuerte (saké) y salsas por fermentacidn de la soya, siendo su
industria de gran importancia econémica en dicho pais.,

Su introduccidn en los paises de raza blanca se debe a Taksmine, quien
traté de utilizarlo para producir alcohol potable, fracassndo por las
dificultades para eliminar el olor desagradable del producto., En cambio,‘
el empleo de sus enzimas amilolfticas para la sacarificacidédn de maisches:
o de almidones y para su aplicacién medicinal en forma de takadiastasa
se ha ido ampliando continuamente,

Su utilizacidédn es casi excluyente de otros materiales en la clarifica-
cidén de jugos de fruta y en la purificacidén 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 con menor eficacia - por=
que estéd basado en sus enzimas proteolfticas - en el depllado de los
cueros y en ciertas operaciones previas al curtido, en sustitucién de

extractos pancredticos como el Oropon. Se usa asimismo en el desapres-
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to de fibras textiles, en la preparacidén de "fondants", en la despro-
teinizaciédn del “latex", en la elaboracidén de glucosa técnica, etc.,
aunque no excluye los productos enzimadticos de otro origen.

Las emplias posibilidades de aplicacidn industrial de los cultivos de

A. Orizae nos obligd a restringir nuestros ensayos, dedicando especial
atencidén al grupo de enzimas segregadas en mayor abundancia y a su pro-
bable empleo en nuestra industria,- condiclionando todas las comprobacio-
nes teéricas a este mlsmo fin.

En base a ello, quedd definitivamente fijado nuestro campo de experimen-

tacibdn de la sigulente maneras

1°~ Obtener cepas de Aspergillus Orizae.
2°= Lograr un.material rico en enzimas amilolfticas a partir de
ellas,
3°~ Comprobar la posible presencia de otras enzimas en dicho mate-
rial y ensayar su utilizaciédn directa a esa concentracidn.
4°~ Estudiar las posibilidades industriales de tal material.
o

- Hacer ensayos preliminares sobre el aislamiento y utilizaciédn

de las enzimas purificadas,
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ATISLAMIENTO DI CEPAS Di ASPERGILLUS ORIZAE

El problema del aislamiento de cepas de A. Orizae en nuestro pais con
mirss a su aplicacidn industrial fué planteado por nosotros.

Esto nos creabea una gran responsabilidad ya que el fracaso de tal inten-
to, si bien no nos hubiera impedido efectuar el trabajo, habrfa dismi--
nuf{do la utilidad de los productos obtenidos, que dependerfan de cepas
conseguidas en el extranjero, generalmente con poca comodidad y sin nin-
guna seguridad en cuanto a eficacla.

No hemos encontrado datos bibliogrificos 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
alimentacién, planteamos la hipétesis de que debfan hallarse en cereales
y otros productos vegetales comunes entre nosotros.

Tal suposiciédn resulté correcta, pués hallamos A, Orizae en numerosos
granos y frutos, Posteriormente, por gentileza de nuestro compailero, el
Dr. Duprat, obtuvimos varias cepas de A. Orizae de la céleccién del
Northern Regional Research Laboratoire de Peorfa, EE,UU., cuyas propie-

dades pudimos comparar con las alsladas por nosotros,

Parte experimental

Se buscaron colonlas de hongos en una serie de productos vegetales, tra-
tando de reunir muestras de distintas regiones de la repiblica.

Se encontraron colonlas eni

10 muestras de trigo

10 " " nmeisz
8 " " cebada
5 " " avena
ly " " glpiste
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muestras de glrasol

" " manzana

" " 1imébn

" n

>

6

5

8 uva

) " " papa

3 " " centeno
2 " " arroz

2 " " maiz de Guinea
N " " pifia

6 " " naranja
L n " pera

2 " " frutilla
2 " " flores

Las colonias mis comunes resultaron pertenecer a los géneros Aspergi=
111, Penlcillium, Rhizopus y Mucor,

La técnica empleada fud la sigulentet

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 37°C y se esperd ol desarrollo de las colonlas, que se
produjo entre 2li y 60 horas.

8e hicleron entonces repiques de cada una de las colonias observadas en
cajas de Petri conteniendo medlo de Agar Czapek modificado por Dox y
Thom (ver su composicidn en el Capitulo "Medios de Cultivo")y se proce-
aié posteriormenfe al alslamlento de las distintas cepas, las que se
pasaron una vez puras a tubos contenlendo el mismo medlo,

El medlo de Czapek modificado se utilizd sistemdticamente para el ais-
lawleonto y sstudlo morfoldzico de las especles de hongo oblenidas, tew

niendo en cuenta gue los detos sobre la morfologzfa de los cultivos in-
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dicados por Thom ¥y Church para diferenciar las distintas especies de
Asvergilll fueron obtenidos a partlr de hongos crecidos en dicho medio.
(Ver Thom y Church, "“The Aspergilli", ficha W° 120 ).-

£l método de aislamiento descrito resultd el mids cdmodo y eficaz.

Se probd también lavar los materiales en estudio con agua destilada es=
teril y sembrar éstas suspensiones en cajas de Petri con Agar Czapek o
on caldos 1lfquidos, vero este sistema complicaba las operaciones y, si
bien aseguraba el crecimiento de mayor cantidad de esporas, dificultaba
considerzblemente el ailslamiento.

Con el m8todo aplicado se logrd aislar de los productos naturales antes
mencionados 115 cepas de hongos, de las cuales 52 resultaron pertenecer
al género Aspergillﬂ&,cuyas caracter{sticas describimos mis adelante,
Empleamos asimismo en nuestros ensayos 12 cepas de Aspergillﬂ%aislaaas
en materias fecales de nifios en el Instituto Hacional de la Nutricidn,

¥ que nos fueron cedldas gentilmente,
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SISTEMATICA :ICROBIOLOGICA

El estudio y clasificeciédn de las cepas de Aspergillus Orizae tenia
dos exigencias primordialest

1°- Poder establecer con seguridad que se trataba de dicho micro-
organismo.

2°= Hacerlo por un método de reconocimiento que fuera sencillo y
prictico para un trabajo de naturaleza industrial,
La sistemitica del género Aspergilli ha sido ampliamente tratada en el
1ibro de Thom y Church "The Aspergilli®.-~ Transcribimos a continuaciédn

1la descripcidn de dicho género.

"iiicello vegetativo compuesto por hifas ramificadas, septadas, incolo=-
"pas o vivamente coloreadas, y en unas pocas formas difusamente pardas
"on areas sumergidas, o produciendo costras o esclerotos pardos. Apa=-
"rato conidial desarrollado como tallos y cabezas a partir de cédlulas
"pbasales especializadas, alargadas y de paredes gruesas, produciendo
"conididforos como ramas aproximadamente perpendiculares al eje longis
"tudinal de la célula basal., Conidibforos septados o nbd, alirgéindose
"usualmente hacia arriba y ensanchandose en vesiculas fértiles elipti-
"cas, hemlesféricas o globosas, soportando células fértiles o esterig-
"mas, ya paralelos y agrupados en grupos terminales, ya radiales a par-
"$ir de toda la superficie. Los esterigmas ya sea en una sola serie,
“"ga como una serie primaria soportando cada una en su dpice un grupo
"de dos ohmés esterigmas secundarios. Los conidios varfan grandemente
"en color, tamafio, forma y detalle, estando separados de las extremida-
"des de los esterigmas por tabiques transversales (no producides por
"obrotacidén) y formando cadenas no ramificadas, dispuestas radialmente

"sobre cabezas globulares o empaquetadas en masas columnares (calip=
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"tradas).

"Peritecios hallados solo en ciertas especies, desconocidos en la mayo-
".{a, cleistochrpicos, de paredes delgadas, produciendo ascos y ascospo-
"rgs en unas pocas semanas. Esclerotos encontrados regularmente en algu-
"nas razas, ocasionalmente en otras, y ausentes en otras razas estrecha-
. Mnente relacionadas; comurmente globoaso subglobosos, compuestos de cé-
"lulas de paredes gruesas, evidentemente llenas de material de reserva,
"Jescritos por Brifeld (Bot.Stg. 3l; 265, 1876) para A. Niger, y por
"Dangecard como produciendo ascos despuds de un perfodo de reposo, pero

"tales ascos y ascosporas no han sido halladas por nosotros®,

Figura asimismo la descripciédn completa de la especle A. Orizae sin.
Eurotium Orizae Ahlb, (Ahlburg) Cohn (Cohn. F. Ueber Schimmelpilze als
Garnig serreger. Jahresb. Sches. Gesell, Vaterl.Cultur (188%) 61: 226,
Breslau 188);). Una descripcibédn incompleta de los organismos de sakd fué
publicada por Korschelt (Korschelt 0. Ueber Saké, das alkoholische
Getrank der Japaner. Dinglerts Polytecnisches Jour. 230,%3%0,1878), como
tomada de una carta del "Sr., Ahlburg". = Transcribimos la descripcién

dada en "The Aspergilli",

"La sigulente caracterizacidbn del cultivo §N° 113) se tomd de Thom y
"Church, Amer.Jour.Bot. 8.106.1921t Colonias en medio de Czapek se ox-
"tienden en superficie, con color amarillo verdoso pdlido (el verde va=
"riando del verde lima al verde clavelina) (Ridgway XXXI, 25" YG;Y),
"palideciendo pronto para dejar sombras pardo amarillentas. Esclerotos
"oscuros, producildos ocasionalmente, pocos y en grupos, liicelio y agar
"ne oolored§gos; talos de 2 a varios milfmetros de longltud y entre z0
"y 25 micrones de didmetro. Cabezas grandes y pequefias en el mismo cul;

"tivo, predominantemente grandes, globosas y radiadas més bilen que ca=-

i
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"liptradas., Esterigmas més comurmente en una serie, ocasionalmente en
"30s series; esterigmas primarios mayores, de 8 a 12 por 5 micrones,
"geecundarios (cuando estén presentes) de 7 a 10 por 3 micrones. Coni-
"dios piriformes, incoloros o muy debilmente amarillos, con paredes
"tan espesas como para dejar hoyos circulares, alargados o espirifore-
"mes, produciendo un efecto aspero o equimilado cuando se mira con pe-
"gquefio aumento, variando de tamafio, predominantemente mayores que A,
"Flavus, 3 por 4 u, 4 por 5u, 5 por 6 u, 6 por 7T u y ocasionalmente

"5 g 6 por 8 a 10 micrones,

"Zikes (125) refiere la formacidédn de peritecio en estas especies, pe=-
"o su cultivo, enviado a nosotros (N° 1627) ha demostrado ser un miem-
"pbro del grupo A. glacuse. Bezsonof (126) también informa sobre perite-
"cio, pero sin datos que aseguren una discriminacién entre peritecios
"y esclerotos.

"iuchas cepas estrechamente parecidas a la N°113 han sido examinadas
"despuds, junto a formas manifiestamente relacionadas, pero divergentes
" en toros de color, en medidas y en efectos sobre los sustratos, Estas
“"descripciones diagndsticas servirén para situsr un organismo en la se-

"rie o grupo, pero no identificarén una cepa particular®,

La descripciones del género y del grupo son indispensables para la e=-
xacta clasificaciédn de una cepa, pero resultan demasiado extensas y
minmiciosas para una selccidn previa. Nas eficaces para tal fin son
las claves dadash por los mismos autores o por Lafar(H@)

Wosotros preferimos sin embargo separar en primer lugar dnicamente las
colonlas de color amarillo verdosos a verde oscuro, dejando de lado
las otras caracteristicas morfoldgicas,

Para la seleccidn psterior tuvimos en cuenta una propiedad fisiolégica

my interesante del A. Orizae: su capacidad de producir écido kéjico,-
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descubierto por Saito en 1907 en el micellio pulverizado de este hongo.
Yabuta, en 192); y Raistrick y colaboradores (que lo descubrisron in-
dependientemente de los anteriores en 1923) demostraron que solo unas
pocas especies de Aspergllli, cuando crecen en medio de Czapek, produ-
cen 4cido kdjico, reconocible por la coloracidn roja intensa que pro-
duce con solucidn de cloruro férrico. Son estas el A, flavus, A. Ori=-
zae y A. Temarri, (ver Smith, Ind.Mycology, 2a. ed. 19&2).-(@@

Nosotros aplicamos sistemdticamente esta reaccidn, eliminando las ce=
pas que daban reaccidn negativa,

De las cepas con reaccidn positiva de acido kdjico se pueden separar
después con relativa facilidad las pertenecientes a la especie A, ta-
marii porque, si bien el color de las colonias jbvenes es bastante pa-
recido al de las A, Flavus Ofizae, cuando enve jecen se oscurecen consi-
derablemente, pasando al marrédn oscuro. La observacidn microscépica

y la medicibn de las esporas elimina toda duda, pues las del A. tamarii
miden de 5 a 7, 5 micrones de didmetro, mientras las del A. Orizae so-
lo miden de 3,5 a 5 micrones,

En esta parte de nuestro trabajo nos resulté fundamental el asesora=--

miento del Ing. Soriano,

Parte experimental

De las cepas alsladas 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, incubandolas a 37° C durante una semana, Al cabo de este

tiempo se agregd sobre el borde de la colonia bilen desarrollada una
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gota de solucién de cloruro férrico al 10%. En caso de existir &cido
kéjico se desarrollaba en pocos segundos un color rojo, que variaba

del rosa fuerte al rojo sangre intenso,

Las cepas con reaccifn positiva de dcido kéjico se observaron al mi--
croscoplo, directamente sobre caja de Petri en cultives frescos, y se
clasificaron de acuerdo a las indicaciones de la clave de Thom y Church
empleando s8lo aquellas que respondfan a los caracteres morfoldgicos
del grupo Flavus=Orizae.,

Las cepas con reaccibdn negativa de dcido kbjico se ailslaron en tubos

de ensayo con agar Czapek para la coleccidn.

Conclusionss

1°~ Por primera vez en el pais se aislaron cepas de A.Orizae de
importancia industrial,

28- Tales cepas responden a las caracterfsticas sefialadas por
Dox y Thom para el grupo A. flavus-orizae,

3°- 51 método de aislamiento propuestos
a) Separacidn por el color de la colonia (verde claro a ver-

de oscuro) en medio de agar Czapek.,

) Reaccidn (1) del Acido k8jico. (1) positiva
¢) Observacidn microsc6pica ¥y medida de las esporas,

resulté eficaz para los fines de nuestro trabajos

i°~ Los ensayos industriales efectuados con hongos kéjico nega=-

tivos demostraron que no presentaban ventajas sobre los per-

tenecientes al grupo A. Flavus-~QOrizsae,
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MEDIOS DJs CULTIVOS EMPLEADOS

Para el aislamiento y el control de las propledades de las cepas de
hongos obtenidas se emplearon diversos medios de cultivo, cuya compo=
sicibn y método de preparacidn consignamos a continuacidn.

Medio de Czapek, modificedo por Dox y Thom?

SacarosSa eessesessssescs 30 gramos
NOZNGeossrsonnosnosonses 2 "
SO\ Mg crist see-asecsses 0,5 "
PO)HE seecovcsnssnancss 1 "
ClK eoseesssoscsssasnase 0,5 "
SOLFe cristesiessasasess 0,022 "
KEUS eevecsssccssaseceess hastsa lOOO_cc.
AGAT seeecssssesessssese 15 gramos,
Se disuelven todas las sales menos el fosfato en 500 cc. de agua. Se
agrega la sacarosa y se aglta hasta disoluciédn. En la otra mitad del
agua se disuelve el fosfato potdsico y se agrega a la solucién ante=
rior. Se afiaden 15 Bramos de agar y se lleva a ebﬁllici6n, agltando
constanhamente hasta disolucidn total, Se vierte en tubos de ensayos
que se tapan con algodén. Se esteriliza en autoclave %0 minutos a 1

vy l/? atm8sferas de presidn o con vapor a 1l00°C durante una hora por

dos o tres dfas consecutivos.

'Medio de Raulin.
Sacarosa eececscssocsse (0 gramos
Acido tartéricoesssesess Iy "
NBBNHh ...;............. Iy "
COZKD aeeccrscenaacnases 0,6 M

PObe (NHLI-)z o--ooacoono.oO,é "
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COZME seeersvnsossonsasans 0,i gramos
SO) (MHL) 2 seveeaecencsss 0,25 °
SOLZn crist eeeeeasesecass 0,07 7
SO|Fe crist ececessccccace 0,00 n
S102Kp sseecasescssassnaes 0,07 "

Agua destilada AR R hasta 1.500 CCoe

En la preparacién de este medio para nuestro uso hemos suprimido el
silicato de potasio por la dificultad de su disoluciédn,.

Medio de Reulin-Thom.

Este medio surgid de un error cometido por Thom y Church en la trans-
cripcién del medio original de Raulin en la edicién de 1926 de su
libro “"The Aspergilli", En ella omitieron el nitrato de amonio y lo
feemplazaron por tartrato de amonio, resultando un medio de cultlvo
muy interesante, de menor aclidez que el anterior, que tiene pH 2,9,
mientras éste tiene un pE préximo a h.;

La preparacidén de ambos medios es seme jantes

Se pulveriza el dcido tartérico y se disuelve en 500 cc, de agua ca=
liente, agregando luego el carbonato de magnesio. Una vez disuelto
se agrega el tartrato de amonlp (o el nitrato) y se agita hasta di-
solucibdn. A continuacidn se disuelve la sacarosa. Aparte se disuelve
el carbonato de potasio en 100 cc. de agua y se agrega a la solucidn
anterior. Los sulfaatos de amonlo, cinc y hierro se disuelven tam=
b1én separadamente y se agregan a la primera solucibdn. Por Gltimo

se disuelve el fosfato en 500 cc, de agua y se agrega a2l primero a=-

gltando constantemente. Se lleva & volumen y se esteriliza,

/117



22

Agar de mosto de malta

Malta m0lid2 eseceesesessene 250 gramos

Agua potable eesscessessesesl000 cCo

ABABT eecovenssecssesnscscses 20 gramos,
.Se prepard segin la técnica de Hennebergs
Se calienta el agua a 50°y se agrega la malta, manteniendo media ho-
ra a 5%, 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 reaccién
immediata con el 1odo, Se flltra por lienzo., Se hierve y filtra por
papel. Se enfria a 50°, se agrega clara de huevo y se calienta hasta
buena coagulacidn. Se agrega 20 gramos de agar, se funde a 100° y
se vuelve a filltrar repartiendo en tubos.esterilizados, Se esteriliza
por tindalizacidén 30 minutos diarios a 100° durante cuatro dfas,

Medio de Woltje modificado por uno de nosotros

Fuente hidrocarbonads eess.ee (D £ramos

80}, (NHL)2 seeececcescacecoss 20 "

SOl ME eeevevccccccennnccccns 2,5 "

POl HKS eeescsessccccncscases 5

AZua esesccessrcsecescsccnsnes 1000 cc.
Se disuelven los sulfetos de amonio y magnesio en la mitad del agua,
Se agrega el carbohidrato (sacarosa o glucosa) y se disuelve, Aparte
se disuelve el fosfato en 500 cce de agua, Se mezcla agitando. Se
agregan 4O ml., de HCl 2,5%, ajustendo la acidez hasta 0,03 N. de
Hel, Esta modificacidn previene la formacidn de precipitados que se

producenkon la composicién original y al mismo tiempo dismimuye el
pH del medio,

111/



23
Medlo de gelatlna

"

Gelatine "oro" eeeeeeees 150

AEU8 eeseescernscessecse L0000 CCo
Se corta la gelatina (calicdad comestible) en pequeiios trozos y se
cubren con agua, dejando en reposo durante la noche.-Se calienta la
masa hasta solucidn completa, se reparte en tubos y se esteriliza
por tindalizacidn durante 30 minutos durante 3 dfas consecutivos.

Nedlos con antisépticos

Se emplearon eépecialmente los medios de Czapek y de Raulin, agre--
gdndose una proporcidn variable de antiséptico, fenol, formol, A4ci-
do benzoico, Acido salic{lico, etc.

wedios de cultivo

Para los ensayos de cultivo en medio ldquido del tema IV se empled

ol medio basal sigulente (ficha 19)

100.gr. de carbohldrato
0,015-0,005 mol gr. de POLH2K
0,015-0,005 " " M Citrato de K
0,0l- 0,08 " " % fuente nitrogenada
2 gr sulfato de magnesio TH20
0,5 gr. de CL2Ca, 6H20
0,01 gr. de SOLFe, TH20 7y SOLZn, TH20
agua hasta 1 ligro. ficha 15
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COMPROBACIOI DI LA ACTIVIDAD ENZTUATICA DE
LAS CEPAS OBTEIDAS, ESPECIALMENTE CON RESPLCTO A LAS EN-
ZTIiAS ANMILOLITICAS.

Al encarar este punto de nuestro trabajo comprendimos la necesidad
de controlar criticamente los métodos de medicién de la actividad
amiloli{tica, y en menor escala la proteolftica, que se probd en el
producto comercial obtenido,

En efecto, los numerosos métodos existentes no son (tiles en todas
las oportunidades, y es necesarilo tener culdado en su empleo para no

caer en errores.

1° -« CONTROL D 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 précticas realizadas, separindolos de las conclusiones parti-
culares a que llegdbamos sobre las enzimas del A. Orizae, a fin de
dar mayor claridad a la exposicién,

Este control se reflere especialmente a los métodos de determinaciédn
de poder amilolftico, pero también figuran los proteolfticos, ensaya-

dos sobre los productos comerciales obtenidos.

a) METODOS AMILOLITICOS

Los métodos empleados para medir la actividad amilolf{tica se
pusden agrupar ens
1° Los que prueban la ausencia de almidédn., EY método clésico
es el de Wohlgemuth, modificado posteriormente de varias
maneras, que emplea como reactivo la solucidn de 1o0do.
2° Los que miden la pérdida de viscosidad de los engrudos de

almiddén. Entre ellos citamos el método de Waksman,
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%2°~ Los que determinan el poder reductor de los producﬁos de
hidr8lisis del almidén. A este grupo pertenece el clasico
método de Lintner.,

[4°- Los que dosan el alcohol producido por la fermentacidn to-
tal o parcial de los hidratos de carbono producidos por
hidr8lisis., Entre ellos se encuentra el descrito por
Ellis, Fulmer y Underkofler,

5°= Los que hacen la polarimetria de las soluciones de almi-
dén total o parcialmente digeridas.

6°~ Los que miden directamente el almidédn residual separado
por precipitacidén. Por ejemplo el método de Sherman y co=-
laboradores.

7°= Los gque aprovechan el poder reductor de los productos de
hidrdlisis sobre materiales distintos al Fehling, por
e jemplo la decoloracidn del azul de metileno.

El comportamiento de un mismo macerado enzimdtico probado por estos mé-
todos no es influenciado en forma similar por la variacidn de factores
como la temperatura, el pH, etc. Esto parecerfia probar la existencisa
de un comple jo enzimdtico amilolitico. Sin embargo, una demostracibdn de
tal hipdtesis exigird siempre en dltimo extremo el aislamiento de los
componentes de tal supuesto comple jo. De otro modo guedaria la duda de
sl se trata de una enzima sola, que actiia de diferente manera seglin la
naturaleza del sustrato, o si son dos o méds las que actdan, ya indepen-
diente, ya coordinadamente, en las descomposiciones que son capaces de
realizar,

El problema se complica mas alln porque el almiddn- cuya estructura no
estd bien determinada- produce sustancias que a su vez, Sin agtar to-

talmente aclaradas en cuanto a su proporcidn o estructura, son sucep-
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tivles de descomposicibdn hasta llsgar a maltosa y glucosa,.

Tratar de planear un método absoluto de medicién del poder enzimdtico
es inutil por el momento, porque hay todavia relacidn de interdepen-
Aencia entre los avances que se realizan en el conocimiento de los al-
midones de distintas procedenclas y el mecanismo de las acclones enzl-
méticas capaces de descomponerlos.

Aclarar las relaciores entre los métodos analfticos y el comportamien=
to de las enzimas requiriria un trabajo de naturaleza distinta =1 que
nos propusiﬁos. Se resolvid elegir para cada tipo de determinaciones
el método més adecuado, tratando en la parte de aplicaciones de que

fuera similar 2l control industrial que se empleasa

LIETODOS ELPLEADOS

1°- liodificaciones al método original de Lintner (87) utilizendo el

Fehling volimétrico segliin (15) (16).
Los ejecutsmos de la sigulente maneras
g2) =Socluciones necesarias.

Solucidn buffer de almiddn, Se pesan 20 gr. de almidén soluble

lierk, desecado en estufs, se suspenden en poca agua fria, se afiade
500 cc. de agua caliente ¥ se calientz hasta gue el 1{quido se a-
clere (no pasa de 75° la temperatura necesaria). Se enfris, se afia-
den las soluciones para regular el pH (acético-acetato de sodio)

en la cantidad necesaria parz uan p¥ de 5,2=- S5, en el caso que se
quiera trabajar al 8ptimo de actividad de la amilasa del A.0, Se

completa con sgua hasta un litro. Solucidn de enzima. Cuando se em-

pleaban los 1{auldos de maceracidn de afrechos ermohecidos, se tuvo
la precaucién de neutralizarlos con HCl., Cuando gse emplearon con-

centrados mucno més activos, se tomaron las cantidades adecuadas
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para tener siempre actividades del mismo orden, con lo cual se elil-
minaron los errores que provienen de cue la caatidad de a2lmiddn
hidrolizado no es directame-te proporcional a la cantidad de enzlima
existente, sobre todo cuando aumenta la concentracidn sobre cierto
1imite.

Cuando se realizaron los ensayos de accidn de electrolitos sobre la
actividad, se procurd medir la concentracidn total de sales de 1=
solucibén, diluyendo nars mantenerla por debajo de 5 por mil,

Cuando se trataba de comprobar la influencia de la inactivacidn por
el calor, en precipitados més o menos purificados, se disolvian en
12 misma solucidn enzimética inicial cuyo poder amilolf{tico se ha-
bfa destrufdo, para reproducir as{ las condiciones originales,

Para preparar la solucibdn enzimética a partir de precipitados o de
material sélido, salvo indicacidn expresa en otro sentido, se usaron
1{fqguidos de maceracidn cue no tenfszn poder amilolitico en vez de
usar agua destilada., La aparicidn de precipitados durante alguna de
estas operaciones (sobre todo en la neutralizacidn), era siempre se-
gulda de filtracidn. Igualmente, los macerados empleados eran ligui-
dos opalescentes, pero sin ninguna suspensidn, filtrados geaeralmen-
te con papel de poro fino, otras veces por centrifugacidn y en 4l=-

timo extremo con bujfa filtrante ayudando con pasta de papel.

Ejecucidn del método

Se miden 10C cc del almiddn preparado en un erlemmeyes de 250 cc.
Se mantiene en bafio de temperatura constante (X 0,05 °). Se afiade
la solucidén enzimitica mantenida también previamente a esa tempera-
tura y se van extrayendo muestras cada cierto tiempo, El 1{yuido

extraldo, generalmente 5 cc, se vierte en un tubo grande de ensayos

/17



20

28

conteniendo 1 cc de HaCH 0,25 M para detener la hidrdlisis, Se
enfris a la temperatura ambiente y se titule con licor de Fehling
standardizado ( 5 cc equivalen a 5 cc de solucidn 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 aplicd especlalmente para la deter=-

minacidén de la curva de actividad en funcién del tiempo, para lo
gue resulta particularmente aproplado, Igualmente se empled para
estudiar los aumentos de la acfividad enzimadtica por concentracién;
en este caso se tuvo la precaucidn de usar menores cantidades de
1{guido para gue la councentracidn en le solucidn de dmiddn fuera

Similar en todos los ensayos,

Método cldsico de Wohlgemuth (86) modificado por Takamine (jr)

(J. Blol, Chem, 192l;) ¥ con pequeiias alteraciones nuestrass

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

Se prepara ademés solucidén 0,.01N de 1odo.

Ejecucidn de la reaccidnt se prepara en una serie de tubos de ensa-

yos una dilucidn de la enzima. Generalmente conviene una progresidn
geométrica de razdn 1/2 tomendo 1 cc de agua destilada eun cada tu-
bo y afiadiendo al 1° un cc de la solucién de enzima, mezclando bien,
y pasando un cc al 2° tubo, de éste al 3° y asi sucesivamente. Se
aflade a cada tubo 5 cc de la solucidn de almiddén soluble y se lleva
al bafio de temperatura constante durante 30 minutos; al cabo de e-
se tlempo se sacan y enfrizn agregando rdpidamente 10 co do agun
destilada a 5 - 10° C a cada tubo. Luego 0,5 cc de solucién 0,0IN

de fodo, se mezcla bien y se anotan los colores obtenidos por com~-

paracidn con un testigo. /1]
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Observaciones: El método mide la mdxima dilucidn de enzima que es ca=-

paz de hidrolizar totalmente una cantidad fija de almiddén ( en cade
tubo hay 5 cent{gramos de almiddén) y al mismo tiempo los tubos anterio-
res, cuyas coloraciones dependen de las dextrinas producidas, dan una
idea aproximada de la cantidad de enzima que se necesita pars llevar

la hidrélisis hasta una etapa determinada,

El método resulta Gtil para comparar la accidn de un mismo preparado
enzimdtico sobre distintos dustratos; nosotros probamos habitualmente
sobre una soluciédn de almiddn de papas y sobre el almiddn soluble

¥erk o Poulenk; se puede poner asi de manifiesto la diferente sensibi-
1lidad de la enzima amilolfitica a la temperatura, seglin se pruebe sobre
almiddn soluble o de papas.

La sensibilidad del método es grande; en cambio su exactitud no permi-
te aprovecharlo directamente en clertos controles. En efecto, queda en
primer lugar la duda sobre cual es el Gltimo tubo en el gque no hay ac-
c¢ién hidrolitica, Para probarlo basta afiadir a un tubo gque no de colora=-
c1én con el 10d0 una cantidad de solucidén de almiddn que sea el 10% de
la empleadag el color obtenldo es tan intenso como si no hubilese habido
hidrélisis Si se toma cualquiera de los tubos anteriores, el poder a-
milol{tico expresado en grados Lintner por ej, va quedando dividido por
dos; por eso el método es util para comparar comportamientos diferencia-
les pero no para tituler. En cambio en las aplicaciones en que se buscea
la eliminacién total del almiddn, es mds Atil tomar el Gltimo tubo que
no da color azul con el iodo. Sin embargo, alin en este caso, la exacti-
tud estara comprendida entre los valores correspondisntes a los dos Ql-
timos tubos y serd menester hacer diluciones en progresién aritmética

de enzlma entre esos valores para tener un dato util,

Observaciones préacticas: son importantes algunos detalles; es imprescine
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dible emplear aguz destilada en las operaciones porque el color del
iodo desaparece a e8a concentracibédn con el agua corriente.
Cuando se trata de macerados muy impuros, los resultados tgmpoco son
segurds respecto de los tubos intermedios, donde hay decoloracibén muy
rédpida. Se puede evitar esto afladlendo otros 0,5 cc de I
En la literatura se omite muchas veces la concentracidn de la sgl.de
10do; esta concentracidén y el volumen a tomar fueron probados para
que no necesitara medirlos muy exactamente y para que las diferencilas
de coloraciédn 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 bafio; se elimina as{ la tarea en-
gorrosa de marcar los tubos, el peligro de roturas, etc,
El salto de concentracidén entre tubo y tubo es tan grande que resultan
despreclables los errores en el tiempo de acciébén, en la temperatura o
en la medicidn de volimenes. En cambio en las diluciones en progresién
aritmética, es necesario ser riguroso en los controles,
Las soluciones de almiddn se conservan bilen a la temperatura ambiente
siempre que no se contaminen con hongos. Cuando se usa pH muy 4cido
se precipita el almiddén, especialmente el soluble. La solucién- agi-
tada para poner en suspensidén el precipitado, no did errores al ser em-

pleada en algunos ensayos,

e

3° - Método de Waksmann. (6) modificado por gaﬁotrég

\"“» e
e et

Se prepara una solucidn al 2% de almiddn de patatas previamente
lavado, procediendo del modo descrito en el método de Wolghemuth. Se
prepara una serie de tubos con cantidades decrecientes de la solucidn
enzimitica como indica dicho método, y se agrega a cada LuUbO 5 ml.

de la solucidn de almiddn, prodediendo a continuacidn como en aquel,

Al final de la operacidn se determina la disminucidn de viscosidad de
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la solucidén de almiddn.

Para hacer mas visible la hidrdlisis del almiddn se prepara almiddén em-
bebido en una solucidn al 1% de rojo neutro, lavado repetidas veces con
agua destilada y desecado posteriormente, Al producirse la solubiliza-
cién del almiddén, se pone en libertad totalmente el colorante, aumentan-
do la intensidad del color rojo.

Este método se empled repetidas veces para determinar el poder amilo--
clistico por pérdida de viscosidad, sin haberlo podido adaptar a nues-

tras condiciones de trabajo

1°= Micrométodo para el reconocimiento cualitativo de enzimas, propuesto

P

por B.V. Sastri y M. Sreenivasaya (31).

Se mezcla una gota.de la solucidén a probar con una gota del reactivo es-
pecifico para la enzima en un microcrisol y se tapa immediatamente con
un vidrio de reloj para mantener la humedad, Se calienta durante trein-
ta minutos a la temperatura de accidén 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 resultd cémodo para ensayar las gotitas de lfgquido exddado
que aparecfan sobre las colonias de A. Orizae en medios de cultivo 1l{=-

quldos.

°aw M8todo cualitativo para seleccionar cepas con poder amilocldstico

Es el método aplicado en la parte inicial de nuestro trabajo y fué pla-
‘neado por uno de nosotros,

Consiste en utilizar como medio de cultivo una solucidn de almiddn al
5% mantenida a ebullicién durante 10 minutos, vErtiendo luego en cajas
de Petri. Se siembran las cepas y una vez crecidos se prueba la hidrd-

1isis del almiddn en la zona de crecimiento con la reaccidn del 1odo.
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6° = lidtodo industrial para la comprobacidn del poder sacarifante de

los proluctos obtenidos,

Se empled el método resumido por Ellis, Fulmer y Underkofer (57),
que expresa la actividad enzimdtica en funcidn del alcohol producido

por fermentacién del azdcar resultante de la hidrélisis del almidédn,

Conclusiones

1°- Los métodos de control del poder amilolf{tico no son e-
qulvalentes,

2°=~ Para separar cepas con poder amilolftico de las gue no
lo poseen resultd cémodo y eficaz el método propuesto por nosotros.

%3°= Para ensayos comparativos de actividades resultd préc-
tico el método de Wolghemuth modificado.

L°= Para determinar los valores de la actividad amilol{tica
se deben emplear métodos basados en la accidn del Fehiing, ya que los

datos de la bibliograf{a se dan generalmente en base a ellos,

Los métodos iadustriales de control son limitados. Sirven solo para el
ensayo particular que se estd realizando y es muy dificil referir sus

resultados a cualquier otro método.

b) METODOS PROTEOLIWICOS

Sobre las cepas seleccionadas en basc a su mayor poder amilolitico

se ensay$ la actividad proteolftica con los siguientes métodos,
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1°- Lidtodo cualitativo para la seleccidn de cppas

Adaptamos el método comin de determinacidén de poder licuante sobre
gelatina para la comprobacién de la accidn proteolitica de las cepas
ensayadas,

Se prepara medio de cultivo de gelatina al 12%. Se esteriliza y distri-
buye en tubos gue se disponen para siembras en estriaﬁ. Se siembran las
cepas a ensayar y se incuban a 37° en presencia de un testigo esteril,
A medida que crecen los cultivos se va comparando la gelificacidn del
medio con la del testigo.

. .

2°a Método de Hata (107) modificado /por ung,dﬁrnosdﬁfﬁ§\
.~ o :

o

Se prepara une solucidn de albiimina de huevo coagulada mezclando

bien una clara de huevo con li veces su volumen de agua. Se filtra por
lienzo. Se agrega agua mezclando bien hasta unos LOO cc. Se calienta
suavemente hasta unos 80° y se mantiene a esta temperatura, agitando
constantemente, hasta total coagulacidn de la albuimina. Se filtra nueva-
mente por lienzo,

Se disponen 5 cc. de solucibén de alblimina coagulada eun cada tubo de una
serie de cinco. Se agregan cantidedes crecientes de la solucidn de en=-
zima y se llevan a [j0°de temperatura durante 30 minutos. Se sacan y en-
frian los tubos y se observa por comparacidn con un testigo la clarifi-
cacidn sufrida por hidrédlisis de la albmina. Para hacer més clara la
hidrélisis de la albimina se agrega a cada tubo 2 ecc, de HCl al 25% y

se observa la coagulacibédn. E1 Gltimo tubo en gue no aparece codgulo in-

dica el poder proteolitico de la enzima,

3°= Método de Gross Fuld, discutido por von Bergmann y keyer (108)

Reactivost
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Soluciép de gaseina. Se pesa 0,1l gr. de casefna pura y se le agregan

5 cc. do OHNa N/10 y 25 cc. de agua destilada. Se lleva la mezcla a
ebullicibn, se enfria y lleva al pH deseado con HCl dilufdo. Entonces

se diluye a 100 cce.
Solucién alcohdlica de dcido acético: Se mezcla 1 cc. de dcido acdtico
glacial con 49 cc. de agué ¥ se agregan 50 cc. de alcohol al 96%.
Procedimiento,

En una serie de 10 tubos se agregan cantidades crecientes
de la solucibédn de enzima. Se llevan todos a l cc. de volumen con agua
destilada. Se agrega a cada tubo 2 cc. de la solucidn de caseina, Todas
las soluciones deben estar a 38°, Despued de mezclar se mauntienen 1 ho=-
ra a 38°, Se enfrfan y se agrega a cada tubo 6 gotas de solucibdn alco-

hélica de Acido acdtico., E1 tubo en el gue comienza la clarificscidn

63 la base pdra calcular la actividaed proteolitica,

L}°~ lidtodo de Willstatter y Waldschmidt-Leitz modificado por liacrae

(109) altergdo ligeramente por nosotros, reemplazando la timolf-

tale{na por fenoltalefna, que tiene un pH de viraje muy préximo.

Se toman 6 cc. de solucidn de gelatina al 10%. Se agregan 1,6 cc. de
citrato de sodio M/5 a pH 5,0 (con Acildo citrico) y se ajusta el pH
con trazas de acido acético N, Se calienta la mezcla a }j0° , Se agre=
ga la solucidn de enzima y se lleva todo a 10 cc. con agua destilada,
Se toman ahora 2 cc. se agregan 18 cc. de alcohol absoluto previamente
calentado a 50?- 60%. La gelatina precipita. Se agregan & gotas de fe-
nolftaleina (0,5% en alcohol) y se titula la mezcla con QHK N/20 di==
suelto en alcohol al 90% hasta aparicidn de color rojo. Durante la ti-

tulacidn debe agitarse constantemente, Despudd de 2l horas de digestidn
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a 1j0° , se toman otros 2 cc, y se titulan, El resultado se enota como
aumento de la acidez (consumo de OHK N/20 bor mil{gramo de enzima o

por cc. de solucidn de la misma.)

Conclusiones

1°= E1 método cualitativo resultd eficaz para determinar la
existencia de enzimas proteoliticas en las cepas ensayadas,

2°~ De los métodos cuantitativos, el {iltimo se empled en el
dosaje comparativo del poder proteol{tico, ya que no da resultados ab-
solutos,

%°= Los dos primeros métodos cuantitativos se usaron vara
conprovar la presencia o ausencia de enzimas pfoteoliticas que actuaran

sobre albimina o protefina,



1l - CONPROBACION DE EVZILAS EW EL ASPLRGILLUS ORIZAE

Al comenzar los ensayos sobre las cepas alsladas del grupo A. Flavus=-
Orizae se hizo necesario realizar algunos controles sobre la existencia
de enzimas en los mismos, su abundancia relativa y el momento adecuado
para aprovecharlas,

La literatura sobre las enzimas producldas por el A. Orizae es muy abun—g

dante., Hemos encontrado citadas 3l enzimas distintas.

1 amilasaof 18 4invertasa
2 amllasa F 19 1inulasa
3 sanidasa 20 1lipasa
i alcohoxidassa 21 1lactasa
5 catalasa 22 maltasa
6 citasa 23 nucleasa
7. celulasa 2ly pirofosfatasa
8 dipeptidasa 25 polipeptidasa
9 dextrinasa 26 peptasa
10 ereptasa 27 proteinasa
11 emulsina 28 sulfatasa
12 estearasa 29 pectinasa
13 fitasa 30 trfhalasa
1, fenolasa 31 pentdsanasa
15 fosfodiesterasa 32 tannasa
16 fosfomonoestearasa 3%  penina
17 glicerofosfatasa 3Ltripsina
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La éomprobacién de su presencia se hizo en todos los casos por la ac=
c16n que sobre distintos sustratos ejercian los 1lfquidos obtenidos por
maceracidén del micelio del hongo. No se cita en un solo caso el aisla=-
miento de alguna de ellas, Ademés, la mayor parte de las determinacio-
nes fueron cuelitativas.

Comprovar la presencia y reallizar 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 Gtiles,

Wos interesaban especialmente aquellas gque por su abundancia tuvieran
valor econdémico, pero ain as{ la seleccidén de las cepas debia hacerse
en base a una sola,

Dada la importancia que tienen las enzimas amiloliticas por sus aplica-
ciones practicas, se procedid a seleccionar las cepas disponibles, ex-
clusivamente en base a su poder amilolitico, y se estudid posteriormente

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

1° - Seleccidn de cepas con poder amilocldstico

Para seleccilonar groseramente cepas con poder amiloclédstico se em=

pled el método cualitativo planeado por uno de nosotross
Se prepara una solucidn 21 5% de almiddn de paﬁés, hirviendo hasta total
homogeneizacidn (bastan 10 minutos), Se vierte en cajas de Petri este-
rilizadas y una vez frfo el medio se siembran con las cepas en ensayo ¥y
tocando con la punta de un ansa de platino humedecldsa previamente en a-
gua estéril el cultivo bien esporulado y llevdndolo luego a la caja de
Petri, En una caja se pueden hacer comodamente veinte ensayos. Se ponen
on estufa a 37° Al cabo de 2l horas, sl se ha producildo crecimiento,

la colonla abarca una zona circular de un didmetro inferior al centf{me=
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tro. Se agrega con cuidado una rotita de solucidn /100 de Todo en
¢l centro de cada colonia, Los ¢ue poseen actividad amiloclastica dan
reaccidn negativa con el iodo, mientras que los que ro la tienen dan

el color azul caracteri{stica del ioduro de almiddn.

mjemplo de un ensayo:



M
O

Culiivo M° Resultado Observaciones
1 t 4 Aspergillus/£7h'
3 - A, *iger
6 - Pifia (Penicillium)
7 ¥ Pifia (infecciédn)
8 + Cebada (infeccidn)
11 + + Inst.Nutricidén 2661
1% tor " " 2856. A.
19 L Avena (A, 0,.)
20 + Avena (4, 0,)
21 toF Avena (A. 0.)
22 T+ Pera
23 ot Pera
2l o+ ¢ Pifia, X8iico positiva (A.0.)
25 + 4 Pifa, " " (A.0.)
26 + 4 Pifia. " " (A.0.)
%2 no crecid Naranja
Ls - Girasol., Kéjico =
L6 - Girasol, Kéjico muy lento.
50 4 Pera
51 + 4 Pera
5e + 4 Trigo con fenol
Sk + % Trigo " "
55 i 3 Trigo. K8jico lento.
58 - ¢ Trigo, " n
61 + Girasol W "
62 S Centeno. (A.0.)
65 =9 Centeno
n + 0+ - 4irroze K6jico positivo (4.0.)

7 L 4 Maiz
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Observacioncs

La gota de iodo no debe tocar el borde de las colonlas, donde hay al-
midén sin digerir,

Se puede extraer material con una pipeta del centro de la colonia y
hacer el control en una pledra de toque,

Bl ensayo debe efectuarse en el momento en que 1la licguefaccidn de 1la

capa de 21lmiddn ha llegado al fondo.

Conclusiones

1° B8 un métcdo cualitativo rédpido y cbdmodo parz separar
cepas con poder amilocldstico de las que no lo tienen.

2° Se probd sovre una coleccidn de cepas de distinto ori-
gen, separando las gue revelaban actividad amiloclAstica.,

3° La meyor parte de las cepas del grupo A. Flavus Qrizae
son productoras de enzimas amiloclésticas,

L° E1 método empleado no permite estatlecer gradaciones
en el poder amiloclistico, porque este es funcidn del crecifmiento y

de 1la esporulacidn, factores que no pueden uniformarse aqui,
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SNZINAS DEL 1iICELIO DEL A. ORIZAE

De las cepas de A. Orizae seleccionadas por su poder amiloclastico

se eligieron cuatro (nos. 2%,2L,61 y T4) v se sembraron soobre 500
gramos de medio de cultivo de afrecho de acuerdo a la técnica indus-
trial (ver capitulo correspondiente).

A las 2| horas, cuvando el micelio habfa invadido uniformemente la
superficie sin llegar ain a la esporulacidén, se extrajo toda la capa
superior, determindndose sobre una parte la humedad y destindndose

el resto a la sigulente serie de ensayos; que se efectuaron con cada
una de las cuatro cepas.

Se pesan 16 porcilones de 1 gramo de afrecho ermohecido, se colocan
en erlenmeyers de 125 cc, ¥ Se separan estos en dos grupos de ocho,
Al primer grupo se le agrece 20 cc., de soluciédn de diferentes susira=
tos, de acuerdo a la enzima ensayade,

Se hace lo mismo con el segundo grupo y se lleva a ebulliciédn 2 minu=-
tos,

Se agrega a todos los erlemmeyers 0,2 cc, de tolueno como conservador
y se incuban 2} horas a 37°C,

Al cabo de este tlempo se agrega a cada erlenmeyer de ambas series el
reactivo adecuado para el sustrato que contiene, para determinar los
productos de descomposicibdn resultantes de la accidn enzimitica sobre
dicho sustrato,

Previamente se lleve e pPH =7 por agregado de OHNa , ﬂ):

Damos 2 continuacidn un cuadro de 1los resultados obtenidoss
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Enzima
ensayada Sustrato Eeactivo Resultado
Lmilasa Almiddn al 2% Agzua de 1odo Fuertemente positiw
Amilasa Almiddén al 2% Reactivo de Feh-

ling " "
Tnvertasa Sacrrosa al 10% " noow " "
Maltasa lialtoss al 2% " oo Debilmente "
Lactasa Lactosa al 10% " "won " "
Glucosidasa Armigdaline al 2% Willstatter=

Waldschmidt=Leltz " "
Peptddasa Peptona el 2% 1étodo de Sorensen " "

Los cnscyos sobre los erlenmeyers Gue hebfan sido previamente sometidos a

ebullicidn dieron resultados negativos.

Conclvsiones:

1°~ En custro cepas de A. Orizse cultivadas sobre afrecho

y ermohecidas, pero sin esporular, se comprobd la vresencis de:
emilasas, invertasa, maltasa, lactasa, Jlvcosidase, proteinasa y peptida-
Sa.

2°=- Las cuatro cepas ensayadas dieron resultados similares,

3°=~ Las enzimas hidrolizantes de hidratos de carbono fueron
las predominantes.

LL°~ Los mismos ensayos se hicieron sobre cultivos en afre-

cho bien esvorulados, con iguales resultados.,
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Comprobacidn de enzimas amiloliticas en exudados de cultivos en me-

dio de Raulin.

La aparicidn de gotitas exudadas de cultivos viejos en medio de
Raulin nos 1llevdé a ensayar la presencia de enzimas amiloliticas en
los mismos.,
Se usbd el micrométodo de Sastril y Sreenivasaya de acuerdo a la si--
gulente técnicas
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 afiade 0,1 cc. de solucidn de almiddn al 1% prepa-
rado segin la técnica habituel y a pHm5,l; y se coloce dentro de una
caja de Petrl cue contiene un poco de agua. Se lleva media hora a es-
tufa a 37°. Al cabo de ese tiempo se afiade 0,1 cc. de solucidn 0,01
N de 1odo.
Se hizo una serie de ensayos empleando simulténeamente:
a) Liquido de exudado
b) Agua destilada
¢) Liguido de Raulin sobre el que crecid la cepa
d) Lfguido de exudado calentado a 90° C,
Las cuatro cepas probadas dieron los sigulentes resultadost
a) n° 231 Reaccidn de lodo negativa
n® 2hit Reaccidn de 10do negativa
n°® 61: Reaccidn de iodo de color rojizo claro,
n°® Tt Reaccidn de 1odo negativa
b) Reaccibdn positiva. Color azul con el 10do
¢) Reaccidn positiva. % "o

d) Reaccidn positiva, " n " n n
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Conclusionest

Se ha comprobado la presencia de amilasas en las goti-
tas de licuildo exudado gue aparecen en la superficie de colonias
viejas de A. Orizae en medios lfquidos,

La concentracidn de ests enzima en las gotitas es mucho mayor ¢ue
en el medio de cultivo,
Se puede considerar este resultado como una prueba de la existencia

de exoamilasas en el A. Orizae.
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CONDEEZIONES DE OPTIMA PRODUCCION Y ACTTVIDAD ENZIMATICA
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CONDICIOES DE OPTIkA PRODUCCION Y ACTIVIDAD ENZIMATICA

El planteamiento de este capitulo, considerado en general, no tiene
1fmites. En nuestro trabajo hemos eliminado aquellos controles que
no estuvieran directamente ligados a un aumento o disminucidn de 1la
cantidad de enzimas producidas, a las condiciones de maxime activi-
dad de 1las mlsmes y a determinar los limites dentro de los cuales

el manlpuleo de los cultivos no ofréclera riesgos de dismimuir su
utilidad industrial,

Hemos dividido este capitulo en dog partes, La primera que se refie=
re a las condiciones de 8ptima produccildn de enzimas, y ls segunda

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

utilidad préactica.

CONDICIONES D& OPTIMA PRODUCCION Di EIZTIKMAS

Podemos clasificar los controles efectuados de la sigulente maneras

a) Destinados a encontrar los alimentos (cantidad y calidad) méds fa-
vorables para el trabajo del hongo: humedad, proporcidén de carbo-

hidratos, medios naturales més econdmicos y sales minerales,
b) PFactores ambientales: temperatura, pi y tiempo de cultivo,

¢) Factdres adversos: esterilizacidn, antisépticos, toxicidad de los
metales de los recipientes, pérdida de actividad durante el tra-

bajoe.

d) Controles de tipo industrial, a fin de establecer las condiciones
mis econdémicas de elaboracidn, manipuleo y conservacién del pro-

ducto comercial elavorado.
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Todos ellos estuvieron destinados a y organizados para obtener 1la
midxima produccidén de enzimas amiloliticas, simplificar el proceso in-

dustrial y llevar al mi{rimo el costo del producto obtenido.

a) Controles sobre alimentos del A. Orizae

Las exigencias alimenticias del A. Orizae respecto de las fuentes
de carbono y nitrdgeno son minimas. Se conocen cientos de sustancias
que son capaces de utilizar los aspergillus (106). Era inutil, por lo
tanto, iniciar estudios sistemiticos sobre este problema.

Quedaba solamente por controlar la posible influencia de la cantidad
de algunas sustancias en la produccidn de la enzima., Esto tenfa so-
bre todo interés en los cultivos industriasles, debiéndose llegar al

que tuviera el rendimiento mas econdmico.

Parte experimental

Se hicieron cuatro series de ensayoss

1°~ Con diversos productos naturales, para elegir el mis econdmico.

2°~ Con afrecho mezclado con procentajes variables de almiddn.

3°-~ Con afrecho mezclado con cantidades variables de sales minera=-
les,

h°- Con afrecho mezclado con cantlidades variables de agua.

ler ensayo. Productos naturales

Se probaron los siguientes materiasles: trigo, maiz, harina de maiz,
avena, cebada, centeno, harina de trigo, afrecho, semitin, rebaci-
1lo, torta de girasol.

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

meyer de 125 cc. se agregaron a 5 cc. de HC1 0,35 Ny se esterilizaron
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a ly 1l/2 atmbsfera en autoclave durante media hora. Cada erlemmeyer
se inoculd con 1 cc. de suspensidn de esporas de cultivos de A. Ori-
zae bien esporulados y se llevaron a estufa a 37° Co

Se anotd el tiempo de desarrollo y esporulacidén de los cultivos y se
midid la actividad amilolftica con el Wohlgemuth sobre el macerado
obtenido con 50 cc. de agua destilada para cada erlemmeyer, mezclan-
do bien y dejando 2l horas a temperatura ambiente. Para prevenir pu-
trefacciones se empled 1 cc. de tolueno,

Cuando se hacf{an ensayos comparativos en un mismo medio se usd la
misma técnica de maceracidn, pero dejando solamente 1 hora en estu-

fa a 37° con revetids agltaciédn.

Conclusiones

1°~ La velocidad de crecimiento y esporulacidn alcanzd a
2 dfes en el afrecho, Todos los otros materiales exigfan un tiempo
mucho mas largo.

2°; La actividad enzimitica de los preparados por unidad de
peso del medio de cultivo resultd del orden de 10 a 20 gramos de al=-
middn hidrolizado por gramo de cultivo para el afrecho, siendo para

los cereales de 5 a 10 gramos por gramo cde cultivo.

QObservaciones

Expresamos la velocidad de crecimiento en funcidn del tiempo que ne-
cesita el hongo para 1nvadir completamente el medlo de cultivo, y 1la
velocidad de esporulacidn en funcibdn del tiempo que tarda en esporu-
lar en toda la superficie de cultivo,

El crecimiento y la espormlacién répida en el afrecho es una conao-
cuencia de lz enorme superficie de las céscaras que lo componen, 1las

que se encurvan durante la esterilizacidn .manteniéndose separadas
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entre s{ y permitiendo de esta manera el desarrollo de la mata de
micelio en toda la masa. .
En granos de cereales se forme una colonia en cada grano y se va
destruyendo el interior durante el crecimiento del hongo, resultando
un cultivo de desarrollo mds lento, menos uniforme, pero més compac-
to.
Bn los otros materiales probados el crecimiento era muy lento cuando

carec{an de almidones, por lo cual no nos parecild conveniente estu-

diarlos en forma especial procurando completar su composicidn.

2° ensayo. Accidn de carbohidratos.

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

de crecimiento del hongo con relacidn a los otros materiales, se rea-
lizaron andlisis del afrecho para su contenido en almiddn resultando
el promedio de 11% expresado en glucosa, segin el método del A,0.A.C.
Se hizo luego una serie de ensayos mezclandolo con cantidades varia-
bles de almiddn con los sigulentes resultados:

Poder ami-

Nimero 5 gr, afrecho mas: Crecimlento Esporula lolitico

del hongo cion (2)
1 - normal normal 10,54
2 1 gr. de 21lmiddn normal normal 9,12
3 2 " n " normel més lenta 8,05
N z " n n normal més lenta 6,90
5 y o " normal més lenta 6,12
6 1o » v n normal mids lenta 3,8l

(1) En todos los casos se completd el medio de cultive agregande

5 CCoe de HCl 0,5 I‘Io"
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(2) E1 poder amilolitico se expresa en gramos de almidén hidroliza=-
dos vor gramo de cultivo iniciel,
En la titulacidn del poder amilolitico se usbd§ el método de Lintner, a

PH 5:&-

Conclusiones

La cantidad de enzima no aumenta por el agregado de almidén al afre-
cho.

El afrecho es un medio econdmico de cultivo. Tiene ventaja sobre los
otros materiales probados en gue produce una masa homogéneamente ermo-
hecida en el menor tiempo. La actividad enzimadtica del afrecho emmohe-
cido, expresada en gramos de almilddén hidrolizados en 30 minutos a 37°
¥ a pH 5,&, por gramos de afrecho, es mayor que el resultante de los
otros medlos de cultivo.

No resultan ventajas particulares de la adicibén de almiddn al afrecho

conservéndose sensiblemente igual al poder amilolf{tico del materisl,

Para aclarar los resultados obtenidos en el ensayo anterior se efectue
ron una serie de controles destinados a establecer la disminucidn del
almidén agregado, en funcidn del crecimiento del hongo.

Se prepard medio de Raulin, se dividid en cinco partes, agregando a
cada una de ellas 0,5 %, 1%, 2%, 3%, v L% de almiddn soluble., Se pre-
paré un testigo con medio de Iaulin puro.

Sc distribureron en erlemmeyers de 250 cc. con 40 cc. de medio de cul=-
tivo. Se esterilizarvron a autoclave a 1 atm., durante 10 minutos. Se
probd luego la existencia de almiddn en 1 cc. del medio de cultivo,
eon 0,5 ml, de 1odo N/100, comparando con igualeg concentraciones de
almidén sin esterilizar, Los ensayos revelaroun solo una ligera hidréd-

lisis del almidén.
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Se sembraron los erlermeyers con la cepa n° 2l y se incubaron a
27°, Al cabo de 2 dfas las colonlas invadieron toda la superficile
del medlo de cultivo.

Se probd la presencia de almiddn extrayendo coan pipeta esteril 1 cc.

de solucidn de cada erlemmeyer y agregando 1 cc. de solucidn de ilo-
do N/ 100. La reaccidn positiva (eparicidn de color azul) probaba
la presencia de almidén.

Los resultados obtenldos fueron los sigulentes:

Tiempo de cultivos 2 dfas | dfas 6 dfas 8 dafas 10 afas 12 dfas
» de almiddn

0,5 + - - - - -
1,0 N N = - - -

g z = = =
° + +

240 t + + t B h

is0 ¥ ¥ ¥ + -
Conclusiones

En todos los casos se comprobd presencia de almiddn al llegar el

cultivo a la esporulacidn,

El almiddn va desapareciendo despuds de la esporulacidn del culti-

vo, ynen el orden de 9u§ concentraciones crecientes,

Parece desprenderse de lo anterior que el hongo, despuds de esporu-
lado, contimia destruyendo el almidén por medio de sus enzimas ami-
lolfticas.

Es inutil entonces pretender aumentar el rendimiento en enzimas a-

miloliticas aumentando la concentracidn del sustrabo sobre el (ue

4
actuan,
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%er, ensayo, Influencia de las sales minerales

El control de la influencia de las sales minerales soore la produc-
cibn de onzimas tiene un significado distinto al de la que podria

e jercer sl almiddn,

En efecto, las sales minerales intervienen seguramente en los meca-
nismos reguladores de las enzimas (activadores e inhibildores). Se
conoce su accidn sobre la smilasa pancredtica y podrfan intervenir

en la produccidn de las amllasas del A. Orizae,

Parte experlmental

Se hicieron varios andlisis de las sustancias minerales contenidas

en el afrecho, con los siguientes resultados:

Componentes Datos promedios
sotre base seca

P P, 1,00 %
K eecttosecsseacsnsnacne 0,58 "
- 0,02 "
FE eeenvenssasassonossnnse 0,01 "
FE senveesasssososnssssssse 0,005 "
ZT eeessecsescosssonnseans 0,0L "
C sesessscccnsorssasanacns 0,18 "
Cenizas t0t8168 4ivesnnenses 6,96 "
CU T AL eeeveooscoscssconsnca menos de 0,002 %

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

edicidn 190, y algunos colorimdtricos de "Oorganic Reagent in inor-

ganic analysis" de Prodinger.

Estos resultados indican la existencia de suficiente proporcidn de
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los componentes minerales fundamentales, y se confirmaron en los en-
sayos de crecimiento realizados en erlemmeyer para probar si se en-

contraban en forma aprovechable por el hongo.

Se realizaron ensayos agregando al afrecho comercial cantidades va-

riables de S0), (NHh) 5, FOLK>, NOzN, ClK, sin que se observaran mo-
dificaciones en el rendimiento econdmico de las enzimes amiloliticas

del A. Orizae,

Conclusiones

La composiciédn quimica de los afrechos comerciales del pafs los ha-
ce convenlentes por su riqueza en sales minerales como medio de cul-
tivo para el A. Orizae,

En ninguna de las cepas propadas se logrd acelerar la velocidad de
crecimiento con la modificacidédn de la composicidn del afrecho, En
algunas se produjo un retraso en el crecimiento y una disminucidn

en su poder enzimatico,

,° ensayo. Accidén del agua.

A fin de establecer los limites de concentracidn de agua en el afre-
cho mas convenientes para usarlo como medio de cultivo se hizo lo
sigulentets

En un vaso de precipitados de 1000 cc., se mezclaron intimamente 50
gramos de afrecho (expresado en base seca) y 50 cc. de HC1 0,3 N,
Se dividid en 20 partes de 5 gramos de mezcla cada una y se pasé a
erlemmeyers que se esterilizaron con la técnica habitual. Se divie
dieron en cuatro grupos de cinco erlemmeyers y se agregaron canbida=
des creclentes 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 répido crecimiento. (N° 2%, 24, 61 y T4). Los
resultados fueron similares para las cuatro cepas y se expresan

a continuacidbns
HUMEDAD 120,5% L1,6% 504 62,83  65,3% 70,1%

CULTIVO,..nO0 Crece crece crece crece crece crece
loentame. blen bien lento lento

Conclusiones

El 8ptimo de humeded estd 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 médxima produccidn de enzimas.

1°~ Control de la temperatura

Se realizd este control con el objeto de determinar la tempera-
tura éptima de crecimiento rdpido compatible con una buena pro-
duccidn de enzimas, a fin de emplear dicha temperatura en los

cultivos en escala industrial,
E1l problema se simplificd en la prictica debido a que se comprobd
que el momento de la esporulacidn es el que marca la méxima con=
centracidn de enzimas amilolfticas, Se buscd entonces establecer

nm ,
+ las condiciones gue provocaX la esporulacidn del modo mds rédpido

¥ completo.

Se estudid la influencia de la temperatura en dos medios de culti-

vo s8lidos, agar de Czapek y afrecho humedecido, por ser el prime-

v
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ro utilizado en el aislamiento y conservacidn de las cepas y ol se=-
gundo en los cultivos con vistas a la produccién de enzimas, no so-
lo en condiciones de laboratorio sino tembién en escala semi indus=-

triale.

a) Ensayos con medio de agar de Czapek

Para la observacidén comparativa de la conducta de las distintas
cepas ensayadas se definieron las variebles de la sigulente maneras

Velocidad de crecimiento: abarca el tiempo necesario para que las

colonias alcancen més de medio cent{metro de didmetro.

Iniclacidn de la esporulaciént es el momento en que comienza a ob=-

servarse a simple vista la aparicién de la coloracidn tipica de las
esporas en alguna zona de 1la colonia,

Fin de la esporulaciént es el momento en gue la coloracidn tipica

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

Reaccidn del Acido kbjico: se realiza agregando directamente sobre

un punto de la colonla una gota de solucién al 10% de cloruro férri-
co. La aparicidn de color rojo intenso indica la existencia de 4=
cido k6jico. Se establece una escala comparativa, seflalando con

el color mis intenso y de més rdpida aparicidn, Con.if)(*") yf)a
los que le siguen en sentido decreciente, siendo el primero menos
intenso, el segundo dudoso y el tercero negativo, ( Ver Cap. 1

’

sobre 4cido kbjico).

Parte experimental

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

*+ y t .- Se sembraron en cajas de Petri con rmedio de agar de

Czapek, y se incubaron a distintas temperaturas (20§ 30° , 35° ,

¥y 37°), controlando la velocidad de crecimiento y la iniciaciédn ¥
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Sepa N° 20° 25° %0° 250 370 Observaciones
Srecime iento iento més rédp. mas ‘rap. rapido ‘
Esporul ° dia °© gfa 3° dfa 2% 3° 1°g 2° pifia
Fin " e e " ﬁ° " Li°a 5° 3°3dfe  cabeza (a )
Crecim. lento -lento répido réipido ridpido liat.fecal
Esporul. °dfa L° dafa 3% L° 2°a 3° 2°a 3° amarillo
Pinp " °dia 5°d{a °dfa L°dfa L°dfa Kéjico +
C. lento -lento rédpido répido rédpido N°2856.0lor
B, h°afa L°afa  3°dia 2°g B° 2°a 3° desagr.Espor.
F.de E. L°a 6° i°a 5° 32°a L,° 3°g [|° 32°dfe  amarillo verd,
Ce lento lento répido répido rdpido pifia
E, Li° afs L° dfa 3°dia 3° d1a 299 3° %3jico +
F.de &, Ll°a 5° i°a 5° 3°g |,° 3% Ii° 3°d4a° intenso en
6 dfas
C. lento lento répido rapido rédpido Kéjicoten
ol Lodia Lh°dfs 2°a E° 2°d4a” 2°3d4a 2 dfas.Conid.
F.de E. l}°a 5° 1°a 5° 3°a L[®© 3% |;° 3°3d4a  1lisos.Cabe-
zas (h)
Ce lento -lento répildo répido répido avena
o %°dia L°aia E°a L° 2% 3° 2°a 3° Ccabeza (b)
F.de E. °d{a 5°d{a °dia L°aia L°dfa
C. lanto lento lento répido rdpido avena
E. Li°dfe J1°dia E°a °  3°34e 2% E° R&JIco int,
F. de E, L°a 5° L°a 5° [1°d1a 29 |;° 3°g [}° Esclerotos.
Ce lento lento lento répido rédpido Pifia 1l
E, L°dia ,°dfa E°a °©  2031¢ 3°d4a K8jico inten-
F.de E. L,°a 5° L°a 5° [°dfa 3°9 |° 3°3fe  so en L dias
c. lento rédpido ripido -ripido ~-répido U.S.A.Ing.
E. 1°ata °af= °d{a E°a ° a°a LL°® Sorisno.ll.8
F.de E. i°a 5° °dia °iia °3fa °3fa  Kojico=
C; lento lente répido répido rdpido Avena 19
E. L°ada 4°afa 2% 3° 2% 3° 2°dfa  Czapek AF
F. de E. L°a 5° i°a 5° 3°d{a 2°44e 2°d{a  K8jicoten 16
dias
C. lento lento 1lento rédpido rdpico Girasol
Ee 209 |;° E°a L° 2°a L}° 3°34a 2°a 3° Cazapek AF
F. de E. [l°a 5° °g 5° [°a 5° 3041, 3°3fa  Kéjico +
Co . lento lento rédpido réapido rdpido Trigo
E. °a L° an °© 3°d1ia 3°d4a 2° 3° KKE?EO int,
Py do E, 1°d1a °dfa  3°2 1}° 3°4 ||° 2°3fn  en )| Aiaa
C. lento lento répido répido répido Arroz
E. L°d1a li°dfa ﬁ°a °©  3°34a 2°3{a  K&jico +
P, de E. ,°a 5° Leaia °d{a 3°g ],° %2°g L}°
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Conclusiones

1°~ Sc ha controlado los limites Sptimos de temperatura pars un
crecirilento veloz y una esporulacidén abundante de 15 a 30
cepas de A.0. recogidas de muy diferentes fuentes y cultivadas en
medios de Czapek con y sin antisépticos,
2°~ Los resultados fueron muy uniformes, las diferencias de colo=-
racidén de los cultivos esporulados, variando del amarillo ca-

nario hasta un verde hoja o marrén miAs o menos oscuro, no corres-
pondiendo a diferencias notables en el comportamiento respecto de

los factores analizados,
3°~ En medio de agar= Czapelk la temperatura Sptima de iacubaciédn

resultd comprendida entre 35° y 37° , A 30° comlenza a dismi-

nuir la velocidad de crecimiento, hacidndose cada vez menor a medi-
da que disminuye la temperatura., a h0° el creclimiento resultaba

irregular para una misma cepa, aceleriandose unas veces y retrasan-~

dose otras.

b) Ensayos con afrecho

Se prepard el medio de cultivo en la forma habitual, con igual
cantidad de HC1l 0,3 N, Se distribuyd en erlemmeyers de 125 cc.
a razdn de h grahos de la mezcla en cada unoe. En otra serie de en-
gsayos se usaron erlemmeyers 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 esporulacidn, segura-
mente como sonsecuenclia de la mayor superficie del medio de culti;

VO .

Una serile de resultados se consignan en el cuadro siguiente:
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Cepa N° 20° 25° 30" 35° 37"

Coe lento lento répido ragido rédpido
5, 3-,°d4as 3-1,° dfas 3°dfas dias 1-3°d4as
F.de E. E Lo 3=L°8 3= 3° "

C. lento lento répido rédpido rapido
E. =, dias -li® dfas 3%3iad 2-E°d1as 2=3%°d4as
F.de E. -5° " -5° on Lo n z[o 0
Ce- lento lento rapido rapido rapido
E. a-h°d1as 3°34as 2=3°dias 5°d1as 2-3° dias
F.de E. " 3=lon 3=Lo " 30 3°

C. lento lento rapido rapido rapido
E. E-h dfas E-h°dias ﬁ°dias 2 dias 2-3 dias
F.de E, -5°d1as o n °n 30 m 30

Ce lento lento rapido rapido rédpido
E. -l1°dfas -Li°dfas  3°dfas 2-3 dias 2~ 3°d1as
F. de E. ° °c 3=l °" 3° 3°

C. lento lento rédpido répido réapldo
E. =}1°dfas =14°adf=s dias 3°d9as 2P34as
F.de E. -5°8 -5° " on LI 3.0 ®
Ce lento lento rapido rapido rapido
E. ~},°afas ~l;°dfas  3°dias °dfas 2=-%°d1as
F.de E. o 1} [ " 5_)4_0 L] on o n

Ce lento lento rapido rapido rapido‘
B, ~},°dfas %=l1°dias  3°dias 2=-3° dias 2=3° dias
F.de E, e Lo 3=L°n 3° 3°

Cs lento répido répido répido répido
E. B-h°dias E- °dfas °dias 30 dias 30 dias
F.de E. -5° " 1=5° " e n 3=p° " 3=L° "

Ce lento lento répido répido rapido
E. ~li°dfas -4°dfas 2-3°dfas 2-3°dfas 2° dfas
F. de E. o n ) n 3_ (<] -© " 30 L]

Co lento lento rédpido rédpido répido
E. a-h°d1as a-u°d1as 3°34as 2-B°dias 2-E°d1as
F.de E. o n o n 3_ o n g @ " =J,on
Ce lento lento répido rédpido rapido
E. z-h°dias - ,°dfas  3°d{as 2-3%° dias °d1as
F. de E, ° " ° " 3-L° " 30 3

Ce lento lento répido répido répido
o -1 ° dias -Lj®d4as 3°%34as %%afas a-’°aiun
Flde u. -5 D A S R
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Conclusiones

l°; El cultivo con afrecho, realizado en escala de laborato-
rio, tiene su Sptimo entre 30° y 37°, resultando acelerado respecto
del cultivo en agar-Czapek, a causa de su mayor superficie,

2°~ No hay ventaja en trabajar por encima de 37°, debido al
desecamienco ripido del cultivo que detiene su evolucidn ¥y a la inse-

guridad de los resultados obtenidos en las condiciones ensayadas.,

2° = Variaciones de pH

El estudio de la variacidn del pH del medio de cultivo
(afrecho més HCl 0,3 N), durante el crecimiento del hongo tenfs in-
terés para la conduccidn de los cultivos en escala industrial, funda-
mentalmente en lo que se reflere 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 pH compatible con
el crecimiento del A. Orizae, y en segundo lugar la variacidn del mis-

mo durante el desarrollo de los cultivos,

a2) Variacidn del pH durante el desarrollo

La técnica seguida fué la siguientes

Se mezclaron perfectamente 100 gramos de afrecho y 100 cc., de
HCl 0,5 N. Se pasaron 10 gramos de la mezcla a cada erlemmeyer de
250 cc., Obtenilendo asi{ 20 erlemmeyers.
Se tiltuld la acidez de este medio de cultivo tal cual, luego de este-
rilizado, durante el emmohecimiento, durante la esporulacidn y des=-
pués de esporulado,
Para la titulacibén directz por acidimetria se procedid asi:
Se agregaron 50 cc., de agua destilada y se dejd a 37%°durante 30 minu-

tos, después de mezclar bien. Se filtrd entonces al vacfo y se lavd
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cuatro veces con 10 cc. de agua destilada cada vez, Se pasd el filtra=-
do a una matraz aforado de 100 cc, ¥y se enrasd. Se tomaron 25 cc., Se

agregaron 25 cc. de agua destilada y 5 gotas de fenolftalelna y se ti-
tulé con OHNa N/10 hasta primera aparicidn de color rosado.

Tituledas las muestras por duplicado dieron los sigulentes resultados:

ml, de OHNa N/10 consumidos

Dias Muestra por 100 gramos de meterial
0 Testigo 188 ml,
0 Esterilizado 172
1 Ermohecido 176
3 Comienzo espors 0
Ly Esporulacidn 50
5 Fin esporul, Lo
13 Espor. viejo Ly
21 Espor. viejo L6
21 Testigo 18L

Se comprueba una disminucibn evidente de la acidez durante 1la esporula-

c1én del cultivo.

b) Limite de pH

Para determinar el 1limite de pH compatible con el desarrollo del
hongo se prepard una mezcla de partes iguales de afrecho y de solucién
de HC1 0,1N, 0,3N, O,L N y 0,5 N,

Estas mezclas se repartieron en !l series de 6 erlemmeyers cada uns, y
se efectuaron las mismas determinaciones que en el caso anterior, con

los siguientes resultados:
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Dias Muestra 0, 1 NﬁCl 0,3 N o,L N 0,5 N
0 Testigo 112 167 199 2L8 (1)
1l Ernmohecido 112 170 203 -

2 Comienzo Esporulacidn 100 115 182 -

L Fin Esporulacidn 36 56 75 -

8 Esporulados viejos 3l 5% 79 -

8 Testigo 108 16l 20l 2L3

(1) No crecid.

Los nimeros indicados en el cuadro son ml. de OHNa N/10 consumidos par
100 gramos de material,

La mezcla afrecho mds HCl 0,5 N fué sembrada tres veces consecutivas
sin lograr el desarrollo del hongo.

Se prepararon entonces nuevas mezclas de afrecho con HCL O,L Wy 0,5 N
controlando el pH con papel colorimétrico Eastmen Kodsak.

La mezcla con HCL O, N dié’un pH de 2,6, mientras gque la reelizada
con HC1 0,5 N 418 un pH de 1,8.-

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

acidimetria demuestra la presencia de buffers en el afrecho.

Conclusiones

1° = La esporulacién produce una evidente disminucidn de

la acidez total.

2° = Hay un pH 1limite para el desarrollo del hongo en medio
de afrecho. Se encuentra entre pH - 2,6 y pH- 1,8,

3%~ Para el tipo de afrecho comercial empleado, el hongo
se desarrolla sobre mezclas con HCl 0,L N. pero no lo hace sobre mez;

clas con HCl 0,5 N,

////



Variacidn de la acidez en funcién del tiempo

ml NaOH N/IO
por I0p gr
MR R T TR NN NI S M ] g (e viegd At
aNOE
ll‘r
Qe

Ago

N

L]

'Y

Wt

M

pL )

*\\
B ‘..—-—‘0,3 N
L EREE S
'\\. \\

\
\\
‘. b \
a “\
\ \
\ ’
% s orecio
—
R "
—¥
o— a L
cafas




¢) Control del tiempo

Se estudid la influencila del tiempo del cultivo sobre la produc=-
cidn de enzimas, tratando de determinar el momento méds propicio para
la extraccidn de las mismas y de comprobar si se destrufan posterior=-

mente.

Parte experimental

Se senbraron con cepa N° 2h erlemmeyers conteniendo mezcla de partes
ipuales de afrecho y HCl 0,3 N. Se incubaron dos series paralelas y
se determind la actividad enzimitica sobre macerados de cultivos du-
rante el emmohecimiento, la esporulacidn y el desecesmiento e los nis-
mos.

Cada erlemmeyer contenifa li gramos de mezcla y la maceracidn se efectua=
ba por agregado de lj0 cc. de agus destilada, se mezclaba blen y se de~
jaba a 37° durante una hora,

La actividad amilolitica se probd por el método de Wohlgemuth modifi-
cado, segin la técntca habitual,

En tres ensayos consecutivos y por duplicado se hallarou los siguien=-

tes resultadost

Dias Muestra Almidén soluble Almidén de papas
1 Ermohecido 2°rojo = 3°azul 1°rojo- 2%zul
2 Com,Esporul, 2%°ince = 3°azul 1%inc.~ 2°azul
3 Esporulado 2°ro0jo = lj%azul 2°inc.= L4°azul
I Fin esporul, 3°claro- L°azul L°viol.=5°azul
6 Esporl,vie jo 2°v301le- }%azul i°viole=5°azul
8 " n 2°vi0l,~ L%azul L°viol,-5%azul
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Conclusiones

El poder amiloclistico aumenta durante el crsecimiento del hongo llegando
2 un maximo al final de la esporulacidn y mantenidndose aproximadamente

constante desde entonces, ain sobre cultivos que se desecan en estufa a

37°.

El pgriafico sipuients expresa los resultados obtenidoss
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¢) PFactores adversos

En esta parte hemos inclufdo los factores que pueden complicar el
proceso de producclén de enzimas o dificultarlo seriamente, dismiauyen-

do la actividad de los cultivos obtenidos.

1°~ Control de 1la esterilizacidn

Se efectud este control buscaando la simplificacidn del método de
preparacidén de afrecho ermohecido.
Se ensayaron los siguientes procedimientos:
a) - Emplear afrecho tal cual adicionado de suficiente cantidad de
HECl  0,l} W para tener 50% de humedad y un pH préximo a 3,
El cultivo desarrolld simultaneasmente los microorganlismos Jue contiene
naturalmente y las esporas sembradas por nosotros. Se produce fermenta-
cibén alcohblica en algunos casos,
Resultd por lo taato inadecuado.
b) - Emplear afrecho mezclado coa igual pesos de HCl 0,3 N, calentando
después con vapor a 100° .
Este método regularizd el emmohecimiento y previno en el 80% de los en=
sayos cualquler otro desarrollo gque no fuera el de i;s A, Orizae sembra-
dos.
Presentd dos inconvenilentes en el trabajo de laboratorio: en primer lu-
gar no presenta ninguna economfa respecto del método definitivamente a-
doptado, y en segundo lugar los cultivos que se inutilizan representan
un porcentaje elevado.
Se comprobd que solo después de h5 minutos de tratamiento con vapor re-
sulﬁaba bien esterilizado el medio de cultivo,
¢c) - BEsterilizar en autoclave a 1 y 1/2 atmbsfera durante 30 minutos

las mezclas de partes iguales de afrecho y HCl 0,3 N,
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En estas condiciones quedaron eliminados los microorganismos conteni-
dos en el afrecho.
Las esterlizaciones realizadas a 1 y 1/2 atmdsfera durante 15 minutos

resultaron satisfactorlas en el 95% de los casos.

Conclusiones

Se comprobd la necesidad de esterilizar a 1 y 1/2 atmbésfera durante
30 minutos para eliminar las contaminaciones,
Los géneros mis comurmente hallados 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 variacidn o permanen=
cia del poder enzimidtico a2 través de una serie de repigues, a fin de
tener la seguridad de que los controles efectuados sobre cepas reite-
radamente replcadas eran comparables,

Se tomaron 10 cepas y se sembraron en agar de mosto de malta y en

agar Czapek. Se llevaron a estufa a 37° y una vez esporulados los cul=-

tivos se hicieron dos series de ensayosy *

a) Se repicaron sobre los dos medios citados, y cada repique se pasd
a erlemmeyer con afrecho preparado segiin la técnica habitual, Se

llevaron todos a 37° de temperatura, y sobre el cultivo crecido en

erlemmeyer se determind cada vez el poder smilolitico 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-

11{tico sobre cultivoes paralelos en afrecho de las cepes vucedlvameniy

repicadas. Se efectuaron asf{ 20 repigues en cuatro meses., Sobre los

cultivos paralelos se determind el poder amilolftico por el método de

Lintner modificado. /177
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Resultados y conclusiones

1° = TLos sucesivos replgues sobre agar mosto de malta y sobre
agar;Czapek no disminuyen el poder amilolitico de los cul=-
tivos,
2° - Lo mismo ocurre con los repiques sucesivos sobre afrecho,
3° = Cuando los cultivoswfepicar se habian dejado envejecer,
dismimifa la velocidad de crecimiento de las nuevas siem-
bras. Bastaron en todos los casos de 2 a 3 repiques de cultivos fres-

cos para que recuperaran su velocidad de crecimiento.

%2° = Toxicidad de los metales

Con el fin de controlar la influencla sobre el crecimiento del
hongo, de los metales de los recipientes con los que se trabaja-
rfa, se hicieron ensayos de cultivos en afrecho con recipientes de dis=-
tinta naturaleza,
Se suprimieron los ensayos con medio de cultivo liquido y con adiciébn
de sales de metales téxicos por no ser de interés especial para los
fines de nuestro trabajo,
Se usaron cacerolas de fundiciédn, de hierro enlozado, de cobre, de la=
tén, de hojalata y de aluminio,

En todas ellas el cultivo se desarrolld normalmente.

Conclusiones

Se pueden usar recipieuntes de cualquiera de los materiales ensayados,

por cuanto ninguno resultd nocivo para el desarrollo de las colonias

de A, Orizsae.,

J;° = Accibdn de antisépticos

El control de la accién de los antisédpticos tenfa por objeto tra-
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tar de evitar la esterilizacién del medio de cultivo.

Las contaminaciones més comunes halladas en los afrechos no esterili-
zados fueront levaduras, gue provocaban fermentaciédn alcohdlica; bac-
terias, que producian putrefacciones cuando habia exceso de humedad;

y mohos dlstintos al A. Oorizae (penicillum, mucores y otros Aspergi-
1lus) que competian con aguel en la invasién del medilo de cultivo,

La importancia del ensayo estriba en las ventajas que presentarfa in-
dustrialmente un medio resistente a2 las contaminaciones y que permitie-
ra por acostumbramiento el desarrollo de una cepa particular,

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

antisépticoss: fenol, acido bhAnzoico, Acido salici{lico y formol.,

Parte experimental

Se prepard medio de Czapek con y sin agar y se esterilizd con la téc-
nica habitual. A partes alicuotas del mismo se afiadid la cantidad de
antiséptico calculada y estando alin callente se reparti en tubos, ha-
clendo todas estas ope raciones en condiciones de asepsia,

Las concentraclones empleadas fuerons

Fenols 1:1000
1:2000

Formol: 122500
1:5000

Acido benzoico: 1l: %00
1: 600

Ac, salicflicos 1: %00
1l: 600

Se sembraroun 7 cepas seleccionadas en medio liguido y en agar extria

con los siguientes resultadosi
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Cepa N° Czapek liquido Agar de Czapek con

Fenol Fenol Formol Ac.benz. Ac.salic,

1:1000 132000

|
|
|
|

J

i

2h No crece Crece Crece No crece No crece No crece !
muy lento lento

2 5 n Li} n n n n n ] n ”n

3 6 " L] n ! n n n n n ]

6 1 " L] ! n ] L] n n n "

7,4_ ] n n ] n n n " ” n
A.Niger n " n n " " n n n n
Mucor " " n n " n n " " "

Se observa que el comportamiento de distintas cepas de A.,Orizae y de
dos cepas diferentes al A.0. tuvieron un comportamiento similar,

Habia la posibilidad de obtener el acostumbramiento del hbngo a can-
t1dades creclentes de fenol. Se hicieron entonces sucesivos repiques
de la cepa A,0. 2|} en agar-Czapek con fenol 131000, sembrando abundan=
temente de tubos bien esporulados.

Los cultivos se hicleron en cajas de Petri, El crecimiento es muy len=
to en el primer repique, tardando unos 20 dfas en cubrir la superfi-
cie del medio, sin llegar a la esporulacién.

El aspecto de las colonias es algo distinto. Son mé&s compactas, adop=
tando el micelio un aspecto de copos de algoddn.

Como resultado positivo se logré acelerar el crecimiento del hongo al
cabo de cinco repiques, 1legand$ a cubrir la superficle del medio en

10 dfas, y comenzando también antesAﬁﬁ'la esporulacidn.
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Repigus Tiempo en gue cubre la superficile
1 20 dfas
2 20 dlas
5 15 dias
L 12 dias
5 10 dlas
6 10 dafas

Simulténeamente fueron haciédndose determinaciones del poder amiloliti-
co sobre los reploues sembrados previamente en afrecho, aplicando el

método de Wohlgemuth a los macerados de los cultivos en este medio,

Repigue Poder amilolitico
1 8,40 (gr.almiddén por gr.afre
cho)
2 8,60
g, 8,00
n 8,35

Se hicieron también ensayos sobre afrecho en la forma sigulentes

Cepas Afrecho con

Fenol 1:1000 Fenol 12200 tal cual ECl 1:1000

A.0. 2 crece 2 dfas crece 2 dias 2 dias 2 dias
2 5 1 n 1] 1 " " n n n n
2 7 n n n )] " " 1] n n 1
77 n 1] 1t 1 " n " n n "
A, ‘L‘Tige r " an n n f " n 0 L] n
Hucop R n onw oo wooon
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No se aprecid una dismimuicidn en la velocidad de crecimiento para las

cepas sembradas en afrecho con fenol,

Conclusiones

L° - La velocidad de crecimiento en agar-Czapek con fe-
nol, si bien se acelera con suceslvos repiques, no alcanza a la de
los cultivos en el mismo medlo sin fenol.,.

2° - Parece exlistir la posibilidad de acostumbrar al fenol
las cepas de A. Orizae seleccionadas,

2° o E1l poder amilolftico se mantiene sensiblemente igual
en los cultivos de A. Orizae con fenol 1:1l000 sucesivamente repica-
dos .

,° = BEn 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 D- OPTINMA ACTIVIDAD ENZIMATICA

El control de las condiciones §ptimas para la actividad enzimitica so-
lo podrfa hacerse en forma rigurosa sobre enzimas purificadas.

Los concentrados enzimidticos obtenidos por nosotros estaban adn lejos
de ser puros, Decidimos por ello estudiar las condiciones de maxime
actividad amilolftica solo desde el punto de vista de las necesidades
industriales,

Por tal razdn los controles efectuados los hemos incorporado al capi-

tulo que trata de los ensayos de cultivo y actividad con fines de

aplicacidn practica.,
-.-
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T2
ENSAYOS DE CULTIVO Y DE ACTIVIDAD EN ESCALA DE LABORATORIO Y

SENI INDUSTRIAL COY FINES DE APLICACION PRACTICA

Bl pasaje de los cultivos de leboratorio a las condiciones semiindus-
triales o industriales depende de muchas circunétancias.

En primer 1ugar.se plantean problemas de manlpuleo de grandes cantida=
des de producto, para los cuales no son eficaces a veces los méfodos
estudiados en escala de laboratorio.

En segundo lugar existen modificaciones inesperadas en los rendimlen-
tos debido a las distintas condiclones en que se efectlla el trabajo.
Sin embargo encontremos relativamente pocas dificultades para lograr
un aumento de la produccidn de los materiales enmohecidos para fines
de aplicacidn industrial, gracias al hecho de que las cantidades nece-
sarias no eran muy grandes comparadas con las requeridas para los con-
troles de laboratorio, que yz hsbfamos realizado,

Tratidndose de afrecho ermohecido, pueden ser suficientes unos kilogra-
mos diarios de produccién.

Se planted esta parte del trabajo en funcién dél cultivo en medio 11-
quido y en medio sélido, y del aprovechamiento directo de los mismos

0 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,

1°=~ CULTIVO EN NMEDIO LIQUIDO

a) Velocidad de crecimiento?

Se ensaybé la velocidad de crecimiento de las cepas alsladas
sembrando sobre mosto de malta, medio de Raulin y medlo basal, conte=

nidos en frascos de un litro, con los sigulenbes resultadoss
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Tiempo necesario para

Cevna_ ¢ invadir la superficie Piempo de esporulecidn totol
2l 5 dias 6 a 7 adfas
25 5 dfas 6 a 7 dlas
36 5 dfas 6 a 7 aias
77 5 dias € a 7 dias

b) pH Sptimo en rfuncidn del carvoridrato empleado

Se empled el medio de Czapek licuido adidionado de distintos car-
tohidratos en cantidad igual a la prescripta de sacarosa, y se probd

el pH Sptimo para el crecimiento con los siguientes resvltados:

Carbolldratvos Sacarosa Glucosa Dextross Almiddn soluble
pH éptimo Ll-’)—f-;"h.vS I, L "'LL,B L‘.-),-! "!-?)'8 )4’5 'LE-’8

c) Rendimiento en funcidn del tiempo

Se estudid el rendiriento del micelio en funcidn del tiempo sem-
brando 1la cepa NH° 2l en medio basal con sacarosa, con los sigulentes

resultadoss

Dias Rendimiento econdmico
1 18,3
2 2li,0
y, 25,1
L 25455
5 23,5
6 20,0

51 rendiniovtoe scondmico es ol cociente del peso Cel micelio seco ob-
tenldo, multiplicando por 100, sobre el peso de azlcar consumido.

La cantidad residual de azlcar del medio se¢ tituld por sacarimetria
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con Fehling. El peso del micelio se determind filtrando toda la masa,
lavando 3% veces con agua destilada y pesando despuds de desecar haste

peso constante a 100° de temperatura,

d) Influencia de la cantidad de almiddn

Se ensayd el rendimiento de la cepa N° 2l crecida durante 7 dfas so-
bre medio basal adicionado de cantidades variables de almidbn, con los
siguilentes resultados?

Canticad de almiddni 1% 2% L% 8% 16%

Rendimiento econdémico: 19,3 18,8 23,2 24,0 18,1

e) Poder amilolitico

Sobre los cultivos del ensayo (a) se determind el poder amiloliti-
co extrayendo ls mata de micelio, escurriendo bien y poniéndola a ma-
cerar con agua destilada a [j0° durante 1 horai, titulando entonces con
el Yohlgenuth,

El poder amilolitico resultd sumamente escaso en las cuatro cepas pro=-

badas.

Conclusiones

Se estavlecieron algunas condiciones para el cultivo de las cepas de
A. Orizae en medios 1liguidos,

Su aprovechamiento industrial exige la extraccidn de la mata de mice=
lio, que exige 5 dfas para desarrollarse en tode la superficie.

La cantidad de enzimas segregadas al medio es muy pequefia para gue se
pueda aprovechar directamente en la industria, Exige la concentraciédn
del producto con el consigulente gasto,

El cultive on medio 144uido resultd pués desfavorable para una apllca=-
c1én industrial por las sigulenres razoness

1°~ Lentitud del crecimiento
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2° - Poca resistencia d las contaminaciones bacterianas.

3° = Bajo rendimiento de enzima por unidad de tiempo y por tnidad de
peso del cultivo.

li° = Dificultad de emplear directamente el medio con enzimas para pro-
ductos de alimentacidn (jugos de frutas, vino, etc.) a los cua=-

les quedaria incorporado.

5° - Mayor dificultad para conservar el producto fabricado.

6° - iayor costo del medio de cultivo,

-

2° - CULTIVO EY 1EDIO SOLIDO

Los métodos de cultivo en medios sblidos en escala semiindus-
trial e industrial ya fueron discutidos aateriormente.
Se eligld el procedimiento estitico porgue era el dnico gque se podfa
ap}icar directamente, ya gue no requerf{a instalsciones especiales y
mientras tanto organizdbamos el cultivo en tambor rotatorio.
Posteriormente dejdé de ser imprescindible el uso de este iltimo siste-
me, ya que el método estdtico resultd suficientemente satisfactorio
para los fines propuestos, El método dindmico tiene sobre aqusl la
ventaja de la limpieza del trabajo, pero requiere una atencidn mucho
mayor, la instalacidn de un sistema mecénico y de aparatos gue no es-
tdbamos en condiciones de obtener,
En un capitulo anterior se estudiaron los medios sdlidos naturales,
eligiéndose el afrecho por ser el mis econdmico y el de me jor rendi--
miento.
Con este material se hicieron una serie de tanteos, utilizando canti=-
dades progresivas de medio de cultivo y buscando los recipientes mis

cbmodos para la incubacidn.

Resuelto el problema anterior, se controld la accidén de la temperatu-
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Cultivos con afrecho en escala semiindustrial

1. Interior de un recipiente de hierro enlozado con una
parte de un cultivo de 500 gramos.

2. Trozo de afrecho enmohecido extrafdo del 1l,La zona cla-
ra estd totalmente esporulada.-
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ra, la cantidad de afrecho, de azucares fermentescibles y de agua so=-
bre los cultivos, asi como las contaminaciones que pudiera sufrir.
Sobre los cultivos obtenidos se determinaron las condiciones de deseca-
miento compatibles con la conservacidn del poder enzimdtico, y se fijd
el tiempo conveniente para obtener la maxima actividad amilolftica.
Como sintesis final de los controles anteriores se estudid la evolucidn

completa de un cultivo en escala semiindustrisl,

a) Ensayos sobre cantidades progresivas de medios de cultivo

Se hicieron los siguientes ensayost

1°~ En erlemmeyers de 125 cc.: 2 gr, afrecho y 2 cc. HC1 0,36 N,

2 50 " 10 2 " n 10 " 0 1] 1]
500 " 15_30 )] ll15_50 n | n
1000 " 50-100 " "co-100 " non

Una vez mezclado perfectamente el afrecho con la solucibén 4cida se es-
terilizaron 1/2 hora a 1 y 1/2 atmésferas. Se sembraron y llevaron a
estufa a 37° y se observd el crecimiento.

Para los tres primeros la invasidn del hongo en el afrecho es total,
En los erlemmeyers de 1000 cc. resultd total la invasibdn 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 invadlr la parte inferior del medio de cul-
tivo, y era necesario mezclar el material al dfa siguiente o a los 2
dfas, dando lugar asi a un producto no uniforme, porque hay dos ritmos
de crecimlento.

En todos los casos, el primer dfa se invade todo el medio y en el se=
gundo comienza la esporulacidén. Este material, mantenido en estufa o
a8l aire libre ge deseca esterilmente y sirve como material para Jlemm

bra de mayores cantidades de afrecho,
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2° = En distinfos recipientes sin tapar, empleando afrecho previa=-
mente esterilizado.

a) = En cédpsula de porcelana crece blen y con escasa proporcidn de
cultivos contaminados, siempre que se tome la precaucidn de

sembrar abundantemente con esporas la superficile del medio y guardar

luego en una caja de hojalatae.

En un dfa el hongo crece con un desarrollo tal de calor que la tempe=-

ratura del cultivo llega hasta li0°, y en dos dfas se completa el cfe=-

cimiento., No se necesita estufa,

b) = En balones de 500 cce. se 1llegd a cultivar con facilidad 50 gra=-
mos de afrecho sin contaminaciones, produciéndose tembién un

aumento automitico.de temperatura., Se empled este método para obtener

material para siembra de cultivos mayores,

¢c) = En frascos de vidrio de % litros de capacidad se cultivaron
200 a 300 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 1noculan abundantemente con afrecho esporulado y se guardan acostae-
dos en un sitio abrigado. En 2|} horas ermohece la capa superior hasta
5 cc. de profundidad. Con una varilla esteril se mezcla bien y en 2|
a h8.horas mis queda terminado el crecimiento., E1 desarrollo de calor
lleva la temperatura a lj0°, Se desecan rapidamente y los extractos se-
cos as{ obtenidos se conservan bien en heladera.
d) = Usando los mismos fracos pero llendndolos casi
completamente con el medio de cultivo y dispo-

niendo un sistema de aireacidn. E1l desarrollo resul-

t8 muy lento y no elcanzd a invadir toda la massa.

Se hizo necesario agltar repetidas veces y termind

por contamlnarse,
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e) = En cacerolas destapadas, de cinco litros de capaéidad, con
oo gr. de afrecho y L0O cc. de EC1 0,3 N,
Se siembra y coloca bajo campana . En un dfa hay /f,/C::\\\\
' N

invasidn de casi todc el espesor (8cm.) menos un ‘

cent{metro del fondo. Se mezcle perfectamente y

en el 2° dfa se produjo la esporulacidén en toda 1 7= 5

la superficie, completdndose en toda la masa du-
rants el %er dia, Hay gran desarrollo de calor
y destila mucha agua, que se condensa y gotea

por las paredes de la campana

b) Control,de temperatura

Dado el resultado satisfactorio de'este ensayo se preparon recl-
plentes enlozados conteniendo 200, L00, 600 y 800 gramos de afrechc
o iguales cantidades de HCl 0,3 N y se esterilizaron 1/2 hora a 1
y 1/2 atmbsferas, y se sembraron con 10% del peso de afrecho con
1gual material bien esporulado,
Se mezclaron bien y se llevaron a estufa a 255 30°, y 37°. Sin embar=
go a poco de iniciarse el desarrollo del cultivo (8 a 10 horas) el
desprendimiento de calor fué tal que resultd practicamente imposible
mantener la temperatura constante, subiendo ésta hasta Lj0°.
Esta circunstancia obligd a abandonar la estufa y emplear simplemente
grandes cajas de chapa de latdn para guardar los recipientes. En ve-
rano se Sembraba y se colocaban los tachos directamente en las cajas
de latdén. En invierno se ponfzan en estufa a 37° hasta iniclar el desa-
rrollo del cultivo paséndolos luego a las cajas de latdn colocadas en
uw rinedn abrigado del laboratorio,

La temperatura ascendf{a rédpidamente hasta 35° a [j0° y se mantenia

mientras se desarrollabas la colonia, dilsminuyendo paulatinamente a
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medida que se desecaba el cultivo,

¢c) Control de la cantidad de afrecho

La cantidad de afrecho es funcidn del tamaifio de los reciplentes

empleados, ya que lo cue interessa realmente para el desarrollo ho-
mogéneo del cultivo es el espesor de la capa. Los ensayos realizados
con este fin demostraron que hasta espesor de 8 cm. se lograeba la in-
vasidn total del medio por el hongo. Para espesores mayores el hongo

no lograba llegar al fondo del recipilente.

d) = Control de la cantidad de azicares fermentescibles

Se comprobd que el aumento del porcentaje de dichos azQicares pro=-
vocaba un aumento del tiempo necesario para la esporulacibdn., Si
WO cli
al mismo tiempo se va produclendo el desecamiento, Luede producirse
la esporulaciédn sin que se hublera agotado la provisién de alimentos
contenida en el afrecho.
Los resultados obtenlidos fueron seme jantes a los indicados en los me-
dio de cultivo liguidos. No resultd ventaja alguna del agregado de

azucares al medio de afrecho,

o) =« Control de la humedad

Se realizb sobre recipilentes con 500 gramos de afrecho con 10

a 12_% de humedad. Se agregaron cantidades variableg de HEL
0,5 N (20%, Lo%, 60%, 80% y 100% respecto del peso total), regulando
luego el pH a 2,5 = 3, Los mejores resultados se obtuvieron con L0 a

60% de agua.
Como la esterilizacidén se hace sobre los tachos destapados, hay un
aumento del contenido de agua en un 104, Al afa sigulente de sembra-

do se reduce nuevamente la humedad en un 10%, y sigue disminuyendo

/11/



lementos para obtener afrecho enmohecido

l.Trozo de afrecho enmohecido mostrando claramente la zona,
superficial invadida por el micelio.

2.Recipiente para cultivos con 500 gramos de afrecho.
3.Erlenmeyers con cultivos de 50,30 y 20 gramos respectiva-
mente de afrecho.

4
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luego aungue con mayor lentltud.

f) Control de las contaminaciones

Se estudilé para dos tipos de microorganismos: las bacterias y los

mohos ,

La acidificacidn del medio y el control de la humedad bastaron pa-
ra eliminar el ataque por bacterias, Si el afrecho tiene un pH mayor
de 3 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 usé en todos los casos como material de
siembra afrecho emmohecido en proporcidn de 10% del medio de cultivo,
Sin embargo, una vez esporulado el cultivo, muchas veces resulté in-
vadido por mucorsasles que se extgndian por la superflcie del afrecho.
Una esterilizacidén de las cajas, los recipientes y el local de traba-
jo, empleando una emulsidén de kerosene y agua, y un contralor mis ri-
guroso en el manipuleo del material, bastaron para eliminar las infec-
ciones, Debemos sefialar que el local de trabajo se destinaba exclu-

sivamente a producir cultivos de A. Orizae,

g) Influencia del método de desecamiento sobre el poder amilolitico

El afrecho emmohecido por el procedimiento de los tachos presenta

un grado de humedad elevado que es influfdo grandemente por el es=-
pesor de 1a,capa de afrecho, y por la humedad del ambiente. Esto
planted el problema de desecarlo en las condiciones mis convenientes
para la conservacién del poder amilolfitico, simplificando al mismo
tiempo dentro de lo posible el procedimiento de fabricacidn.

La conservacidn del afrecho emmohecido con el procedimiento de los

s
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erlenmmeyer no oresentd problemas porque se manbuvo la esterilidad
del medio contra las infecciones, y el desecamiento se cumplid sin
dificultad manteniéndolos en estufa a 37° £ el tiempo necesario.
En el procedimiento semiindustrial se traté de controlar las ventajas
existentes entre el desecemiento natural (a 15-25°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 dejé el afrecho emmohecido en uno de los tachos, tal cual se
lo preparara, durante un mes, E1l desecamliento al cabo de ese lapso no
fué total; la capa inferilor se mantuvo_hﬁmeda, con putrefaccién. La
capa superior se desecd pero sufrid el atague de mucorales,

E1l procedlmiento no resultd conveniente.

2° = Se extendid el afrecho emmohecido sobre papeles, en una habitacidn
ventllada pero sin corrientes de aire. Se obtuvo un desecamiento
rdpido aunque no total; el afrecho dejd una impresidn de frescura y hu-

medad al tacto. El producto obtenido se conservd bien durante meses,

%1l poder amilolftico calculado sobre el afrecho seco resultd sensible-
mente igual antes y despuds de desecado.
En el siguiente cuadro se han resumido algunos resultados, ottenidos

con diferentes cultivos de la cepa W° 2l de A. Orizae.
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tuestra T° Antes de desecar Después 42 desecado
m{tulo Hunedad T{tulo Humedad
3 8,17 58,6 8,L0 16,6
12 16,2 5li,3 15,81 13,4
1% 6,81 50. 6,39 15,6
16 15,h0 50 15,46 17
18 17,15 L6.0 17,0 16,0

%° Desecamiento forzado

a) En estufa a 100-105° C, Répidamente se obtuvo un afrecho se=-
co, guebradizo, fécll de pulverizar, Se probd su poder amilolfti-

co antes y después de desecado.

Muestra N° Antes de desecar Después de desecar
Humedad 7{tulo Humedad Tifulo
1 58,2 % 6,15 0,5 % 1,6
2 28,6 " 5,25 0,7 " 0,53
5 30,5 " 7,15 l,0 " 1,
Iy 55,6 " 8,16 0,9 " 0,96

b) En estufa, entre L0° y 60°

Kuestra N° Anbes de desecar Después de desecar
Humedad T{tulo Humedad T{tulo

1 58,2 %4 -6, 15 10,2 % 6,20

2 28,6 " 5,25 9yl ™ 5,16

3 30,5 " 7, 13 11,6 " 7530

h 55,6 " 8, 16 9,8 " 8,00

L4L°< Desecamiento y esporulacidn simultineos.
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Se erivlearon afrechos ermohecidos de 12 a %6 horas, gue no presentaban
sefinles de esporulacidn.
De acuerdo = los resultados anteriores se controld’sobre todo la tempe=

ratura. A 50° se obtuvieron los siguientes resultados:

Muestra N° Tiempo de Antes de desecar Despuds de desecar
cultivo Jumedad  Titulo y esporular
Humedad - T{tulo
1 18 ns. 60,2% 2,12 10,6 % 5560
2 2 " li5,0 % L,63 10,0 " 7:_83
3 56 " 5750 % 9,12 12,0 " 9,90

Las mismas muestras, dejidndolas esporular a %25° dan:

N°1: 9,96

N°e 21 8,3

N° 3¢ 9,32
Se comprueba que el desecamiento del afrecho debe hacerse a temperatura
inferior a L0°. A mayor temperatura hay disminuciédn del poder enzimi-
tico, gue se destruye totalmente cuando se aproxima e 100°.
Vo se obtuvo ventajas realizando la espcrulacidn y el desecamiento si-
multédneamente a 50°,
La necesidad de desecar el afrecho se puso de mahifiesto por la putre-

faccidn que se produci{a en los cultivos esporulados himedos.

g)= Control del tiempo en la produccibdn de enzima

Los ensayos estin destinados a comprobar el momento de maxima acti-

vidad amilolf{tica de los cultivos en afrecho en escala semiindus=-

trial,

Se dejaron de lado los medios lfiquidos, va que la cantidad de onni-
mas segregadas eran menored que las obtenidas en medio sélido, siendo

mayor el tiempo requerido para el desarrollo de los cultivose.
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Fijados los otros factores de 1nfluencia, se sembraron con 10% de
afrecho ermohecido los recipientes conteniendo 500 gr. de afrecho e
fgual cantidad de HC1 0,3 N. Se incubaron seglin la técnica indicada
vy se retird una pequefia porcidn del cultivo en los momentos necesa--
rios, haciendo sobre ellas las determinaciones del poder.amiloclésti-
co por el método de Wohlgemuth, empleando como sustrato almiddén solu-
ble y almiddn de papa, segin la técnica habitual,; haciendo primero
la dilucién en progresidn geométrica y luego una progresidn aritméti-
ca entre el primer tubo azul y el anterior.

Los promedios de tres determinaciones estdn indicados en el siguiente

cuadro?
Tiempo 7{tulo P " T4tulo S, Observaciones
12 hs, 0,40 0,82 A medio invadir
a2l v 1,12 1,08 Invasidn completa
36 " 2,10 1,83 Esporulacidn iniciada
L8 " 355 2,2 Media esporulacién
% dfas 8?15 3,80 Esporulacidn completa
" 758 L1415 Esporulacién completa
5 " 8,1 8,23 En desecacién
0 " 8,2 8,18 Desecado
12 " 9,65 8,20 "
y " 8,0 8,20 "

E1l valor obtenido para el poder amiloclistico sobre almiddn de papa
del cultivo de 12 dfas fué irregularmente alto, seguramente a causa
de condiciones locales incontrolables, ya que las muestrzs se toma-

ban de una parte cualquiera del cultivo,

Las diferencias de los valores por triplicado no pasaron del gramos

111/
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(86)

%° = BVOLUCION DX LA PRODUCCION DE ENZIMAS EN ESCALA INDUSTRIAL

Se efectuaron dos ensayos completos, silgulendo 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 HC1 0,3 N y esterilizado
media hora a 1 y 1/2 atmésferas. Se sembraron con 50 gramos de afre-
cho bien esporulado y se llevaron a estufa por unas horas para segulr
después el desarrollo en las cajas de latén,

A intervalos determinados de tlempo se sacaban muestras y se titulaba
humedad, azicares reductores expresados en glucosa, acidez total y po-
der amilolf{tico.

Los cultivos se controlaron durante 17 y 15 dfas, tiempo en que el
cultivo alcanzd a desecarse suficientemente.

ler. ensayot

Dias de . Obser-
Cult ivo Humedad 4 S, Seca % Acidez Az,.,reduct. Poder P, vacio-
nes |
0 58 L2 L37 0,468 - Hay al-
midén
5 58 li2 L73 0,502 1:96 Hay al-
midén
55 L5 L8o 0,825 2,53 Espor.
7 51,4 L8,6 341 0,371 9,L —_—
11 Lo,2 59,8 201 0,217 8,62 -
17 25’1 7&:9 208 Oshh7 8:60 =

La acidez esté expresada en ml. de OHNa N/lo consumido por 100 gra-

mos do afrecho seco,
El error del cdlculo de los valores reside en que se eliminan sus-

tancias sélidas con la destruccidn de los hidratos de carbono, y es-

e o i— e e
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tas aparecen como humedad. Sin embargo esos errores don relativamen=-

te pequetios respecto del peso total considerado.

2° ensayo
Obser~
Dias ae vacio-
cultivo Humedad % S.Secz & Acidez Az.reducl.. Poder.P nes
0 51,8 45,2 108 1,05 0 Hay al-
middn
1 52,5 7,7 125 0,98 0 "
3 47,9 L2,1 512 0,33 5,93  Troros
sin esn,
5 Lo,?2 59,8 207 0,16 19,3 Total
esporu-
lacidn
15 12,4 87,6 1i9,5 0,05 18,28 Desecado

La humedad se deterrniind en csda csso sobre 10 gramos de muestra homo=-
génea que servis para las demds Adeterminaciones, Se hizo en estufs a
105°.

La acidez total se probd macerando lsz muestra de afrecho y llevando a
100 cc, con la técnica indicada. Sobre 25 cc. se tituld la acidez y
sobre 2 cc. los azficeres reductores.

Zstos se titularoa per ¢l método de Folin, previa neutrzlizacidn de
la muestra con OHNa para evitar interferencieas,

%1 poder amilolftico se probd con el Wohlgermth modificado, =justando
el pH a 5 para eliminar le influencia de la acidez de los maceredos,
La titulacidn de dicho poder se hizo en base a la primera extraccién
del afrecho. Yo se hizo una segunda extraccidn porque ensayos previos
demostraron que resultaba eXxce8ivasmente complicado y que no presenta-
ba nuevas indiceciones de interds vara el control.

Debido a la disminucidén del peso del cultivo se calculd el poder amie-

lelftico sobre afrecho seco, por ser el dato menos sujeto a errores,
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Los datos de azlcares reductores expresados en glucosa se ampliaron
en el 2° ensayo, determindndolos sobre el mismo liquido de macera=-
c1én en el momento de agregar el agua a la muestra y a los 2 dfas,
Se observdé un aumento pronunciado de la cantidad de azicares reduc-
tores en un caso, seguramente como consecuencia de la actividad ami-
loclastica de las enzimas sobre los almidones del afrecho. En el
cultivo de 5 dies no hay aumento, debido a que el almiddn ha sido
previamente digerido. Por eso cuando aparecen dos valores para azi-
cares reductores en el cuadro anterior, el primero se refiere a la
determinacidn inmediata y el segundo a la efectuada a los 2 dfas.
Respecto de la variacién de la acidez total, se observan resultados
seme Jantes a los obtenldos en los ensayos de cultivos en escala de

laboratorio,

El grifico sigulente 1lustra los resultados del segundo cuadros
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Conclusiones

Se ha encontrado que lss me jores condiclones psra la produccidn de
cultivos con buen poder amilocléstico en escala semiindustrial son
las siguientes:
1°~ Utilizar afrecho como medio de cultivo, mezclado con igual
cantidad de HCl 0,3 N, y esterilizado media hora a 1 y 1/2
atmbsferas.
2°- Emplear 500 gramos de afrecho seco por cultivo, colocandolo
en recipientes de hierro enlozado de 5 litros de capacidad, y
de manera que el espesor del medio no pase los 8 cent{imetros.
3°« 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 latén, donde continlan creciendo y ele~-
vando la temperatura.
;°~ Desecar los cultivos bien esporulados colocidndolos sobre pa-
pel 1limpid en hahdtaci&n ailreada pero al abrigo de corrlentes de ai-

ro.,
5°= Utilizar el material despuds de esporulado, ya que conserva

su maximo poder amilocléstico,
Se ha llegado a un método de cultivo en escala semiindustrial que
permite- una vez fijadas las condiciones iniciales en humedad, aci-
dez, esterilizacidn y temperatura = conducirlo con el minimo de con-
troles técnicos,
Por una regulacidn natursl de la temperatura, se llega a la esporu-
lscidén con un comienzo de desecamiento que se cumple blen en una se-
mana.
El pvroducto obtenido se mantiene perfectamente, sin contaminarse,

en frascos cerrados, durante varios meses, sin perder su poder ami-
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1° - FACTORES QUE I''FLUYEX Eil Li ACTTVIDAD ANILOLIYTICA DE LOE ACERADOS

Se trataron de fijar las condiciones de &ptima actividad amiloli-
tica de los macerados obtenidos con fines de anlicacibdn industrial,
Se estudid la resistencia al calor de los macerados en funcidn del pH
y del tiempo, la influencia del pH y de los electrolitggoe sobre la acti-
vidad amilolitica de los mismoes, ¥ se trazd en base a los resultados ob-
tenidos la curva de actividad de las enzimas amilolfticas del A, Orizae.

a) Resistencia al calor en funcidén del pH

Este control tenfa por objeto fijar por una parte los limites de
temperatura y acidez para las aplicacliones de los macerados, y pa-
ra aclarar por otra ciertas dificultades aparecidas durante los ensayos

de concentracidn,

Parte experimental

1°- Se reslizaron ensayos de orientacidn a pH préximos a 3,75 11, em~
pleando 4cido 4cético e hidréxido de sodio pera ajustar la acidez .

Se llevaron los macerados a la misma dilucién respecto del material ini-
cial. Se los mantuvo durante una hora a2 las temperaturas elegidas y lue-
go se procedid a la titulacidn con las siguientes precaucioness
Para obtener aproximadamente la misma composicibdn salina se mezcld 1 cc,
del macerado activo con 1 cc. de cada uno de los otros dos de distinto
pH previamente inactivados por ebullicidn,
Se reguld el pH para la titulacidn ajusténdolo a 5,5 - realizando &sta
con la técnica habitusl, y a 37° .=

Los resultados obtenidos se coasignan a continuacidng
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pE Temper atur a
27° 52° 58° 70° 80-90°

3 15,88 0,5 0,07 0,20 0
7 16,15 17,6 18,4 5,20 0
11 18,4 12,0 10,78 z,12 0
Conclusiones

Para pH % se observa inactivacidn por mantenimiento del concentrado una
hora a 52°, mientras que en las mismas condiclones los macerados a pH 7
v 11 mantienensu actividad hasta temperatura de 58°,

2°~ Se realizaron ensayos de la accidn amilolf{tica de los macerados
dcidos (ya que se usan en tal medio) haciédndolos actuar a distintas tem-
peraturas y variando el pE de los mismos, a fin de establecer el inter-
valo utll de pH,
Para la titulacidn del poder amilolitico se empled el Wohlgemuth segin

la técnica habitual, pero empleando distintas temperaturast

pH T e m p e by a t u r a s
37° _hse 52° _58° 65°

5 36,0 Lo,0 hh,1 LhL,3 36,2

55 36,2 Lhi,3 L6,5 L7,2 Lh,5

6 3546 ho,1 L3,9 Lh,1 L2,6

655 356 39,8 Ll ,0 192 h2,6

7 355l 39,8 2,1 L3,6 Lh1,9

Conclusiones

36 puede emplear el macerado entre pH 5 y 7 para temperaturas aue no pam

sen de 58°, Por encima de la misma comienza la destruccidn del poder

amilolitico.
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b) Resistencia al calor en funcién del tiempo

Se realizd este ensayo manteniendo los macerados a las temperaturas
indicadas aurante un tiempo y determinando cada media hora su poder
amiloli{tico con el método de Wohlgemuth segin la técnica habitual y a

las mismas temperaturas indicadas, ajustando el pH a 5,L.

Horas T e m p e r a £t u r a8
30° 37° L5° 55°
0 18,0 2%,5 28,5 32,0
1/2 18,0 22,8 26,9 25,0
1 18,0 22,25 25,7 20,0
ly1/2 18,0 21,63 2,7 16,0
2 18,0 21,08 25,99 12,0
2y 1/2 18,0 20,58 22,9 9,2
3 18,0 20,18 22,bh 57
3y 1/2 18,0 19,78 22,0 6,9
i 18,0 19,33 21,6 6,0

Conclusiones

Se observa una disminucidn de la actividad en funcidédn del tiempo cuando
se mantienen los macerados a temperaturas superiores a 379

Para el ensayo primero se comprueba que el poder emilolf{tico aumenta en
funcibdn de la temperatura que actila el macerado, aunque tal aumento no
alcanza los valores que le corresponderian de acuerdo a la reglsa de

Arrhenius, lo que indica que hay destruccién simultédnea del poder enzi-

matico,.

¢) Influencia del pH

Las determinaciones del pH Sptimo de actividad enzimitica citadas
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en la bivliograffa para el A.Orizae son discordantes, porque no se pre-

cisan otros factores que tienen influencia en el proceso.

En el trabajo de Ciadwell vy Tyler (lili) se estudia la influencia de la

concentraciédn del acetado y del fosfato sobre la actividad de la amila=

sa del A.0. T. Harada (15) indica que el pH Sptimo encontrado varfa en-

tre 5,2 y 5,4 a temperaturas comprendidas entre 30° y 509 y aumenta a

6,2-6,li entre 60°y 65°, pero no indica la concentracidén total de elec-

trolitos y usa como buffer una mezcla de dcido ftdlico y ftalato de po=-

tasio.

Nuestro trabajo exigilas

1° FPijar un buffer relativamente sencillo e inocuo cuando se tratara de
aplicaciones alimenticias del poder enzimético.

2° Fijar 1limites Sptimos para los extractos enzimdticos obtenidos con
distinto grado de pureza y cuyo poder amiloli{tico era necesario medir

en condiciones comparativas.

1° Buffer empleado

Después de una serle de pruebas se eligid como buffer la mezcla de
dcildo acético y acetato de sodio, que regula con suficiente eficacia el
pH dentro de los limites {itiles encontrados en la prictica,

Las determinaciones de pH se efectuaron por colorimetrfa con la solu-~
c1én universal de Clark y Lubs y con papeles indicadores de la Eastman
Kodak. En un caso se controld la exactitud de ambos medios por potencio-

metria,.

2° pH Sptimo de los macerados

Esta comprobacién, que pudiera parecer imutil por la variedad de com
posicibén de los macerados obtenidos, resultd necesaria por las sigulien-

tes razones:

En primer lugar, los macerados obtenidos variaban entre lfmites relati-
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vamente estrechos en cuanto a su contenido en sales minerales y sustan-
cia orginica distinta a carbohidratos,

En segundo lugar la proporcidén en sales minerales ejercia poca influen=
cia sobre el sustrato en que actuaban, a causa de la'dilucién a que se
emplean los macerados para su accibn amilolitica.

En efecto, la actividad de los macerados medida por el Wohlgemuth co--
rresponde a diluciones del orden de 12128 a 1:6l, y como el volumen to-

tal se llevaba a 10 cc. resulta en realidad del orden de 121280 a 1:6L0.

Parte experimental

Se hizo una serie geométrica de diluciones en tubos de ensayos que se
pusieron en heladera. Se prepard solucidn al 5% de almidédn soluble
Merk y se dividid en B partes y se reguld cada una a distinto pH con el
buffer empleado. Se enfrid blen en heladera y se agregaron 5 cc. a ca=
da uno de los tubos de las tres series en ensayo., Se llevd a 10 cc. con
agua destilada y se controld el pH final,

Se incubaron media hora & 37° , Al cabo de este tiempo se afiadid a ca=-
da tubo 10 cc. de agua destilada bien frfa y 0,5 cc. de solucién 0,01 N
de 1odo. Se eligid como tubo £inal el primero que daba color azul seme=-
Jante al testigo.

Con estos resultados se hicieron diluclones del extracto enzimltico en
progpesidn aritmética comprendidas entre el tubo final y el anterior,
con salto de 0,0h cce medidos con plpeta de Kahn, Con menor cantidad la
diferencia de color entre dos tubos consecutlvos no era suficientemente
visible,

Se controlaron los resultados dejando 2L horas a temperatura ambilente
Sin que se modificaran.

Para determinar exactamente la actividad amilolftica se empled el mé-

todo de titulacidn de Fehling gravimétrico, anotando las cantidades de
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azdcares vroductores producidns por cc. de mucerado, exvresindolas

Se real?’zd varalelavenic un esrsayo con takadiastasa Parke Davis en so=-
al sue tuviera poder mailolitico semejants 21 de los wmacerados,
nientes condicionest

Zmhleando almiddn scluble ilerk en solucidn 2l 1% en sgua destilada,
Concenbruc1dn de cloruros: 0,5% expresado en Cl¥Na. Concctrzacidn de
nibrdzenos 0.12 mz. por cc. determinando por aesslerizacidn dlrecta,
Los macerados emo>leados contenfan 0,6 a 0,83 4 de €12, v 0,80 2 0,93
mg de T por cc. determinasio también por nesslerizaci&n. wato indica

que Lavfa un _run porcentaje de nitrdgeno inachivo,

TLos resultados obtenlidos s consiijnan en el siguiente cuadrod

st égi 6Ll 6’1 5.8 D35 5,0 h37 !LJ}

macerado , . ,
N°1l 7,0 7,8 755 8,1 7,1 6,8 5,5 6,6
liacersdo

3 755 8,1 8,3 6,8 8,1 758 Ts5 T2
Tacerpado

¥° 8 8,5 9:& 2,3 917 ,225 8,8 8’5 8,1
Talka-

disstasa 8,0 8,k 8, 8,5 8,9 8,7 8,6 8,1

Conclusiones

La mAxima zctividad amilolitica estuvo compre+ndida entre piE 5,3 ¥
6,0 para buffer de acetato-Aicido ascdtico sobre extractos enziméticos

de afrschos emrorscidos, deter:iinados 2 37° de temperatura. E1 valor

On

ptimo resultd prdéximo a 5,8, Para la takadiastasa Psrke Davis el
p¥ dptimo resultd 5,3%.

Una disolucidn de takadiastasa en los extractos enzimiticos previa-
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mente hervidos para destruir su poder amilolftico, probada con el
Wohlgemuth y el Fehling, did valores miximos a pH comprendidos entre
553 F 5,8,

Los macerados obtenidos de diversos cultivos de afrecho ermohecido
han tenido un comportamiento seme jante, pero no igual, resultando
Aistintos dentro de limites relativamente estrechos sus poderes ami-

loliticos.

d) Influencia de los electrolitos

La influencia de electrolitos en la actividad enzimatica ha te-

nido gran importancia en las investigacliones sobre activadores e
inhibidores. En €l caso de las amiladas estos estﬁdios permitieron
establecer la influencia real de ciertos electrolitos sobre la ami-
lasa péncreética.
En cambio, los estudilos cuidadosos de Caldwell y Doebé&ing (L8) so=
bre la accidn de los electrolitos sobre la amilasa del A. Orizae,
demostraron que mids queuna accidn especi{fica de los mismos hay una
accidén debida = la concentracidn total de sales. Tiene importancia
entre ellas la accidn del ClNa a concentraciones superiores sa

0,01 molar,

C4lculos

Se tituld 1la canﬁidad de cloruros en los macerados obtenidos sobre
afrecho emohecido, empleando el método de Volhard. En todos los
casos resultd inferior a 1 %, - expresado en ClNa.

Los macerados se emplean en diluciones grandes cuando actian sobre
los sustratos. Por ejemplo, 1 gramo de afrecho esporulado es sufi-
ciente para purificar 1 litro de licor péctico. Esto representa

una concentracidn de cloruros des
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0,01

—F— = 0,00016 ii.

Conclusiones

Resulta inutil un control de la influencia de los cloruros en la acti-
vidad amilolfitica de los macerados empleados, a causa de la gran dilu-

cibén en que se encuentra.

5°~ CURVA DX LA ACTIVIDAD ALTILOLITICA DE LOS ACERADOS

Fijadas las condiclones de maxima actividad amilolitica de los ma-
cerados obtenidos, especialmente respecto de la temperatura y el
pH, interesaba determiqar el tipo de reaccidn que se producie en 1la
hidrblisis del almiddn para la concentracidn de enzimas empleada.
El trabajo de Van Slike sobre la cindtica de las enzimas hidrolfticas
(89) destaca la 1afluencia de la concentracidn de enzima sobre ol or-
den asparente de la reaccidn que se produce, cuando se la representa
en funcidn del tieripo,
En nuestro caso interesaba tal determinacidn para fijar las condicio=~

nes industriales de trabajo.

Parte experimental

"En un erlenmmeyer de‘250 cce. Se tomaron 100 cc. de solucidbdn al 1% de
almidén soluble Merck, regulando el pH a 5,l; con buffer de &cido acé-
. -tico=acetato de sodio. Sevllevéﬂa un termostato a 37° y se afiadid
1l cce. del»liquido de macéracién.
Cada 5 minutos se retird una muestra de 2 cc, y se tituld colorimetri-
camente con 6l método de Folin la cantidad de azficares reducboros
producida, expresédndola en glucosa,

Resultadoss

s
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Tiempo en mge. de £lucosa
mi-ubos por 100 cc. de lfguido
Tesuigzo 10
0  Alnidédn 8,5
Completo 8,4
5 18,2
10 35,1
15 L1,0
20 30,1
25 535
30 195,0
55 118,0
Lo 145,2
L5 16%,0
50 18L,0
55 195,2
60 208,0
65 212,0
70 280,0
75 294,

Conc lusiones

La cantidad de azucar producida nor unicdad de tiempo es aproxima-
damente constante para la concentracidn de enzima existente en
los 1lfguidos de maceracidn emplesndos.

Se puede por lo tanto representar como una reaccidn monomolecular
1a nidrdlisis del almiddn en las condiciones 11Gicadas.

%1 griafico adjunto destaca las conclusiones indicadas.
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BYSAYOS DE ENRIWUEGTIIE STC Y PURTFICACION DE ENZINAS

Existen numerosas publicaciones sobre el enriquecimiento y purifi-
cacidén de las enzimas, Para las amiladas, sobre todo la de la mal=-
ta, figuran los trabajos de Sherman, Caldwell y colaboradores, que
llegaron kmsta su cristalizacidédn.

Sobre las amilasas del A. Orizae hay un trabajo de Nishimura (18),
quien llega a un producto con poder Lintner de T1.000°, aplicando

el método de Willstatter, mientras las amilasas comerciales tiensen
valores Lintner que oscllan entre 2500 y L000°.

En el libro de Thaysen y Galloway (1ll) sobre microbiologfa de almi-
dones y azlicares se citan las conclusiones obtenidas hasta 1931 de
los estudios sobre amllasas, y posteriormente aparecieron mumerosos
trabajos en el Journal of Biological Chemistry sobre sus aplicacio-
nes, También en el Journal of Agricultural Chemistry del Japén fi-
guran numerosos trabajos sobre las amilasas del A, Orizae, especlal-
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 extraccién y enriquecimiento de las enzimas.

No se intenté llegar a un producto puro, sino a obtener productos si-
milares a los preparados corerclales, planteando las condiciones pa-
ra un trabajo de tal naturaleza y adelantando la solucidn de algunos
problemas de orden practico.

Se tratd de asegurar en primer lugar la conservacidén del poder ami-
loli{tico de los macerados enzimdticos obtenidos, ya que se los nece-
sitaba utilizar durante los ensayos de enriguecimiento y 5010 S€ DPOm=
d{an hacer controles comparativos manteniendo constante la actividad

de los mismos.,
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Se estudiaro? luego las condiciones més apropiadas para la extraccidn
de las amilasas con liquidos diversos, estableciéndose el tismpo 6§t1-
mo de maceracién y el nimero de extracciones para agotar el producto.
Fijadas estas condiciones, correspondid probar los métodos de enrique-
cimiento para establecer su utilidad en este caso, y comparar los ex-
tractos obtenidos con algunos preparados enzimdticos comerciales, res=-

pecto de su accidn sobre los mismos sustratos.

1°~- GConservaciédn de los macerados

Los macerados obtenidos con la técnica habitual entran en putre-
facc1édn cuando se los deja a la temperatura ambiente, producilén-
dose también un nuevo desarrollo de A. Orizae por germinacidn de las
esporas ocobontenldas,
E1l uso de los antisépticos estid limitado por las aplicaciones price
ticas de los concentrados enzimiticos, debiendo eliminarse todos a;-
quellos gue pudieran introducir propledades desagradables o nocivas
en los productos alimenticios sobre los que deben actuar,.
Se probd la accidén del cloruro de sodio, en base al trabajo de Taichi
Harada (15) que sefiala que a concentraciones de 10 a 20% de dicha sal
se puede mantener el poder amilolitico en preparados 1l{guidos,
Se ensaybé luego la accibdn de algunos conservadores orgdnicos, la ac=-

cidén del frifo y el congelamiento,

a) Accibén del ClNa,

Se probd sobre macerados frescos afiadiendo ClNa sbélido, en las

cantidades indicadas Jn el cuadro adjunto. Se dejaron a tempera=-
tura ambiente y se controld cada cierto tlempo el poder amilolitico
por el Wohlgemuth. Se controld también la aparicidn de contaminacio;

nes.’
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ClNa % T1empo en di1 a s

0 3 7 1 28 60

5 1,3 6,6 6,5 1 0 0

10 14,3 6,8 3,2 1 0 0

15 14,3 8,5 558 553 553 0
20 1h,3 12,6 10,2 6,3 L,6 1,6

25 1,3 11,7 10,3 6,8 1,5 7

Testigo 1,3 6,1 8,0 0 o’ o

(putrefaccibn)

El testigo es el macerado tal cual.
Cuando la disminuciédn del poder amilolitico es muy grande, se nota

una evidente putrefaccidn del liguido.
Resultados

El cloruro de sodio a saturacidén inhibe la putrefaccidn de los liqui-
dos en la mayorfa de los casos. En algunos aparecen lentamente conta-
minaciones. Con la concentracidun dptima de ClNa (20%) el poder ami-

lol{tico se reduce a la mitad en 1l dfas.

b) - Influencia de conservadores orgénicos

Se ensayd la accidn del cloroformo y del tolueno como conserva-
daores de los 1liquidos de-maceracién. En la literatura figuran
muchos mas (1ll, 115, 116).
Resultaron (tiles para impedir durante poco tiempo la putrefaccidn,
poro su 1afluencia en la conservacidn de la enzims, tombidn ¢s gula
como en el caso del cloruro de sodio, Para emplearlo, el tolueno

debe cubrir toda la superficie libre del 1fquido formando una pe=-

s
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queiin capaj del cloroforrio brsta egregar 7 & ces E1 podier omilold-
t1co de los lfguildos conservados en esta forma dismi-uye con el mis-
mo ritmo que en el caso del cloruro de sodlo. Ss pueden emn»lezr estos
nétodos de coaservacién para controlar propiedadss, svitaado la in=--
tarferencia de “as putrefacciones, pero no son aconse jables para el

uso 1rdustrial,

¢) Conscrvacidn en la heladera

Se guordaron liguidos d2 maceracidn directamente en la heladera,

a temperaturas entre 0 y 5° C. Alzunos frascos se llenaban com=
pletsmente mienlras otros se de jaron por la mitad,., Cads clerto tiem=
po se titulaba el poder enzimitico sobre almiddn de papas y almiddn
soluble con el método de %olgemuth,

Los resultados vienen resumidos en el cuzdro 31

_Tiempo en afas Tftnlo S T{tulo P

0 1,0 15,1
2 13,2 13,9
5 13,0 13,8
15 12,3 13,6
%0 12,9 1,0
60 12,1 12,

90 10,8 12,5

ResultadQ§_

Es ¢l método mis cdmodo de conservacidn por las pocas pérdidas que
eyperimenta la actividad amiloiftica. Después de % mesag, muy pocos
1fcvidos tenfan olor a podrido y la actividad enzimfitice disminuye

en un £rado mucho memor ve en 1los oLbr0s ¢ceseS,

117/



lol

Observociones

La fuerte acidez de los liquidos de maceracién (pH 3), unido a una
pequefia cantidad de cloruros, que llega a.6 6 7 por mil, es un preven-
tivo de la putrefaccidn y al mismo tiempo, la baja temperatura de la
heladera impide la destruccidn de las enzimes que se realizaria répi-
damente por el Acfdo en primer lugar y luego por la temperatura ambien-
te que favorece igualmente su destruccién.

Creemos Gue hay que distinguir entre la putrefaccidn como causa de
destruccibén de la enzima y los otros factores que también actlian. Es-
to se hizo evidente en los enszyos 1° y 2°, donde se lograba 8xito

en impedir la putrcfaccidn, pero no la destruccidn de la enzima,

Conclusiones

Es el método industrial més prictico,

d) = Conservacidn por congelamiento

Los ensayos correspondientes a este medio se encontrarédn en el
capftulo de "Concentracidn de los macerados por congelamiento"

Ts un método Util pero costoso respecto del anterior.,

/1177



105

29 - Tieripo dc moaceracidn

Para llegar = un aprovechsoriento mAs racionsl de los cultivos
con poder e1zimftico se hicieron ensayos para fijar el tilempo
Svtimo de macerecidn del afrecho ermohecido, con uns sola extraccibén
del 1fquido.
Las titulaciones de los materiazles obtenidos se hicisron coa el Viohl-
ceruth molificado, a »¥ 5, con buffsr fctdo acdtico-acetato de sodio

v cuidsado ove la concentracidn salina fuera menor de 0,01 Ii.-

Partc experimental

Se hicieron ensnios sobre cultivos en escals de laborabtorio y semlin-
dustrial,

El primero sobrec 30 gr. de afrecho btien emohecldo en erlemeyer de
560 ml. Se agregen 200 cc. de ngua esteril, se mantiene a2 [j0° v se

v

titula el poder amilolftico S ¥y P cade cierto tilempo.

Tiempo de Maceracidn T{tulo S m{5ulo P
1/2 hora 5433 5,0L0
1o 9,20 9,70
2 " 9,l0 9,60
2y v 9,80 9,60
L " 7560 9,38
7 " 6,12 9,10

L1 ticmpo mininmo de macerscidn es de 1 hora, y el méximo convenilente

Pl segundo sobre afrechio ermohecldo en cacerola de acuerdo 2 la téo-

<

nica semiindustrial, Se toman 15 gramos de afrecho seco bien esporu-

lado y se ponen en maceraciédn con 100 cc. de agua destilada esteril,
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Se titula el poder amilolitico cada cierto tlempo, con 1la técnica

anterior.

Tiempo de maceracidn T{tulo S T{tulo P
1/2 horas L,23 8,15
1" 8,10 15,26
2 " 8,13 15,00
v 8,05 15,10
oy 8,00 14,95
L v 7,60 1l,20

Para evitar la putrefaccidn se agrega tolueno al cultivo.

Conclusiones

En escéala de laboratorio y semiindustrial, basta con 1 lwora de mace~
racibn para obtener un macerado con buen poder amilolftico. La mace=-
racidn puede efectuarse durante 2l horas a temperatura ambicnte, pe=-

no hay ventajas en prolongar mis el tiempo.

3°~ Influencia de la cantidad de agua agregada

Convenfa establecer la cantidad de agua mAs conveniente para la
extraccidén de las enzimas durante la maceracidn, y determinar el mi-

mero de extracciones necesarlas para agotarlas,

Parte experimental

Se trataron cantidades iguales de afrecho ermohecido de un mismo cul=-
tivo con cantidades crecientes de agua destilada, Se hicieron tres
extracciones, macerando en cada caso durante una hora, filtrando a

presibén y repitiendo 1lr misma operaciédn por dos veces consecutivas,

Se emplearon en todos los casos 10C grarios de afrecho ermohecido,
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Peso afrecho T{tulo de los macerados (gr.almiddu/gr.afrecho
peso de agua la, extraccidn 22. extraccidn Total
1:3 12 ,hl! 5,16 17’60
1:6 5,k L,66 10,06
l:10 7,00 2,k 9,5h

Bl resultado de la tercersa extraccidn no se indica por ser inferior a
1 el t{itulo ovbtenido.

Los cAlculos de la segunda maceracidn estdan hechos teniendo én cuenta
el volumen de liguido de 1? maceracibdn yue es retenido por el afrecho

y cuyo poder amilolftico se ha deberminedo.

Conclusiones

1° - B#csulba conveniente la realizacidn de 2 extracciones.
2° = La cantidad de agua miAs conveniente es el triple de pe=
so de afrecho enmohecido, & medida_que auments la cantie=
dad de agsue disminuye el poder amilolftico totsl, pudiendo llegar al

50% del poder inicial.

1° Precipitscién de enzimas por el alcohol etflico,

Existen en la litersotura estudios completos sobre las condiciones
de precipitacidn por el alcohol de las enzimas de la malta, entre
ellos los de Sherman, Caldwell y Doebbeling (L1,l2),
Los ensayos cue planteamos para las enzimas dsl A.Orizae pretendfans
a) Determinar la concentracién mfnima de alcohol necesaria para
la precipitacidn total.
b) Probar en los macerados acuosos de afrecho emmohecido las con=-

diciones me jores de precipitacidn de las enzlras, conbrolando

lzs smilasss,
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¢) Sefialar las precauciones necesarias para el nanipuleo y deseca-

miento del producto precipitado.
Bstudiar a fondo las caracterf{sticas de los precipitados obtenidos con
miras a obtener enzima pura, escapsba a los fines concretos propuestos,
v hubiera exigido controles comparativos con enzimas purificadas de
otras fuentes (malta, pancreas, saliva), =~ sin que los resultados pu-
dieran modificar fundamentalmente las aplicaciones industriales que
interesaban comprobar,
Por esta razdn se compararon los precipitados obtenidos con productos
enzimdticos comerciales para determinar las diferencias en poder ami-

lolftico y se ensayd asimismo el poder proteolitico.

a) Concentracidn minima para la precipitacidn

Se hicieron ensayos de precipitacidn de enzima con cantidades cre=-
cientes de alcohol, controlando el poder amilolitico de los prec%ﬂi
pitados obtenidos de acuerdo a la siguiente técnica:
Se determina el poder amilolftico del 1lfquido enzimitico inicial. Se
efectfia la precipitacibén con alcohol. Se centrifuga y separa por de-
cantacibén., Se redisuelve en agua filtrando si queda residuo y se titu-
la el poder amilolfitico, refiriéndolo al volumen de lfquido inicial,

para hacer comparables los resultados. La titulacidén del 1liguido o=
riginal por Wohlgemuth did 15,l

Volumen de

1fquido % de alcohol Observaciones Tftulo
100 cc. 20 no ppta. -
100 cc Lo no ppta. -
106 cc 50 pptado. 0
100 c¢ 60 pptado. 5,9
100 cc 70 pptado. 15,2
100 cc 80 pptado. 15,1
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E1l pH inicial del 1fquido se llevé a 7 por agregado de OHNa N/10.

Conc lusiones

Una concentracidn de 704 de alcohol etflico provoca la precipitacién

total de la enzima.

b) pH Sptimo para la precipitacidn con alcohol

Se hicieron una serie de enssyos para determinar la influencia del
pH en la concentracidn alcohdlica necesaria para la precipitacién
de la enzima y fijar al mismo tiempo si la precipitacidn aumentaba
con el tiempo.
Se determind el poder emilolitico por el método indicado anteriormen=
te, pero usando para la disolucidn del precipitado el mismo 1liguido
enzimdtico original previamente inactivado a ebullicidn. De esta ma-
nera se eoliminaba la posible iInfluencia de la composicidn del medio,
En una segunda serie de ensayos se empled directamente como lfquido
de disolucidbdn el mismo macerado activo (cuyo tftulo se conocis exacta=-
mente) y se hicieron paralelamente las titulaciones del nuevo poder,
restando el correspondiente al macerado inicial, Los resultados obte~
nidos en los dos casos fueron seme jantesi

Resultados obtenidoss
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Concentracidn ’ P Actividad
alcohdlica [ % 6 5,% N 545 del ppdo,

32% T
487 + % T T 2 T S e (¢
5755 + 4 - R A R 65%
6l - 4 B T e I I S T 7 90%
68,5 o 4 4 4 >90%
2 i+ + 1 + > 907
L,5 14 ++ + + »90%
7645 s +4 - + > 90%

muy
Observaciones ppdocrist idem caseoso fino muy fino

Los nlmeros 1,2 ¥ 3 indican lo siguientes
¥ 1t 10 minvtos después del agregado a alcohol
N° 2: 1 dia " " " n “

NO 53 2 dias " n 0 L n

Las cruces indican precipitacidn, y su nimero trata de expresar la va=
riacién en cantidad de precipitado,

La actividad del precipitado estd expremdmsen relacidn a la ~ctividad
del 1{quido maceradc inictal,

51 cuadro a~terior demuestra cue no es necesario z ustar extrictamente.
el pH, y2 que no influye en forma marcada sobre la cantidad de alcohol
aque produce 1ls preccipitacidn.

De zcuerdo a las comprobaciones anteriores, se procedid de la siguiente
maneras

Se neutralizaron los preparados enzimaticos a ligera acidez con papel

tornasol. En algunos casos se produjeron precipitados, gque se comprobd
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carecf{an de poder amilolitico, por lo que se filtrd directamente, pa-
ra tener un 1lfquido 1fmpido. Se calcfulaba la cantidad de alcohol de
96° necesaria para llegar a la concentracidn deseada y se tomaba un
volumen tal de lfquido enzimdtico que, agregado el alcohol, se pudiera
coentrifugar comodamente de una sola ®ez en centrifuga de laboratorio
(200 cc, on total). Los lfguidos empleados se mantenfan a menos de

10° de temperatura y la centrifuga se refrigeraba con hielo seco para
mantener dicha temperatura, Los precipitados obtenidos se disolvian en
ol 1fquldo enzimdtico inicial y se titulaban simulténeamente por el
Wohlgemuth las soluciones acuosas obtenidas y los 1lfguidos hidroalco-
hélicos residuales, 2 los que se les determind ademis la graduacién
alcohblica por el método de uno de nosotros (102),

Previamente se efectuaron controles sobre la influenclia del alcohol en
la titulaciédn del poder amilolftico con el Wohlgemuth, con resultados
negetivos.

El cdlculo del poder enzimatico se refirid en todos los casos al volu-
men total de 1lfquido enzimético inicial utilizado, para comprobar si
se producfan pérdidas de amilasas durante el manipuleo del mismo. Las

diferencias no pasaron en ningin caso del 3% del total.

Conclusiones

A concentracidn alcohblica de 65° a T0° se produce una buena separa-
cién de enzimas amiloliticas. Por debajo de 60° se puede producir pre-
cipitacién, pero el precipitado no posee poder enzimatico.

A pH inferior a 5 los precipitados obtenidos son muy finos y van ad-
quiriendo aspecto més cristalino por encima de 5,

Bl alcohol no destruye el poder enzimdtico trabajando con 1lfguidos en;

friados y haciendo irmmedlatamente las titulaciones.
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Los precipitados obtenidos no se redisuelven totalmente en agua des-
t1lada o en 1fgquido enzimAtico inicial. Dejan un residuo amorfo, de
poder enzimitico rmuy detil, mientrss us 1la solucidn obtenide conser=

va mds del 954 de la actividad inicial,

¢) Poder proteolitico de los precipitados

Como en muchos preparados comerclales de enzimas del A.Orizae
se utiliza la acciédn de las proteasas, interesaba comprobar
en ¢l precipitado obtgnido por la accidn del alcohol la presencia de
enzinas proteoliticas, y determinar su actividad en relaciédn a los 1i-
quidos enzimdticos iniciales.
Con la técnica empleada para la precipitacién y redisolucién; S6 Ob=
tuvieron soluclones acuosas del precipitado gue se compararon en su
poder proteolitico con 1izuales volimenes de los 1fgquildos enzimdticos
imiciales y con los 1f4uidos hidroalcohdlicos residuales, empleando
tres métodos distintos, que actllan sobre diferentes sustratoss: albimi-
na, casefna y gelatina,
1°~ 1iétodo de Hata, modificado por uno de nosotros.
Deterriina la hidrélisis de la albfimina de huevo coagulada,
2°- Mbetodo de Gross Fuld,
iiide la acci1bén de la enzima sobre suspensiones alcalinas de
caseina, posteriormente neutralizadas,
Los ensayos efectuados por estos dos métodos dieron en todos los ca-
308 resultado negativo, tanto en los macerados iniciales como en las

soluciones acuosas del precipitado.

%3°= nétodo de Willstaiter y Waldschmidt-Leitz, modificado por

Macrae, en el que remplazamos el indicador (timolftalelna por

fonolftaleina),
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Se ens2yd de acuerdo a la técnica indicada en el capitulo sobre méto-

do de titulacidn de poder proteolitico, con los sigulentes resultadosi

Licuido inicilal Sol, acuosa Lig.hidroalcohflico

N/20 al- 2 " 9,0 8,7 1,9
cohdlico 8 " 9,8 9,1 2,2

consunidos.,

Concluslones

1° 1 poder proteolftico de los macerados iniciales se mantiene
cosi constante en el preclipitado por alcohol,

2° Los 1fquidos hidroalcohdlicos residuales tienen muy bajo poder
proteolitico.,

3° E1 método no da valores absolutos, sino compzrativos,

d) Preclpibacldn y redisolucidn fraccionadas

En ciertos macerados se observd gue la adlcibén de alcohol por eta-
pas provocaba cuando se alcanzaba una concentracidn prdéxima a 503
una precipitaciédn de sustancias proteicas cue no tenfan poder amilolf-
ticoe
Se encard entonces la posibillidad de efectuar una purificacidn de las
amilasas por precipitacidn fraccionada., Para ello se centrifugaron
los precipitados inactivos producidos a 50% de concentracidn alcohbli-
ca y se separaron por decantacidn. Sovre el 1{quido restante se conti-
nud agregando alcohol hasta precipitacidn. La redisolucidn del preci;
pitado en agua dejdé un residuo mucho menor, y la solucidn conservaba

todo el poder amilolftico,
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Sin enbargo, como la precipitacidn inicial a 50% no se producia en
todos los casos, se dejd a un lado este procedimiento, pero se aprove-
ché la observacidn para controlar la posibilidad de purificar el pre=-

cipitado obtenido con alcohol al T70%.

Parte experimental

10 cc. de macerado N° 1l se trataron con 30 cc. de alcohol de 96° en
tubo de centrifuga., Producida la precipitacién se centrifugd en frio
refrigerando con hielo seco. Se obtuvo un lfquido hidroalcohbdlico 1lim=-
pido (a) ¥y un precipitado blanco grisaceo, que se separaron por decan-
tacidén. E1l precipiltado se puso en suspensidn con agua destilada y se
1levé su volumen a 10 cc.

Se volvid a centrifugar obtenidndose un precipitado (b) y un lfquido
opalescente (c) que se separaron por decantacién. E1 precipitado (b)
se puso en suspensidn con agua destilada, Se llevaron las dos solucio-
nes a 10 cc. y se tituld el poder amilolitico de (a), (b) y (c), com=
parandolo con el del macerado inicial (d) y haciendo un testigo con

la solucidn de almiddn soluble empleada (e). Se usd el método de Folin
colorimétrico., Se empled como sustrato 10 cc. de solucidn al 14 de al;
midén soluble Merck.

Del 1fguido hidroalcohélico (Lo cc.) se tomaron O,L ml, para la titu-
laciénh, a fin de tener la misma concentracidn que el liguido inicial,

Los resultados se expresan en mg. de glucosa por cc, de liguido.

Material Volumen T{tulo
(a) 0,4 cc. 0,2
(v) 0,1 " 0,2
(e) 0,1 " 596
(da) 0,1 " 5,68
(e) - 0,2
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La solucidn acuosa de enzima se dejd en heladera durante varios dfas
e
7 se vclvid a determinar su poder amilolitico, comprobando que mantie=-

ne constante.

Conclusiones

1° = Por alcohol al 70% se puede precipitar totalmente las enzi=
mas amilol{ticas de los macerados de cultivos de A. Orizae,
y ponerlas nuevamente en suspensién, separdndolas del pfecipitado pro-
telco inactivo,

2° = La suspensidn acuosa de enzima es estable.

e) =~ Conservacién y manipuleo de los precipitados

Se efectud la precipitacidn por alcohol de TO% sobre macerado

N° 11, Se separd por decantacidén la solucidén hidroalcohdlica y
se llevd a estufa a 37° el precipitado himedo, dejdndolo una semana
hasta sequedad,
Al cabo de este tiempo se puso en suspensiédn con agua destilada el re=
siduo seco, se centrifugd durante 3% minutos a 2500 revoluciones por
minuto y se tituld el poder sriilolitico del 1lfquido opalescente obte;

nido. Resultd ser de ;,85 mg. de glucosa por cc.

Conclusliones

El desecamiento de los precipitados en estufa a 37° disminuye un 15%
aproximadamente su poder amilolitico, E1 producto obtenido es facil

de conservar y posee buena actividad.

f) Comparacidn del poder amilolfitico con 1la Tslzadiagteasa

Los ensayos anteriores llevuron a encarar la posibilidad de produ=-
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cir un prevarado enzimdtico sélido, comparable en actividad amiloli-

tica a la takadiastassa.

Parte experimental

A 10 cc. de liguido de maceracidn (1t3) colocados en tubo de cantri-
fuga se les afiadié alcohol hasta llegar a T0%. Ss centrifugd, se se-
pard el liquido por decantacidn, se secd el precipitado impuro obte-
nido y se¢ pesd, resultando 0,32 gramos.

Se suspendid este precipitado en 5 cc. de agua destilada y se volvid
a centrifugar. Se separd lo mas completamente posible por decanta--
¢1én, se agregaron al precipitado otros 5 cc. de agua destilada, se
lo puso en suspensién y se centrifugd nuevamente, separando por de-
cantaciédn, Los,lfquidos reunidos alcanzaron a 9,6 cc, EL precipita=-
do inactivo restante se lavd con alcohol y desecd en estufa a 37°
dando 0,2l. gramos.,

La solucidén acuosa conteniendo la enzima se llevd a otro tubo de cen-
trifuga y se precipitd muevamente con alcohol, obteniéndose un preci-
pitado muy pequefio, gque no se pudo extraer del tubo. Se centrifugd
y se separd el 1liquido por decantacidn. El precipitado restante se
puso en suspensidn con 10 cc. de agua destilada, resultando una solu-
cidén ligeramente opalescente, cuyo poder amilolitico, determinado por
el Wohlgemuth, resulté semajante 2l que tenfa el volumen de macerado
del que se partid.

Se determind 1gualmente el poder amilolitico de soluciones de distin-
tas rmuestras de Takadlastasa, entre ellas la Parke Davis, resultando

comprendido entre 250 y li00 gramos de almidén hidrolizados por graw

mos de¢ producto.

Calculos
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1 cc. de macerado equivale a 0,%3% gramos de afrecho emmohecido.

74tulo del afrecho & 6,8 gramos de almiddén por gramo de afrecho.

10 cc, de macerado producen 0,32 gr. de precipitado impuro activo

0,32 gr. de precipitado impuro equivalen a 3,3 gr. afrecho

1 gr. de precipitado impuro equivale a 10 gr. de afrecho emoheci-

do

T{tulo del ppdo. impuro: 68 gr. de almidén por gramo de ppdo.

Peso del ppdo activo (2% pptacibén): 0,08 gramos (por diferencia)
0,08 gr. de ppdo activo equivalen a 3,3 gr. de afrecho ermohecido

?{tulo del ppdo activo (2% pptacibn) 1 3;3'x86,8
0,0

280,5 gr. almidén por gramo de precipitado

Conclusiones

Se lleg8 a preparar en escala de laboratorio un producto sélido impu=-
ro, formado por una parte activa soluble en aguva y una parte inacti=-
va e insoluble en agua.

Se ha obtenido un producto sélido purificado, soluble en agua, de ac-

t4ividad amilol{tica del orden de las takadiastasas comerciales,

Observacién

En estos controles se ha evitado emplear el grado Lintner como unidad,
porque tratindose de eliminacidn de almiddn no son equivalentes las

activlidades de amlilasas de distinto origen respecto de su poder reduc-

tor (16)0

5°= Concentracidn de enzimas por congelamiento

Los resultados de la precipitacidén con alcohol plantearon la ne-

cesidad de encarar la concentracidn de los macerados enzimdticos
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iniciales, a fin de disminuir el consumo del mismo. Por otra parte,
con extractos mis concentrados el control estequlométrico de las de=-
terminaciones se puede hacer con mayor exactitud.
Zn la literatura no hemos hhllado ningln detalle concreto sobre el mé-
todo de congelamiento, fuera de la cita de su existencia, En los ensa-

vyos efectuados se establecid la sigulente técnical

X
Parte e8perimental

Se partié? de macerados obtenidos por tratamiento de afrecho enmoheci-
do con tres veces su peso de agua comin, filtrados a presién y neu-= *
tralizados a pH 7. Se pusieron en heladera y una vez producida la
congelacidn se separaban dos porciones, una sélida y otra liguida,
que se pesaron para esbablecer la proporcildn de cada una.

Se complementaron los ensayos en medio neutro con otros efectuados en
medio fcido (pH 3) ¥y en medlo alcalino (pH 11).

Sobre el 1liguido obtenido se hizo un segundo y un tercer coangelamien-

Tide W

bo v sotre el sélido se lo licud primero y luego se hicieron dos nue-

vas congelaciones, de acuerdo al esquema sigulentes

Lisuido inicial

Liguido 1 Conrelado 1
Licuido 2 Conge. 2 Lig.2 Conge2
Lig.3 Cong ¢ 3 L{g. 3 Conge3d

Se determind el poder amilolftico dAc las dos porciones obtenidas du-
rante el primer coagelarmiento sa medio neutro, 4cido y ~lcalino, con

los sigulentes resultadost:
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Alcalino Acido Neutro
Peso de lfc.inicial: 81 Sre 82,3 81,L gr.
Peso de 1ig.final 1 1t 6,8 " 8,2 6,5 "
Concentracibn 11,9 veces 10,0 veces 12,5 veces
T{tulo 1liq.inicial L,2 L,2 li,2
Titulo 14q,final 1 3 1,6 15,1 15,0

Estos resultados demuestran que conviene mis trabajar en medio neu-
tro.

Se Yfefectuaron entonces controles para deterriinar el grado de con-
servac1én de la enzima, titulzndo con el método colorimétrico de
Folin las dos porclones ottenidas por un prinmer conéelamiento en

medio neutro @

Material Cantidades Titulo por jramo Tftulo totel
Lig. %inicial 100,1 gr. 2560 260
Lig. final 1 8,35 " 1550 129
Congelado 1 91,75 " 2,6 226

~

L

2 pérdida de poder arilolftico durante la operecibn es: 360 - 355
5s 1o que representa aproximadamente 1,l %,

En otros ensayos la pérdida llegd como méxime e 2,79,

El sumento del poder amilolitico se puede segulr tomando ls densidad
dc los 14751308 corn balanza de Lohr, haciendo previamente determina;
cién de tal actividad para fijar la equivalencia de los valores.
Agregamos tres e jemplos de diferencia de densidad entre la porcién

s6l1ida y la 1{quida producidas por un primer congelamientot

LI(]L}idO___]_.__ Congielado 1
1,0061 1,0118

1,0390 1,00.8
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Se estudid por Ultimo la posibilidad prédctica cde la triple congela-
cién, controlando la variacién del poder enzimitico de las sucesi~-
vas porciones obtenidas,

Tnteresabs en primer lugar el lfquido 1. Con 81 se efectud una se=
gunda congelacibén, separindose dos partess Lfcuido 2 y congelado 2.
No se pudo efectuar una tercera congelacidn del liquido 2 por la pe-
quefia cantidad obterida.

Como en el Congelado 1 contenfa alin casi 2/3 del poder enzimitico i-
nicial, se lo volvid a licuar a temperatura ambiente y se efectud

con 81 uns segunda congelacidn, obteniéndose un liguido 2' y un con=-
gelado 2' que se desprecid.

£l 1icuido 2' se volvid a congelar, dando una pequefia cantidad de 1li-
quido 3', y un congelado 3' que también se¢ desprecil.

Se determind el peso y el poder amilolftico de cada una de las porcio-

nes obtenidas, con los slguientes resultadosit

Material Peso T{tulo por gr. T{tulo total Pérdidas
2{quido 1inicial 100 gr. 3,60 360 a - (b4c)
2fquido 1 9,9 v 1%,9 137)9 59

) 35,1
Jongelado 13 90,1 2,L0 216,2 b - (dde)
8
v O ’
fquido 23 1,2 " 43,6 52,%
' 13l,1
Jongelado 2% 8,7 " 9,k 81,8 - (£+g)
_ L,
guido 2% 8,2 " 9,1 74,6
' ' T 212,1
Jongelado 2% 81,9 " 1,68 137,5
Liguido 3¢ 0,9 " 28,3 25,4
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Se observa cue aumentd la concentracibén con sucesivos congelamientos,
pero al mismo tiempo disminuye la cantidad de enzima utilizable por-
que una parte pasa a los congelados que deben desecharse por su esca-
sa actividad.
Conviene de cualquier manera utilizar el 1lfquido 1 mezclado con el 11-
quido 2', ya que son los de mayor volumen, obteniéndose as{ cerca de
las dos tercaras partes del poder enzimdtico total del macerado ini-
clal,

Las pérdidas de poder enzimdtico son relativamente pequeifias,

Conclusiones

1° ~ Por congelamiento se puede concentrar macerados enzimidticos.
La enzima se concentra fuertemente en la porcién 1liquida
despuds de la congelacidn.
2° = Por sucesivos congelamientos de ambas porciones se puede lle-
gar a grandes concentraciones de enzimas, pero las pérdidas
por dilucidén en el congelado limitan su aplicacidén. En la préctica

conviene concentrar entre 5 y 10 veces.

3° = E1 poder enzimético disminuye poco durante el ¢ongelamiento
¥ los manipuleos subsiguientes, No pasa en ningin caso del
3%
4° = En trabajos de rutina se puede usar como control de la acti-
vidad enzimdtica el aumento de densidad de las porciones lfi{quidas,
estableciendo con una determinacidn previa la equitvalencia de valo;

TOS .

6°= Concentracidén al vacio

Se realiz§ un ensayo previo colocando una cépsula con 1l{quido

de maceracidn en un desecador al vacio conteniendo SOh Ho
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Se obtuvo depués de un mes un residuo sirup036 con poder amilolftico
inferior al inicial.
Se abandond este método por carecer de elementos para concentracidn a

baja tempsratura.

7° = Preparacibén de un producto similar a la Polidasa C.

La polidasa C no es un producto purificado. Se trata en realidad
de afrecho emmohecido tratado con alcohol para destruir las espo-

ras, y prensado y desecado convenlentemente.

Parte experimental

Se prepararon cultivos de A.Orlzae en escala semiindust#ial, sobre

500 gramos de afrecho, Una vez blen esporulados se trataron con sufi-
ciepte cantidad de alcohol a 96° para gue la concentracidn pasara de
70%, v se dejaron una hora. Se prensaron lo més perfectarente posible
y se desecaron después en estufa a 37°,

Sobre el material original y sobre el matepial tratado con alcohol y
desecado se determind el poder amiloli{tico, comprobando una dismimicidn

de solo 5% sobre el inicial, expresando arbos en gramos de glucosa por

gramo de afrecho seco,

Observac iones

El alcohol de T0° no extrae las amilasas del afrecho y destruye las
esporas, Resulta asi un producto con buen poder amilol{tico, que no
contamina los sustratos sobre los que acta. Se conserva pefifectamente.
La actividad de este preparado no se pudo compararar directamente con
la Polidasa G, pero su aplicacidn a la sacarificacién de granos para

la producciédn de alcohol permitid controlar los datos obtenidos con
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CAPITULO 6°~ APLICACION DX LOS PRODUCTOS OBTENIDOS A OPERACIONES

INDUSTRIALES

Los productos obtenidos con posibllidades de aplicacidn industrial
fueront

1°- Afrecho ermohecido desecado al aire libre,

2°; Afrecho ermohecido tratado como Polidasa C,.

3°w Liquidos de maceracidn de afrecho ermohecido.

LL°=~ S81idos obtenidos por precipitacibébn de dichos 1figuidos con al=-
cohol de T0%.

Para los ensayos que siguen utilizamos solamente los tres primeros, ya
que los Ultimos resultan demasiado costosos para tales aplicaciones.
Los controles efectuados abarcaron los sigulentes puntos:

a) = Clarificaciédn de jugos de frutas

b) = Purificacidén de pectinas

¢) = Produccidn de alcohol

d) = Sacarificacién de granos de cereales
Los distintos extractos enzimdticos empleados se compararon en su acti-

vidad con malta, pectinol D y takadlastasa,

a) = CLARIFICACION D JUGOS D3 FRUTAS

El objeto del tratamlento consiste en obtener una beblda clara,
esteril y estable, que retenga el valor alimenticio y las prople-
dades orgenolépticas de la fruta fresca de la que proceden,
Para tales fines se aplican en la industria productos ricos en enzimas
pectinoliticas, sustancias clarificantes de accidén mecénica y enzimas
“"clarificantes", de accién compleja, pero cuyo efecto final es provo;

car una mayor velocidad de filtracidén y obtener un producto mds 1{mni-
do.

Es con estos motivos que se usa la malta (a vecez con muy poco éxito),
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7 diversos productos enzimdticos c¢lesborados con aspersillus ‘iiger, Fla-
vus Orizse, Tamarii, ctce., ¥ con Penlcillium y Khizopus.
Las patentes norteamericanas para el uso de tales productos son de los
afios 192ly, 19%0 y 1933, Las germanas son de 1937, utilizando Aspergillus.

(ver Tauber., ¥nzyme Chenistry).

Parcte expcrimental

Se controld el aumento en la velocidad de filtracidn y la accidn clari-
ficante producidos en lcs jugos de frutas por les macerados enzimdticos
o0 por el afrecho ermohecido, determinando el tiempo v 1ln temperatura

mis convenientes,

1° - Sobre juso de uvas

Se empled jugo de uvas prepsrado para producir vino, guardado en

heladera y sin ningln tratamieato previos

Aspecto
ant:i4ad  Cantilad  Actividad Relacidn Tiempo ‘Temp., c¢2.7ilt. del f£il-
& Juzso de 2nzima ds la enzima Easine de en i,val +btr:odo

jugo accidn tiempo )
100 cc. Toatico - - 1/2 he 3%0° 30 muy turvdl
/
100 cc. 1 cc. %42 irjcc. 11100 1/2 b 30° 59 Lurtio
100 cc. lo " menos
3,2 gr/cc. 10:100 1/2 h. 3%0° 64 turvio
100 cc. 2 gr.ofre- I:€Nn0s
N / By
cho 9,6 gr/gr. 2:100 1/2 n. 30° 66 turbio
A 1la temoeratura de 30° ¥ con media hora ds maceracidn los wesultr-
dns no son sahisfac ios. Se observa que un wameni;o

crande de 1{-
cmido enzimético produce muy pequefio aumento de velocidad de filw-

tracibn, sii clariicar completzrmente 8l jugo.
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Observaciones

La cantidad de 1fquido filtrado se determind emnleando embudos del
nismo tamafio, llenades de liquido hasta la misma altura al mismo tiem-

poe Bl 1liquido filtrado se recogia en probetas graduddas y se compara-

v

ba la velocidad de filtracibédn y la limpidez respecto del testigo.
Se efectud un secundo ensayo = 50° de temperatura, manteniendo durante

on

una hora 1la accidn y filtrando

by

espués con la técnica indicada. Se em-

¢

plearon diferentes concentraciones de macerados (cxpresados en cce) ¥
de afrecho emmohecido seco (expresados en gr.), con los siguientes re-
sultadost

Relacidn ccl.filtrados

Cant idad Cant1dad Actividad enzima en Aspecto del
de 3jvgo de ezima de enzima jugo tiempo filtrado
100 cc. Testiso %5 ‘Kuy turbio
200 cc. 2 gre. 9,6 1:100 9l Casi limpido
100 cc. 2 " 9,5 1:200 98 Casi limpido
600 cc. 2 " 9,6 11300 90 Casi 1{mpido
800 cc. 2 " 9,6 1:5500 8% Casi 1fwpido
1000 cc., 2 " 9,6 11500 80 Casi lfmpido

Observaciones

Vo se obser®d aumento del poder reductor en los l'iquidos filtrados
respecto del lfquido original, probados por el Fehling al ferricianuro.
Esto hace suponer que la accidn clarificante se basa més en la destruc-

cién de proteinas y pectinas que en los almidones del jugo.

Jowclusiones

-—— -

Tos 1fguidos macerados yel afrecho cmmoheclido achiian sobre 1098 jupgss
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de uva disminuyendo su viscosidad y facilitando su clarifidacidn por
filtragidn.,
Las mejores condiciones 4e tiempo y temperatura son 1 hora a 50°,

Con afrecho tipo Polidasa C, se lograba suficiente clarificacidn a

concentracidén 1: 500.

Los mismos resultados se mantienen en muestras de tres litros.

2° = Sobre manzanas

Se usaron manzanas "cara sucia” j "3elictosa®, Se exprimieron en
una prensa agrggando agua destilada para que fuera pasando todo
en forma de papilla, excepto la céscara, E1 jugo obtenido no da color
azul con el 1odo, sino rojizo, lo que indica ausencla de almidén y
presencia de dextrinas,
Se emplearon liquidos de maceracién de poder amilolitico 3,2 y afre-

cho tipo Polidasa de poder 9,6, haciédndolos actuar a temperatura ame

biente (20°-259% durante tiempo variablet

Cant 1dad Cantidad Tiempo cc.f1ltrad.

enzima en tiempo Aspecto  QObservaciones
100 cc. Testigo 1 h, 30 turblo No e lee g
. través
100 cc. 1 cc. 1l n, 80 menos tur- Se alcanza a
bio leer a través
del tubo
100 1 cc, 2L} hs, 91 Limpido Se lee perfec-
tamente
500 1 gr. 1" 77 menos tur Se alcanza a
bio leer a través
del tubo
500 lgr. 2y " 88 1{mpido Se lee perfec-
tamente
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™)

3¢ - Sovrs naraniss

Se usd jugo de naranjas obtenido por expresidn.

PRI

Se ensavaron distinbas concctriciones y tiempos a dos tempsratu-
rast los ensavos en 2l horas a temperatura ambiente (20-25%, y los en-

3ayos en una hora o 50°%,

Cant idad Canbided
de jugo enzina Tilemno Temper. cce.filtr. Aspecto Observacio-
nes
100 Testigo 1 h. 50° %8 turtlio no se lec
100 0,5 cCe 1" 50° ol menos tur
bilo se lee mal
100 L  cc. 1" 50° 96 menos tur
vilo se lee mal
100 o cc. 2l " amo . 96 casl limp,., se lee me=
Jor
100 1 gr, 1" 50° 9% menos tur
tio se lee me=
jor
100 1 sgr. 2, amb 96 casl lirmp. se lee mc-
jor
%00 1 gr. 2 anb o ol menos tur se lee po=
blo co
500 1 gr. 2l " amb . 91 menos tur se lee mal
bio
Conclusiones

Las muestras de Jugo de naranja probadas no se clarifican tien con el

afrecho tipo Polidasa C ni con los macerados enziméticos,

L° = Sobre jugos de frutas elaborados industrialmente

Se efectunron ensayos con jugos de frutas producidas en una fabria
ca y facilivados gentllmente en ol momento ndecuado de [ALricams
cibn. c

Se provd primero durante una hora a 50°,
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Juzo de Cantidad Enzima ccofiltr,
en tlempo Asvpecto Observaciones
iruela 100 cc. Testigo 30 turtio no se lee a través
" 100 cc. 1 cc. 20 mis l{mpido se lee a través
" 300 cc. 1 gr. %5 més limpido se lec o través
‘anzana 10C cc. Testigo 35 turbio no se lee
" 100 cc, 1 cc, 35 mis limpido se lee
n 300 ccC. 1l gr, L1 mas 1impido se lee
rambuesa 100 cc., Testigo 32 turbio no se lee
n 100 cc. 1 cc, 32 menos turbio se lee poco
n 300 cc. 1 gr. 35 mas 1lfmpido se lee
emorillo 100 cc. Testigo 32 turblo no se lee
" 100 cc. 1l cc. 35 menos turblo se lee poco
" 300 cc. 1 gr. 38 mds 1lf{mpido se lee

De acuerdo a estos resultados se ensayd con mayor cantidad de 1lfquido
vy durante 2L 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 dfa para el otro

a la temperatura ambilente, antes de filtrar,

Jugo de Cantldad Tnzima Aspecto Observaclones

Ciruvela 500 cc, 5 cCa 1{mpido Se lee perfectamente

v 500 cc. 1 gr. 1impido Se lee perfectamente
Manzana 500 cc. 5 cce menos limp, Se 1lee

n 500 cca 1 gr. menos limp. Se lee
Frambuesa 500 ccC. 5 cCe 1{mpido Se lee bien

" 500 cc. 1 gr, 1impido Se leo bien
Membrillo 500 cc. 5 cce limpido Se lee perfectamente

n 500 cc. 1 gr. 1{mpido Se lee perfectamente
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Tanto los macerados como el afrecho tipo Polidasa C actiian bien
como clarificantes de jugos de ciruela, frambuesa y membrillo, y al=-

go menos eflcazmente sobre jugo de manzana,

5° Ensayos comparativos con Pectinol D,

Se consiguild obtener en el mercado una pequefia muestra de Pectinol
D, empleado espetcialmente como clarificante de Jugos de frutas,
Se efectuaron con 81 ensayos comparativos, prepgrando una soltcidn al
1% y empleando 100 cc. de jugo para cada ensayo, agregando distintas
cant1dades y dejando 1/2 hora a 50°.

Los resultados obtenldos se indican en los sigulentes cuadrosi

2) - Jugo de ciruela
Macerado Pectinol D Aspecto del filtrado
2 cco - Menos turbio
L cce - Limpido
- 2 cc, Casi limpido
- i cc, Limpido
Resultado

Se necesita doble cantidad de liquido de maceracidn que de Pectinol

D al 1%. - Ambos resultaron eficaces.,

b) - Jugo de manzana

Macerado Pectinol D Aspecto del filtrado
2 CCoe - lienos turblo
L cco - Casi limpido
5. cCe - Liimpido
- 2 cce Turbio y mas oscuro
- L cc, Turbio y mids oscuro
- 5 cc. Turbio y mds oscuro
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Resultado

E1l 1fquido de maceracidén es més eficaz que el Pectinol D para la cla-

rificacidén de jugo 4e manzane,

zste Altimo oscurecs los jugos, dejdndolos turbilos.,

¢) Jugo de frambuessa

Macerado Pectinol D Aspecto del filtrado
2 cCs - kenos turbilo
L cc. - Casi limpido
5 cCoe - Limpido
; 2 cc Ilienos turbio
- Ly cco Casi 1fmpido
- 5 cce Limpido

Resultado

E1l 1{quido de maceracién y el Pectinol D acttian coniigual eficacia en

la clarificacidn de jugo de frambuesa,

d) Jugo de membrillo

Macerado Pectinol D . Aspecto del filtrado
-2 CCoe - Casi 1l{mpido
i cc, - Limpido
- 2 cCo ienos turblo
- L ce. llenos turbio
- 5 cce lis 1impido

Resultado

%1 1{quido de maceracidn es mejor gue el Pectinol D para la clarifi-

cacibn de juzo de membrillo, Este Gltimo es poco eficaz.
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Concluslones

Se probaron lfguidos de maceracidn y afrechos emmohecidos preparados
como Polidasa D para la clarificacidén de jugos de frutas. Resultan
eficaces para la mayor{a de los juPos probados, en las condiciones
industriales de tiempo y temperatura.

La comparacldédn dec los 1lfquidos con solucibdn al 1% de Pectinol D de-

muestra que ambos tienen una eficacia seme jante.

b) .= PURIFICACION DE LICORES PECTICOS

El uso de las frutas en la fabricacién de pectinas exige que
se las emplee antes de su madurez, porque durante &sta se pro-
duce una considerable dismimucidn de las mismas.
En ese momento los frutos contienen también cantidades considerables
de almidones y sustancias proteicas, que resultan diffciles de sepa=
rar de las pectinas por métodos fisicos, y que es necesario hacerlo
poréue provocarian en los productos finales una turbidez indeseable,
En la industria se emplean para tal fln preparados enzimidticos que
se hacen actuar sobre los licores pécticos durante un cierto tiempo,
Para probar la accidén de los macerados enzimiticos y del afrecho tra-
tado como Polidasa C se efectuaron ensayos comparativos con malta y
takadiastasa Parke Davis,
Se emplearon licores pécticos procedentes de fabrica y listos para
purificar y regulados o no en su pHs
Se probd unicamente la posibilidad de aplicacidn de los preparados
enzimiticos sin efectuar un control riguroso de las condiciones, por
cuanto no podfamos disponer de material en forma suficiente para ha-

corlo en la forma en que se practica en la industria.

Parte experimental
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1° =« Con macerados

Se tomaron muestras de licor péctico, aue daba color azul ccn

el agua de i1odo y se trataron con distintas cantidades de 14~

quido de maceracidn a 38° de temperatura:

Licor liacorado Reacci1édn con sol. 0,01 N de In
1/2 h, L5t 1l h. 12 horas
100 cc. C,l cce azul azul azul violeta azulado
100 cc. 1,0 cc. azul azul azul iacoloro
100 cc. 2,0 ccCo azul azul azul incoloro
100 cc. %2,0 cCo azul viol, incol, incoloro
100 cc. Lh,0 cc. incol, incol. $-col. 11colsro
2° = Gon solucidn dec Takadlastssa P.D, al 137

Licor Takadiastasa Reaccidn con sol, 0,0 W de In
~1/2 h, L5t 1 h, 12 horas
100 cc., 0,1 azul azul azul violeta azulado
100 cc. 1,0 azul azul azul Incoloro
100 cco 2,0 azul azul azul Incoloro
100 cc. 550 azul azul azul i1coloro
100 cc. l.,c azul azul azul 1coloro

Conclusiones

De los dos ensou

rcinlbaron mis actiw

N
1

i

ores resulba gue los macerados enrimfiticos

e 1ln

Con ofreciro Uipo Polidnse D

P

Trlndiastaga Parke Davis al 17,

coM 1 nlha

<<|

Se emnled 1:ual peco* do afreelo ¥ de malta (1



134

de licor pdectico con los sigulentes resultados:

frecho

latarial Reaccibén eon sol., 0,01 N de T»
10! 201! - 30! : 50! 751 12 hs,
Violeta Violeta  Viocleta  Violeta Violeta  Violeta
azulado azvulado azulado intenso rojizo claro
TIdem Tdem Tdem Violeta Violeta Violeta
azulado azulado azulado

Conclus iones

’

%1 afrecho emmohecido tratado como Polidsss C achis en cantidades c~
guivalentes a la malte ccn eflcacis ligeramente mayor en la purifica-
cidn de los licores pécticos.

Le eliminacidn de los almidownes es muy rfpida, mieatras gue la descom-
posicidn de las dextrinas es mis lenta en las condicilones en gue se
krabajbd. EL afrecho tipb Polidasa C. descompone las dextrinas mejor
que 1o mealta.

31 btratrmicnto con afrecho produce de immediato un aclaramiento del
licor péctico. Se separan con facilidad los grumos ¥y se filtro facil=-

mente, obtenidndose un 1icvido l4impido,

¢) PTODUCCION DT ALCOTOL

La intervencidn ce los honzos en la produccidn de slecohol eif{lico
tlene dos aspcoctosi el empleo de los misrios cowo encargados Jde
rcalizar 1lr Termentociédn ~lcohdlica (proceso imylé primitivo (100 ¥
101), o ol aprovechaniento de su poder sacarificante para obtener un
mosto fermentescille 2 partir de materiales ricos en almiddn, que se
fermontan despuds con une levadura,
En este segundo caso se busca reemplazar el uso de la melte, que tie=-

ne algunos incoavenlentes, por oHvcpsrados enzimfticos obtenidos a par=
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Joclusiones

L producciq%n directa de alcokol por el honge es pecuefia en leas con-
diciones empleados. ELl rendimiento calculado respecto Ge la cantidad

todrica de alcohol jus debla producir es taferior al 6%,

d) = SACARIFTCACSION DAL MATY

Bn 1r iadustris del alcohol se tiende cada vez mfs 2l empleo deo
afrecho emohecido cor:o sustituto de la malta durante los proce-
sos de sacarificaciédn (78, 110).
Sigulendo la norma trazada, se controld en ensayos de laboratorio la
capacidad de la; cepas de A, Orizae psra la produccidn de un bﬁen

maische de maiz, controlando su accidn con un ensayo de fermeuntacidn.

Parte exverimental

Los ensayos se¢ efectuaron sobre 100 cramos de malz molido emplecaondo

afrecho ermohecido de distintas procedencis y en concentraciones va=

riables:
< afrechio
respecto Rendirmlento de alcohol
Cultivo 4.0 del maiz Z:del tedrico
2l 1l 93
2l 10 9%
26 1L 92,8
26 1c 92,5

La técnica empleada estd descrita en detalle en el trabsjo de JoYerts,
Laufer, Ttewart y Saletan sobre sacarificacidn de trigo por amilasas

de hongos (110),.

La canvidad de alcohol producida se determind por el método indicado
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(102) previa destilacién del 1{quido alcoh8lico producido.

‘Conclusiones

E1l afrecho ermohecido con cepas de A. Orizae es un buen preparado

sacarificante para la obtencién de mostos a base de maiz. '

P
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10 - Intr0du0016n.ooooooooolooooooooo.ooy.oo.o'oo-oooooocoo
2° - Bstado actual del problema R R R R R

%2° = Posibilidades tebricas y pricticas sesececsccasecscccs

PARTE BEXPER INTNTAL

SLPTTULO I « Aislamiento de cepas de Aspergillus orlzae

a) Aislaniento de cepas de Asperglllus O0rizZ8€ecceeecee 12
b) SiStemétiCﬂ micrObiolégica 800 s svcsereossesssnrooe 15

Conclusiones

L A R RN RN 19

iedlos de cultivo empleados

90 ¢ 00 060 0 ¢ 009000000000 20

CAPITULO II Comprovacidn de la actividad enzimitica de las cepas
obtenidas especialmente con respecto a les enzinecs
~amiloliticas.

1- Control de métodos
a) 18t0308 amilolftiCoSeeeeeesacscoccsocoososscnseoeses 2l
1- ii8todo orizinal de Liatner modlf1cado eeceeeses 26
2- lM8todo clisico de Wohlgemuth mcdificado eeeeees 28
%~ iétodo de Vaksmann modificado seeessscescccesee 31
li- lLilcrométodo de Sastrl y Sreenivasays seeeecesces 31

5= liédtodo cualitativo para seleccionar cepas con
pOCer amilocléstico @0 ¢ 00600 0000000000000 COOCOROIOLIES 31

6- 1étodo industrial para poder sacarificant@secsse. 32

Gonclusiones e.ceceeeeen.. ceveveveereveeeensndy JC
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b) Wétodos proteoliticos

1- Kétodo cualfttativo para la seleccidn de cepas,. 33
2- 1:8t0do dc Tata modificado eesecessrccssssnssssss 33
5; 1:6t0d0 de Gross FUld eeeeesescscsescsccassoccnss 3l
li- 1étodo de Willstatter y Waldschidt-Leitz modif... 3l

CO!lCluSioneS @9 000000 00080000600 200000060080 0600000TO0OL0 35

2 - Comprobacibén de enzimas en el A. OrlZA€ eeseceseess 36
a- Seleccidn de cepas con poder amilocldstico eese 37
b= Enzimas del micello joven del A.oriz8@ecsecececececs 4l
c- Comprobacidén de enzimas amiloli{ticas en exuda-

dOS eecesscesscsssocsscscssocsscsccsscsansccscssssonse ha

CAPITULO ITI Condiciones de 8ptima producciédn y actividad enzimética

Condiciones de éptima produccidn

1l - Control de 2limentos para el A, Orizse
a=- PPOductOS nﬂturales L IR BRI B B BB B I R I B B BN BB BN Y B W hé
b= Accidn de carbohidratos seeeeesececcscnasscces LS
c- Influencia de las sales mineralesS eeeeesesesss 51
d- A0016 n de la humedad.ocoooo.noo....oo'ooooo.o 52

2 = Control sobre factores ambientales

a= Ensayos con medio de agar de CzapeK eecesseces 54
b- Ensayos con afrecho @9 000 sac 0000000000000 57

- variacliones de¢ PH sssecctecscccosscsnccccoscccan 59

variaci6n del pE durante el desarrollo eeosecse¢ H9

lir.'lites de pH @ O 000 0 009 0000009 000000 PO O OO PO 60

= W
B |

gontrol del tlempo de cultivo en la produccibén. 63

3 = Control sobre factores adversos al crecimiento
1 ; control de o5terilizacidnescesescsesssescsance 065
2 -~ nfieros del repicue del cuUlbivVO eeeescsoesssss 66
3 = toxicidad do 1los [ELALES eeeecasnscccncscnaaee b7

i = accibn do antisépticoS eeeecesecececeancsseses 68
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CAPITULO IV Ensayos de cultivo y de actividad en escala de la=-
o boratorio y semiindustrial con fines de aplicacidn

practica

” 1-

cultivo en medio l{guido

a- Velocidad de crecimiento esesvvecsscsccscecnscccne’
b- pH 8ptimo en funcidn del carbohidrato empleado ..
c- Rendimiento en funcidn del t1emMPO eeeescccssccssss
ds Influencia de la cantidad de almiddn eeseescocanss
e= Poder amilolfticCO eececscsscscascsscsessescscnsasne

Conclusiones..l..Q_......'.Q....Q..'I...........'..

Cultivo en medio sélido

a-~ Ensayos sobre cantidades progresivas de medios de
cultivo

S0 0 09009 000000000200 P OO OO RCCEOIEONOELELONOOOSROIOOROEOSEO O

b= Control de temperatura eeececesececscsscescssoccons
c= Control de la cantldad de afrecho essseccscecnccsso
d=- QOntrol de la cantidad de azlcares fermentescibles,
e- Control de humedadesesessesessesassessoscsssesscson

f) COntI’Ol de contaminaCioneseoooc.O.o...oooo.o.-no..o

g) Influencia del método de desecamiento sobre el po=

deroooto.'oooooooooc.'otooo-oooo.ooooc.o.o.o.oo.o.o

h) Control del tiempo en la produccidn de enZimleeecees

Evolucidn de la producciédn de enzimas en escala in-
dustrial

Conclusiones
Factores que influyen en la actividad amiloli{tica de
los macerados.

a- Resistencla al calor en funcidn del PH eeecsesccons
b- Resistencia al calor en funcidn del tiempo eceseease
c= Influencia A6l DH eseecescccsscsscccosascesasoscesae

d- Influencia de los electrolitos

Q@O Q@ 0 00 0% 00000 h oo
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