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«Je me plais a rattacher aux explications de la science
les usages techniques. Ils sont presque toujours le fruit
d’observations justes».

Pastevr (Etudes sur le vinaigre el sur le vin, pig. 145).

Las alteraciones bacterianas de los vinos no han sido objeto espe-
cial de estudio por los investigadores de la enctecnia argentina, no co-
nociéndose con rigurosidad cientifica cudles son las especies bacterianas
presentes en nuestros mostos o vinos, si bien estin establecidos los
principales procesos de transformacién que se presentan.

Como las alteraciones microbianas de los vinos no constituyen ac-
tualmente en el pais un problema, debido a la técnica enolégica avan-
zada, su investigacion no presenta beneficios econémicos inmediatos.
Pero, como existen procesos bacterianos que normalmente se presentan
en los vinos y como, ademas, las pequefias zonas de elaboracion em-
plean ain métodos de vinificacion atrasados, constituyendo aquéllas
una de las mis serias consecuencias, motivadas las mas de las veces
por la falta de higiene, como he podido comprobarlo, la determina-
cion cientifica de los gérmenes de las enfermedades y de las transfor-
maciones que causan en los vinos, tiene ain, ademas del interés cien-
tifico, importancia econémica real.

Esa misma circunstancia de ser raras, en general, las enfermedades,
en las grandes zonas vinicolas del pais, hace su estudio dificultoso. Por
eso, la ocasion de encontrarme frente a gran cantidad de material me

(1) Trabajo realizado conmio adscripto «ad-honorem» al Laboratorio de Microbiolo-
gia de la Facultad de Agronomia y Veterinaria de Buenos Aires, durante los afios

1932 y 1933.
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indujo a abordar la investigacion de este asunto, cuyos resultados cons-
tituyen el presente trabajo.

Los estudios realizados, consistieron en la determinacion de la com-
posicion quimica y alteraciones de los vinos enfermos investigados, yt
en el aislamiento y caracterizacion de los gérmenes presentes, causan-
tes de aquéllas. La reproduccion artificial de las enfermedades, que no
efectué, fué subsanada con el método de aislamiento adoptado

El trabajo hecho, esta lejos de ser un estudio completo del tema,
lo que hubiera significado intensificar la investigacion quimica de
las transformaciones causadas por los gérmenes en miostos o vinos,
cosa que no he efectuado, debido a su amplitud para ser abordada in-
dividualmente. Considero que esas investigaciones serian un comple-
mento del estudio realizado, del cual jiodria~: sacarse, tal vez, conclu-
siones practicas, como las que se derivarfan de la investigacion de los:
procesos bacteriologicos ttiles, segin se vera en el texto.

Al publicar los resultados de las experiencias hechias, no crea ha-
ber resuelto el problema de las transformaciones bacterianas de los vi-
nos del pais. Las conclusiones obtenidas solo constituyen una contri-
bucion a su esclarecimiento, basada en datos propios, quedando como
consecuencia de las mismas, numerosas lagunas y planteados algunos
problemas, que unicamente pueden resolverse en las propias zonas de
elaboracion, perteneciendo mas al campo de la prictica industrial, que
a la investigacion de laboratorio.

Deseo con el presenté trabajo trazar los lineamientos generales del
conocimiento de los bacterios de nuestros vinos, esperando que alguien
los complete y que sean de utilidad a otros investigadores.

Dejo constancia de mi agradecimiento al profesor de Microbio-
logia, ingeniero agrénomo Santos S. Soriano, por las atenciones y
consejos dispensados mientras hacia las investigaciones, y por ha-
berme sugerido algunos de los métodos utilizados. Agradezco tam-
bién al jefe de trabajos practicos de la misma catedra, ingeniero agro-
nomo Julio A. Paso, por las facilidades que me di6 para su ejecu-
cion.

Agradezco igualmente a los profesores doctor Federico Reichert e
ingeniero agronomo Emilio- F. Paulsen, por las indicaciones suminis-
tradas durante la ejecucion de las determinaciones quimicas en el Labo-
ratorio de Quimica Agricola dela Facultad; al doctor Andrés L. Cor-
so, quien hizo efectuar en el laboratorio a su cargo, de la Oficina Q‘ui¥
mica Nacional, algunas determinaciones anaiiticas de los vinos estu-
diados; yal estudiante de agronomia A. H. do Pico, quien me sirvio
de ayudante en algunos analisis de vino.

Agradezco también al profesor ingeniero agronomo José Testa, al
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ingeniero agronomo Alfredo Boltshauser. y a todas aquellas personas
que hayan suministrado algiin aporte para el presente trabajo.

I. ANTECEDENTES GENERALES SOBRE LAS ALTERACIONES
MICROBIANAS DE LOS VINOS .

a) EvoLucion pEL CONCEPTO DE LAS ALTERACIONES DE LOS VINOS

Las enfermedades de los vinos, son conocidas, puede decirse, desde
que se conoce la elaboracion del vino.

Los antiguos, seginGarLeno, determinaban la época en que cada
vino debia beberse, a fin de evitar las alteraciones, y segun TrirraT,
Prinio el viejo (1) y Teorrasto (*) citan vinos con tendencia al amar-
go- :
Mucho antes de PasTeur se intent6 dar la explicacion de las enfer-
medades. Se admitia entonces, que el vino estaba siempre en un esta-
do de trabajo interno, y que después de la fermentacion, si no se es-
tablecia el equilibrio entre los diversos constituyentes, el liquido ‘en-
fermaba.

Hacia 1800 el conde CmaprarL emiti6 su teoria sobre las enfer-
medades, como consecuencia de los estudios de Fasront sobre la fer-
mentacion vinaria. Cmaprir suponia que la fermentacion era nor-
mal si habia equilibrio entre la substancia végeto-animal, que segtim
Farront producia la fermentacion, y el azicar. Cuando este estaba en
exceso, el vino quedaba dulzaino, pero si la substancia végeto-animal
era la que abundaba, el resto que no se utilizaba en la fermentacion,
producia, decia, todas las enfermedades propias del vino.

El concepto de CuapraL fué sostenido por todos los autores que
se ocuparon del problema, posteriormente, hasta Pasteur. Fué
después de las investigaciones del fundador de la Bacteriolpgia, que
las verdaderas causas de las alteraciones de los vinos se conocieron, y
al senalarse la presencia del micro-organismos como causantes de las
mismas, se pudo, no solamente dar la real explicacion del fenémeno,
sino también establecer los procedimientos para prevenirlo o corre-
girlo.

Las primeras observaciones de PAsTEur en vinos alterados, comenza-
ron en 1858, y sus estudios se prosiguieron hasta 1866, en que publi-

1) Lib. XIV Insigna Culturae Vinearum.

(
(2) De Causis, lib. VI, cap. X.
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¢6 sus: «Etudes sur le vin. Ses maladies, causes qui le provoquen.
Procedés nouveaux pour le conserver et pour le vieillir», cuya segunda
edicién aparecié en 1873.

PasTEUR no solamente demostrd la existencia en los vinos, de micro-
organismos (hongos y bacterios), a los cuales consider6 como cau-
santes de las alteraciones, sino que estudio cada tipo de enfermedad,
considerando las substancias normales del vino desaparecidas, y los
nuevos productos formados como consecuencia de la actividad micro-
biana; y describié en cada caso los gérmenes que a su juicio pro-
ducian las alteraciones. Consideraba asi: la enfermedad de la acetifi-
cacion, la de los vinos «tournés, montés, qui ont la pousse», la enfer-
medad de la grasa, «vins filants, vins huileux», y la del amargor o
amargo, de gusto a viejo.

Sus investigaciones estaban basadas exclusivamente en la observa-
cion directa y la constatacion de la alteracion; no hizo pues, cultivos
de los bacterios de los vinos, y, por lo tanto, no reprodujo artificial-
mente las enfermedades.

Los estudios que con posteridad a Pasteur se efectuaron, confir-
maron ampliamente sus observaciones. Los mumerosos microorganis-
mos que, estudiados en cultivo puro, permitieron dar la explicacion
actual del proceso de las alteraciones microbianas de los vinos, demues-
tran la exactitud del punto de vista con que el gran maestro resolvié
el problema, y muchas de sus observaciones, aun actualmente, después
de casi tres cuartos de siglo, conservan, dentro de las modificaciones
a que estd naturalmente sujeto todo conocimiento cientifico, el valor
v la importancia que se atribuyo en aquella época. )

Después de Pasteur, con el impulso general que tomo la Bacterio-
logia, numerosos investigadores se ocuparon del estudio de las enfer-
medades de los vinos.

Se aislaron bacterios, y se estudiaron en cultivo puro, haciéndose
la reproduccion artificial de las alteraciones. Se constataron en esta
forma la existencia de enfermedades que no habian sido descriptas por
PastEUR, como la. fermentacion manitica, y otras de menor importan-
cia, y se reconocio, ademas, la presencia en los mostos, de procesos
bacterianos que no influyen desfavorablemente en la fermentacion al-
cohdlica normal, sino que, antes bien, pueden ser necesarios y ttiles en
algunas ocasiones: tal es la destruccion del acido malico con produc-
cion de acido lactico. :

Las investigaciones de los diversos autores que se ocuparon del asun-
to, entre los que debe mencionarse en primer término a MirLer-Trur-
AU y OsTERWALDER, por el gran aporte efectuado al conocimiento
cientifico de la bacteriologia de los vinos, el mayor sin duda después
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de los estudios de Pasteur, permitieron establecer los procesos bio-
quimicos que corresponden a las diversas alteraciones conocidas.

Sin hacer un anélisis detallado de los conocimientos actuales sobre
las diversas alteraciones bacterianas de los vinos, que expongo en otro
trabajo ('), consideraré brevemente a continuacion cada una de ellas,
sefialando los agentes que las causan.

b) LAS DIVERSAS ALTERAGCIONES MICROBIANAS DE LOS VINOS

Las alteraciones microbianas de los vinos pueden ser causadas por
organismos aerobios o anaerobios. Entre las primeras se encuentran
la llamada flor del vino,yla acetificacion. Entre las segundas se
tienen : la fermentacion lactomanitica, el torcido, la fermentacion ma-
lolactica, la viscosidad, el amargo, y otras alteraciones menos corrien-
tes, algunas de ellas de existencia no demostrada de manera indudable,
como son: el enturbamiento, la fermentacién butirica, la alteraciéon
sulfhidrica, y el olor a ratas.

1. La flor del vino. La acetificacion

Estas alteraciones son causadas por microorganismos (hongos vy
bacterios) exclusivamente aerobios, cuya principal actividad es la oxi-
dacién del alcohol en dcido acéticoyen CO2. La circunstancia de desa-
rrollarse inicamente en presencia del oxigeno del aire, hace que esta
alteracion, en la préctica, sin perder la importancia que tiene, solo
sea un accidente de la industria, motivado por la no observacion de
preceptos técnicos a veces elementales (rellenos, tapado de recipientes;
etc.), muy diferente de las otras alteraciones causadas por microbios
anaerobios. en que los medios de impedir el desarrollo no dependen a
veces del bodeguero (composicién del mosto, etc.).

Mencionaré aqui, por lo tanto, sélo los organismos que las provocan
y las principales consecuencias de su actividad, dado que por lasicarac-
teristicas que presentan debe ser objeto de estudio aparte.

La flor del vino se caracteriza por la producciéon de una membrana
o velo superficial en el mosto o vino, la que a medida que progresa
el desarrollo de los microorganismos, se espesa, ascendiendo por las
paredes del recipiente o cayendo al fondo.

Al lado de la alteracion del -gusto o aroma, hay cambios quimi-

(1) Anexa, AL, 1935. Las alteraciones bacterignas de los vinos, Con especial refe-
rencie w las encontradas en la Republicy Argentina (inédito).
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cos causados por la oxidacion del alcohol y otros procesos de degra-
dacion de los azicares, del acido malico, succinico, tal vez de la glice-
rina, de las substancias tanicas y colorantes con produccién de dci-
dos volatiles, éteres, alcoholes superiores y aldehidas (Dt Rossi).

La principal actividad es la oxidacion del alcohol con formacion de
acido acético; pero la presencia de éste puede decirse que es transito-
ria, por cuanto lo resisten en poca cantidad y lo oxidan hasta CO»,
casi a medida que lo produce. La principal alteracion que se produ-
ce en los vinos es, por lo tanto, la disminucién del g{xtado alcoholico,
con todas las consecuencias que ello pueda traer.

Los microorganismos causantes de la flor del vino son Eumicetas, per-
tenecientes a los géneros Mycoderma, Pichia y Williar Estos dos 1l-
timos Sacaromiceticeas. Las micodermas son Deuteromicetas, filogeti-
camente consideradas vecinas de las levaduras. Se han sefialado en
Vinos:

Mycoderma vini De Rosst

Mycoderma duplex De Rosst

Mycoderma tenaxr De Rosst

Mycoderma acidificans De Rosst

Pichia membranaefaciens Hansex (= Sacch. membranaefaciens
Hansen)

Pichia californica Servert (= Sacch. membranaefaciens var. cali-
Jfornicus SerrerT)

Pichia taurica Serrert (= Sacch. membranaefaciens var. tauricus
SEIFERT)

Willia anomala Haxsex (= Sacch. anomalus Hansen).

La acetificacion o picadura acética es generalmente una consecuen-
cia de la flor; éstas pueden decirse que preparan el medio de la pica-
dura.

La principal caracteristica es la oxidacién del alcohol a Acido acé-
tico, en forma enérgica, con la intervencion del oxigeno del aire, pro-
vocando el avinagramiento del vino.

Se presenta también en forma de velos superficiales (madres del vi-
nagre), de grosor y aspecto variable segiin la especie que interviene,
los que ascienden igualmente por las paredes de los recipientes y final-
mente se depositan.

A la acetificacion del vino, sigue, como consecuencia, la modifica-
cion de los caracteres organolépticos y demds acciones fisicas y quimi-
cas que constituyen la transformacién del vino en vinagre, que no
es del caso citar en este lugar.
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Los causantes de la picadura acética son bacterios, exclusivamente
aerobios, de los cuales se han aislado numerosas especies en vino, cerve-
za, mostos, etc. A titulo ilustrativo se citan las siguientes tomadas
de De Rossi:

Bacterium aceti HANSEN
Bacterium Pasteurianum HaNsEn
Bacterium Kiitzingignum HAaNseN
Bacterium. oxydans HENNEBERG
Bacterium industrium HexNeBERG
Bacterium Schiitzenbachi HENNEBERG
Bacterium orleanense HENNEBERG
Bacterium curvum HENNEBERG
Bacterium ascendens HENNEBERG
Bacterium acetosum HENNEBERG
Bacterium vini acetati HENNEBERG
Bacterium acetigenum HENNEBERG
Bacterium xylinoides HexvxeBERG
Bacterium xylinum Brown
Etcétera.

2. La fermientacion lactomanitica

He agrupado bajo un mismo titulo dos alteraciones que hasta el
presente se han descripto como cosas distintas: la fermentacion lac-
tica y la fermentacion manitica.

En realidad, como bien lo sostienen MiurLeEr-THURGAU Y OSTER-
WALDER, se frafa de un mismo proceso fermentativo, causado por los
mismos gérmenes, cuyos productos de fermentacion varian segin subs-
tancias hidrocarbonadas que destruyen, aziicares especialmente. Se en-
cuentran entre los principales el 4cido lactico y la manita; el prime-
ro es constante, mientras que la produccion de manita esta ligada a la
existencia de levulosa, substancia a expensas de la cual se forma y, por
lo tanto, no siempre se observa. \ Y

La distincion principal entre la fermentacion lictica y la fermen-
tacion manitica, se debe, entonces, a la presencia o ausencia de ma-
nita, dado que los otros productos originados son iguales.

La alteracion lactomanitica se presenta en los mostos en' fermenta-
cion, especialmente al final de la misma, o en los vinos ya hechos, so-
bre todo si quedaron con azicar sin descomponer. Los caracteres o¥-
ganolépticos del liquido se altera: el olor es acético, y a veces aro-
matico, el gusto acidulo y algo picanfe en la fermentacion lactica pu-

i
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ra, y dulzaino en la_fermentacion manitica, debido a la presencia de

manita formada a expensas de la levulgsa, el color permanece gene-
ralmente inalterado. El aspecto es casi siempre turbio, por la masa
microbiana en suspension, pero dejando el liquido en reposo, se acla-
ra, por deposicion de la misma; con la agitacion se levantan nueva-
mente en el seno del mismo en forma de ondas o nubes.

La principal transformacion quimica que se observa, es la fermen-
tacion de aziicares, con formacion de elevadas cantidades de acido acé-
tico v ldchco que elevan la acidez volatil v la acidez z fha, y fambién
de CO_z. ghceuna‘ Y dCldO succmf{;‘b"ﬁe lovulosa se fonma. ademas,
IRy de los otros azicares alcohol etilico. La manita eleva el ex-
tracto del vino, caracteristica esta que tiene mucha importancia; sin
omccs no es posible constatar su existencia, a pesar de ha-
berse originado, por cuanto por el desarrollo de otros gérmenes ha
desaparecido (1).

A veces hay también destruccion de acidez ['1]&, pues el dcido ma-
lico y el dcido citrico, pueden ser fermentados con produccion de aci-
dos volatiles y de acido lactico.

Los causantes de la enfermedad son bacterios de.los qug se han
aislado varias especies. En un comienzo se crey6 que habia un solo
tipo de fermento manitico, especifico de la alteracion, pero posterio-
res investigaciones demostraron que hay varias especies, las que sin
embargo presentan un conjunto de caracteristicas semejantes. .

intre los primeros investigadores que estudiaron los bacterios mani-
ticos se encuentran : BasiLe, De Cirris, Pecrion, Paris, entre los ita-
lianos; Gavox y Dusoure, Laorpe, Mazi v PacorrTer, en Francia;
MiiLLEr-Tuurcau ¥ OSTERWALDER, en Suiza, efc.

El primer bacterio manitico estudiado en cultivo puro y descripto,
cuya autenticidad se demostrd, es el «fermento, manitico» de Gavon
v Dusoure, estudiado por estos autores (1894, 1gor, 1904) que se
aislé en un vino blanco manitico de Algeria y fué cultivado en caldo
Liebig (20 — 30 g. por 1.). agua de levadura (200-250 g. por 1.), o
jugo de uva diluido. i '

Este germen se consideré durante mucho tiempo como el represen-
tante tipico de fermentos maniticos sin darle nombre. MiiLLER-THUR-
GAU Y Osterwarper ampliaron la descripcion morfologica (1917).
al estudiarlo comparativamente con los gérmenes que aislaron de vi-
nos suizos, y lo designaron Bagcterium Gayoni.

Los bacterios maniticos que estudiaron Lasorpr (1894-1904),

(1) Lo he podido constalar en vipos alterados que presentaban simulianeamente

baclerios maniticos, v otros fermentadores de manita.
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Maze-PacorTer (1904), sin establecer las diferencias con el fermento
manitico de Gavox y Dusoure, presentan como todos los bacterios
maniticos, caracteristicas analogas.

Ademaés del estudio de Gayon y DuBoure, se encuentran como prin-
cipal contribucion al conocimiento de los bacterios maniticos, las in-
vestigaciones de MiiLLER-THURGAU ¥ OSTERWALDER (quienes al estudiar
los diversos bacterios por ellos aislados, en detalle, y comparativamen-
te con otros gérmenes, corroboraron los resultados de Gavowm y Du-
BOURG sobre la fermentacion manitica, y establecieron las diferencias

morfologicas y fisiologicas de los mismos dando la clave para su
clasificacion.

Las investigaciones de estos autores se efectuaron] en Suiza, sobre
vinos alterados, de uva y ofras frutas, comenzandose en 18go. Mii-
LLER-THURGAU estudié entonces, la fermentacion lactica de los vinos
de frutas describendo un- Bacterium pilluliformans ('), gérmen que
en posteriores estudios se considerd vecino al Bacterium mannitopoeum
aislado por el mismo autor de vinos de frutas con picadura lactica (%)
(1913).

Miir.Ler-Trurcau describié otro bacterio manitico perteneciente al
grupo de los gérmenes enérgicos destructores del acido malico y ex-
cepcionalmente productor de fermentacion manitica, al que designo
Bacterium gracile (2) (1913).

Afios mas tarde, MiLLER-THURGAU ¥ OsTERWALDER estudiaron un
nuevo bacterio manitico (1917), que llamaron Bacterium intermedium,
aislado de vinos tintos suizos alterados, gérmen capaz también de d.a_r
fermentacion lactica pura del acido lactico, como el Bacterium gracile.

En sus primeras observaciones, MiiLLER-THURGAU ¥ OSTERWALDER
utilizaron como medio de cultivo, jugo de peras de diversas variedades
(peras de agua) y jugo de uva fuertemente desacidificado, aislando so-
bre los mismos medios (desacidificados) que solidificaron al agar o
“gelatina.

Posteriormente usaron como medio de cultivo mas enérgico, agua

(1) Miitrer-Taureav, H., Eine bisher noch nicht beschriebene Weinkrankheit,
III. Jahresber. d. deusch. Sweitz. Versuchsstat. und Schule f. Obst. Wein und
Gartenb. in Widenswil. 1892-1893, p. 93.

Mitrer-Tuvreav, H., Der Milchiurestich der Obst und Trauben weines.
Centralb. f. Bakt. Abt. II. Bd. 4, 1898, p. 849.

(2) Mirver-Taureav, H., Mannitgirung in Obst und Trauben weinen, Landw.
Jahrb. d. Schweiz, 1907.

Miicrer-Trnoreav, H.. Bakterienblasen (Bakterio cysten). Centralb. f. Bakt.
Abt. TI. Bd. 20, 1908 (pig. 463 Bact. mannitopoeum, péag. 464 Bac. gracile).
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de levadura azucarada y acidificada, aislando sobre gelatina nutriti-
va, picando las colonias bajo el microscopio.

Los tipicos bacterios de la fermentacion lactomanitica de los*vinos,
son, en consecuencia: Bacterium Gayoni, MiLLER-THURGAU ¥ OsTER-
WALDER; Bacterium mannitopoeum, MiLLER-THURGAU y OSTERWAL-
DER; y Bacteritum intermedium, MiLLer-THURGAU ¥ OSTERWALDER.

Las diversas especies de bacterios maniticos se distinguen especial-
mente por la fermentacion de azicares, glucosidos y acidos orgéanicos,
pues morfolégicamente algunas se parecen.

3. El torcido

Esta es una alteracién que se presenta especialmente en los vinos
tintos, pudiéndose observar también en los vinos blancos. Corriente-
mente se observa en los vinos hechos.

Los vinos torcidos se caracterizan por la enérgica alteracion de sus
caracteres organolépticos. El olor es desarrradableJ acefico, Elcante “El

PN

vt
gusto es a veces _insipido o acre, y ain hgeramente AMArgo. La ma-
teria colorante sufre transformaciones; leves al principio de Ia enfer-
medad con decoloracion del vino, son méas enérgicas luego, producién-
dose una verdadera «casse» con precipitacién completa de la misma,
presentando el liquido un abundante depésito, de aspecto mucoso, que
con la agitacion se eleva, en igual forma que en los vinos maniticos.

El torcido de los vinos es una alteraciéon compleja; y la tmodifica-
cién de los caracteres organolépticos es una consecuencia de las trans-
formaciones quimicas producidas por la actividad bacteriana, que se
efecta especialmente sobre las substancias del extracto.

El 4cido tartarico y sus sales desaparecen y la glicerina es atacada.
Con la disminucion de la acidez fija, la materia ‘coloran‘te precipita,
produciéndose una verdadera quebradura del color, tornindose el vi-
no achocolatado;: y si es expuesto al aire. el oxigeno lo vuelve me-
gruzco.

De las escrupulosas investigaciones de MirLEr-TaurGAU y OsTER-
WALDER, se deduce que el torcido no es una fermentacion propionica
del acido tartarico y sus sales, como lo sostuviera Ducrauvx, sino que
estas substancias son fermentadas con produccion de acido acético y
carbonico, y la glicerina, ademas, con formacion de dCldO acetlco pro-
pionico y lactico. Los autores observaron que la ghcelma mempxe es
‘afacada; mientras que el Acido tartirico a veces no esta alterado; ade-
mas, sugieren que otras substancias del extracto, como el acido lactico,
pueden ser atacadas. PRt
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La consecuencia principal de las transformaciones que se producen
en los vinos torcidos, es el aumento de la acidez volatil, la disminucion
el extracto, caracteristica ésta diametralmente opuesta ala fermenta-
cion lactomanitica, y la quebradura del color.

En la descripcion de esta enfermedad por los diversos autores, hay
una verdadera confusién, pues se describen con diferentes nombres,
alteraciones que tienen exactamente la misma caracteristica, o bien
que se producen en vinos tan descompuestos que ya no merecen tal
nombre.

Es corriente oir hablar de las ondas sedosas de los vinos torcidos,
como si fuera una caracteristica especifica de la enfermedad, cuando
no es mas que el efecto de la agitacion de una suspension coloidal se-
dimentada, y que se presenta igualmente en vinos maniticos, o con
olras alteraciones.

De la misma manera, reina confusién en la descripcién que hacen
los autores franceses e italianos de la enfermedad, cuando consideran
que existe la «pousse» o «subbollimento» y la «tourne» o «girato»,
no distinguiéndose ambas mas que por la presencia de CO2 en la pri-
mera.

Como bien lo observan MiiLLer-TaurGAU y OSTERWALDER no exis-
te fundamento para caracterizar una enfermedad por el desarrollo de
CO2, pues esto se observa en la fermentacion lactomanitica, la fermen-
tacion de acidos, la gratidud, etc. Estos autores sostienen que los in-
vestigadores franceses tal vez han descripto como vinos con «pousse»,
lo que no era mas que una fermentacion malolactica, o comienzo de
picadura lactica. \

Como agentes de la alteracion del torcido, descubrié Pasteur, bas-
toncitos finos agrupados en filamentos de largo variable, del grosor
de un micrén, que encontré miuy parecidos a los gérmenes del la
fermentacion lactica; MiiLLErR-TaURGAU y OSTERWALDER suponen que
Pasteur no haya tenido en estudio verdaderos vinos torcidos, sino ca-
sos de picadura lactica.

Después de Pasteur se describieron muchos gérmenes como los
agentes del torcido, pero con caracteristicas que los descartan como
tales. Asi se pueden considerar el Bacillus saprogenes vini 1—VII y
Micrococcus saprogenes vini 1—1I, de Kramer, estudiado en 18go,
y el Bacilus roseus vini A y B de Borpas, Jovrix y de Rackowskr
(1898 b, 1898 d).

En Ttalia, Gaveazzi, en 1895, sefialé gérmenes de vinos torcidos con
caracleristicas que presentan otros bacterios de los vinos, pero sin de-
mostrar que fueran los agentes de esa alteracion. Forrien 19o1 describio
el Bucterium Abbae, aislado de vinos torcidos por cultivos de enri-
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quecimiento, con el que habria conseguido reproducir la enfermedad
en vinos sanos. Llama la atencion que este gérmen sea aerobio y capaz
de formar velos en cultivos artificiales siendo que los bacterios de las
enfermedades de los vinos son anaerobios facultativos, exceptuados
los de la picadura acética.

Pavari, en 1911, aislo también de vinos torcidos italianos un bac-
terio al que De Rosst llamé Bacterium Pavarii. Este germen es el
tnico de los estudiados en Italia que por sus caracteristicas seria uno
de los tipicos agentes del torcido. Si bien se aislé por cultivos pre-
vios de enriquecimiento, se habria conseguido reproducir la alteracion
en vinos sanos, pero no se menciona como se constato. Tampoco se
cita si comprobo ataque de glicerina o acido tartarico, pues los carac-
teres organolépticos son insuficientes para saber si un vino esta tor-
cido.

En Francia, Mazéy Permier (1903) y Mazé y Pacorrer (1904h)
aislaron gérmenes que se describen como agentes del torcido, los que
presenfan caracteristicas analogas a los bacterios maniticos. Como
bien lo sostienen MiiLLER-THURGAU y OSTERWALDER, estos autores han
estudiado fermentos maniticos del tipo Bact. mannitopoeum o Bact. Ga-
yoni, pues no se comprobé desaparicion del acido tartirico en el
vino originario ni su ataque en medios nutritivos artificiales o en vi-
nos sembrados.

Lasorpe (1898-1904) aislo gérmenes de vinos torcidos, con carac-
teristicas de bacterios maniticos a los que consideré como los agentes de
la-alteracion, la que habria conseguido reproducir en vinos esterilizados,
constatando destruccion del acido tartarico y produccion de acidos vo-
latiles.

MiirLEr-TnureAu y OsTERWALDER observan que LABORDE no esta-
blece de manera indudable que el vino de donde fuera aislado el germen
estuviera realmente torcido, es decir, con el Acido tartirico destruido.
Con respecto a la reproduccion de la enfermedad, dicen que s6lo com-
probaron escasa desaparicion del acido tartirico (0.8-1.1 0/00) que di-,
cen podria explicarse por precipitacion del crémor-tartaro. En cuan-
to alaproduccion de acidos volatiles, 3,13 o/oo, manifiestan que s6lo
una parte seria producido a expensas del acido tartarico, siendo el res-
to originado del aztcar existente (2 0/00) al comienzo del ensayo ; de-
ducen en consecuencia que Lasorpe reprodujo mas bien la picadura
lactica que el torcido.

Sin dejar de considerar que el Bacterium Pdvarii de los vinos italia-
nos, v tal vez el Bacterium Abbae, o bien los gérmenes estudiados por
Lasorpe pueden ser realmente agentes del torcido, las tinicas investi-
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gaciones sobre vinos torcidos, cientificamente inobjetables son las de
MiiLLer-TaHurGAU Yy OSTERWALDER.

Estos autores investigaron (1919) numerosos vinos torcidos que te-
nian el acido tartarico y la glicerina alterados, aislando un Bacterium
tartarophthorzun capaz de destruir activamenle estas substancias, y, ade-
mas, otro germen igualmente activo en la destruccion del acido tarta-
rico, pero que ataco débilmente la glicerina, presentando caracteristi-
cas analogas al primero, que fué designado Bacterium tartarophtho-
rum a considerandose como una variedad. Ambos son fermentos
maniticos.

El Bacterium tartarophthorum, que debe considerarse uno de los
agentes tipicos del torcido, ataca el dcido tartarico formando acido
acético y carbomico, y descompone lentamente la glicerina originando
acidos acético, propionico y lactico.

h. La fermientacion maloldctica

Como anteriormente se menciond, este es un proceso biologico que
tiene lugar durante la formacion del vino, como consecuencia del
cual pueden mejorarse sus caracteres organolépticos, por lo que so-
lo excepcionalmente constituye una enfermedad.

Es sabido que la acidez originaria del moslo, disminuye sensiblemen-
te durante la fermentacion alcoholica. Durante mucho. tiempo se tra-
10 de explicar el fenomeno, por la precipitacion del crémor-tartaro,
y luego por la accién de la levadura sobre el cido malico, u otros ici-
dos organicos, que algunos autores ponen en duda. Pero ninguna de
las dos formas de disminucion de la acidez, permitiéo explicar la des-
integracion de acidos del mosto en las proporciones en que tiene lugar.

Los verdaderos agentes del fenomeno, son bacterios, como lo sostu-
vo MiiLLEr-THURGAU en sus primeros estudios sobre el asunto en 18go,
que comprobaron luego Kocn y Serrert, y estudiaron detenidamente
MiLLer-TaurcAU y OSTERWALDER (1913).

La desintegracion de la acidez del mosto («Sidure-abbau» de los
alemanes), reside fundamentalmente en la fermentacion del acido ma-
lico, especialmente al final de la fermentaciéon primaria, con forma-
cion de dcido lactico y carbonico, sin originarse acidos volatiles, o sea
la transformacion dé un 4cido bibésico en uno monobasico, que trae
como consecuencia la disminucion de la acidez total, y el enriqueci-
miento del vino en acido lactico. .7 -

iste es el origen del'acido Tactico de los vines sanos, que, por lo tanto,
debe considerarse un constituyente normal del vino, como lo demostraron
por primera vez MiLLer 1. J. en 1896, Kunz y MoesLinGER en 1901
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y corroboraron posteriormente RoesLer en 1902, SOSTEGNI Y PranDI
en 1903, Paris (1907), y confirmaron en escrupulosos estudios Ba-
RAGIOLA y GODET en 1912, y los autores que investigaron el asunto
con posterioridad.

Como bien lo observaron MiiLLEr-THURGAU y OSTERWALDER, la
destruccion del acido mailico no es una enfermedad, por cuanto no
hay alteracion desfavorable de los caracteres organolépticos del vino,
sino que, por el contrario, suele ser un proceso conveniente, sobre to-
do en las regiones vinicolas que producen mostos muy acidos, en don-
de la fermentacion malolactica contribuye a la obtencion de vinos
mas armonicos. '

Deben exceptuarse los procesos de destruccién de 4cidos del mosto,
causados por los mismos gérmenes de la fermentacién malolactica, que
sefialaron MiLLER-THURGAU y OsTERWALDER (1903) en los que se
observé una alteracion idéntica al torcido causado por la destruccion
del crémor-tartaro, con produccion de acidos volatiles, quebradura del
color, gusto malo, etc. Esa alteracién, los autores la constataron en
mostos pobres en acidos y consiguieron reproducirlas artificialmente
en mostos desacidificados.

Los agentes conocidos de la fermentacion malolactica son microco-
cos, y también bastoncitos.

MiiLLer-Trurcau (1) en 1890 comprobé que la fermentacion ma-
lolactica era causada por bacterios. Posteriormente Kocn (*) en 19oo
hizo estudios sobre la misma utilizando cultivos puros de los gérme-
nes, que no describid, ignorandose si usé bastoncitos o cocos.

SerrerT (*) en 1901 aislo de vinos con intensa fermentacién malo-
lactica un micrococo, que cultivd en agua de levadura, con el que con-
sigui6 la fermentacion del acido malico, al que llamé Micrococcus ma-
lolacticus.

Posteriormente, MiiLLER-THURGAU y OsTERWALDER (1913) en es-
crupulosas investigaciones, aislaron dos micrococos mas, de caracteris-
ticas analogas al de SerrerT, a los que llamaron Micrococcus acido-
vorax y Micrococcus variococcus, que dan fermentacion lactica del aci-
do malico y de los azicares.

(1) MiiLLer-Taurcav, H., Ueber die Ergebnisse neuer Uniersuchungen auf dem
Gebiete der Weinbereitung, Beri. d. XII Deutsch Weéinbaukongr. in Worms.
Mainz, 1891, p. 128. !

(2) Kocu Avr,, Ueber die Ursachen des Verschwindens der Siure bei Girung und

Lagerung des Weines, Weinbaukong. Colmar. Weinbau und Weinhandel, t.
18. N¢ fo, 1900.

(3) Sewerr, W., Ueber die Siureabnahme in Wein und den dabei sich vollzihen-

den Girungs prozess. Mitt. a. d. Girungs physiol. Lab. Klosterneuburg, 1gor.
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Ademas de los micrococos, son gérmenes activos de la fermentacion
malolactica, el Bacterium gracile MiLLEr-TrURGAU, anteriormente
mencionado como fermento manitico, y algunos bacterios maniticos
como el Bacteritum intermedium, que destruyen el acido malico sin
formar acidez volatil. '

Los diversos micrococos malolacticos se distinguen por la fermenta-
cion de azicares y glucosidos, y algunos por el didmetro de sus ele-
mentos.

5. La viscosidad, grasitud o ahilamiento

Esta alteracion, como su nombre lo indica, se caracteriza por la pro-
duccion en los mostos o vinos atacados de una substancia viscosa que
da al liquido consistencia de aceite, grasosa, y que es la causa de que
se vierta silenciosamente de los recipientes que lo contienen, escurrién-
dose lentamente, y de que permita la formacion de hebras como los ja-
rabes. Hay produccion de acidos volatiles y de CO-.

Los tipicos agentes de la alteracién son bacterios, estudiados por
numerosos autores.

PasTEUur senalé en vinos, gruesos elementos esféricos reunidos en
rosario.

Kramer en 1889 describi6 un Bacillus viscosus vini que formaria la
substancia viscosa a expensas de glucosa, de la cual se originaria ade-
méas CO2 y manita.

Borrscn en 1893 sefial6 sarcinas que consider6 vecinas de la Sarcina
flava DE Bary, pero no consiguié reproducir la alteracion. El ger-
men aislado segin Beurens, 1896, es un micrococo.

ApernorLp en 189/, atribuy6 la enfermedad a un Diplococcus I,
sin conseguir reproducirla.

Maze v Pacorrer (190/) aislaron de vinos grasos, un bastoncito
que se comporto como fermento manitico, el que tamble{nl encontra-
ron en vinos torcidos o amargos.

Lasorpe al mismo tiempo en 19o4, aislé de vinos grasos dos bas-
toncitos: No 1 y No 2. E1 No 1 da fermentacién alcoholica de la glu-
cosa y fermentacion manitica de la levulosa. El No 2 di los mismos
productos, pero no desprende CO2 y no forma manita de la levulosa (1).

Las investigaciones mas completas sobre la viscosidad de los vinos,
son las efectuadas por Kavser y Manceav (19o6 a, 1906 b, 1908,
1909), quienes aislaron de vinos grasos bacterios que estudiaron sin

(1) Lasorox, J., Sur les ferments des vins gras ou filants. Extract. d. Procés.
verb. d. séances de la Soc. d. Scienc. phys. el Natur. de Bordeaux, 19o4.

i T,pavwfrwn FaLk q,ﬁ;—r.r a;s-{- 3 T
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darles nombres. Son éstos, bastoncitos, capaces de dar fermentacion
manitica. que morfologica y fisiologicamente pueden separarse en
dos grupos. Igualmente constataron la presencia de cocos en rosa-
rios, analogos a los dibujados por Pasteur. Con los gérmenes ais-
lados reprodujeron la alteracion en vinos sanos, estudiando las condi-
ciones que influyen en la misma.

Los microorganismos estudiados por Kayser o Maxceau deben con-
siderarse como los tipicos representantes que causan la viscosidad.

Es interesante hacer notar que las caracteristicas de esos bacterios
son andlogas a las que causan la misma alteracion en otras bebidas
fermentadas, como comprobé Kayvser en la sidra (1911), y en la
cerveza (1913).

Ademas de los bacterios mencionados, se han sefialado en los mostos
o vinos, la presencia de otros microorganismos capaces de provocar la
viscosidad, sea por degeneracion de la membrana celular en dlgunos
casos, por productos del metabolismo en otros, etc., comb por ejem-
plo Dematium pullulans, Botrytis cinerea, Torulas, y aun bacterios
acéticos del grupo de Bacterium rancens.

‘

6. El amargo

Esta es una alteracion propia de los vinos tintos envejecidos en bo-
tellas, que se presenta especialmente en Francia e [talia. Se caracleriza
por el sabor amargo penetrante, caracteristico, precipitacion de la ma-
teria colorante y formacion de 4cidos volatiles y COa.

Como agente de la enfermedad describi6 Pasteur bacterios en for-
ma de bastoncitos gruesos, que se incrustan de materia colorante.

Después de Pasteur, numerosos autores estudiaron los gérmenes
presentes en los vinos amargos, pero hasta el presente p‘uede decirse
que no se ha aislado un bacterio en cultivo puro, que pueda conside-
rarse el tipico representante que cause la enfermedad, pues faltan las
rigurosas pruebas cientificas que asi lo aseguren.

Estudiaron bacterios de los vinos amargos: Perroxcrro y Macero-
ra en 1887, quienes cultivaron un bastoncito grueso con el que ha-
brian reproducido la alteracion; Apermorm en 1894, que no hizo cul-
tivos puros; Lasorpe (1898), quien encontrdé gérmenes con caracte-
risticas andlogas a los maniticos o torcidos; Borpas, JouLix y De
Rackowskr (1898 a, 1898 ¢), quienes aislaron un bastoncito movil
con el que habrian reproducido la enfermedad; WorTmany en 19oo
quien citd un Bacillus vini que no tuvo en cultivo puro y que lo ha-
bia encontrado en vinos mo amargos; y, finalmente, Maze y Paco-
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TTET (100/) quienes encontraron gérmenes anilogos a los de Lasor-
pE, evidentemente bacterios maniticos.

Uno de los autores que mas se ocupé del estudio de los vinos amar-
gos es VorseneT (1910 a 1929) quien aislé un bastoncito movil, ae-
robio al que llamé Bacillus amaracrylus, caya principal caracteristica
es fermentar la glicerina produciendo acroleina, que daria sabor amar-
go al vino. Este germen el autor lo encontré también en las aguas, y
lo considera vecino al coli-bacilo y bacilos tificos y paratificos.

Las investigaciones de Vorsexer sobre el Bacillus amaracrylus, no
son aceptadas por la mayoria de los investigadores. Lasorpe (1917
b), estudi6 gérmenes de las aguas capaces de dar acroleina de la gli-
cerina, en forma exactamente igual a los estudios de Voiseser, y
no obtuvo desarrollo en vinos. Como bien lo sostiene Laisorpe, ‘el
Bacillus amaracrylus es, tal vez, unainfeccién de los cultivos, quese
aisl6 cgmo el agente del amargo. 5

Finalmente, debe citarse a MiiLLer-Tauureav y OSTERWALDER quie-
nes en 189/ encontraron en vinos suizos amargos, bacterios anilogos a
los dibujados por Pasteur, con los que habrian reproducido la alte-
racion (segun Kayvser y Deravar, 1927), sembrando vinos sanos.

Ademas de los bacterios, se han seiialado como causantes del amar-
gor de los vinos, otros microorganismos, como Bolrylis cinerea, Pen-
nicillum glaucam y Raccodium cellare.

En lo que respecta al origen del sabor amargo, no se conoce exac-
tamente a que es debido; se sabe que es una consecuencia dela ds-
aparicion de la glicerina, que ya lo habfa demostrado Pasteur; sin
entrar a analizar las diversas investigaciones hechas, que por otra par-|
te no lo demuestran en forma concluyente, parece qus el amargo se
debe a la polimerizacion, resinificacion, etc., de produgtos aldehidicos,
formados, segim TriLraT (1903-1906) y TriLLAT SanTON (IgT0) a
partir de la aldehida etilica, y segin Voisener, a partir de la acro-
leina o aldehida acrilica. Esta ultima substancia fué encontrada tam-
bién por Warcortier y Le Moar (1932) en sidras y peradas anormales.

Algunos autores atribuyeron el amargo a descomposicién de subs-
tancias tanicas, opinion que no comparten MirLer-Taurcau y OsTER-
wALDER en base a sus observaciones.

Debe citarse finalmente, la importancia que tiene la secrecion de
oxidasas de amargor, por parte de los bacterios de la enfermedad, que
cita Marurev (1928), las que Ducraux anteriormente habia sefialado.

Con toda seguridad, como bien lo sostiene Pasteur cuando dice:
«J'ai verifié maintes fois que l'effet d’amertume était du unicament a
une action chimique», el amargo se debe muchas veces a puras reac-
ciones quimicas o fisica-quimicas.

FAG. AGRON, — VIII, II 12
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7. Otras alteraciones

Finalmente, debe mencionarse el enturbiamiento o azul del vino
champagne, que segiin Maze y Pacorrer es producido por el Coccus
anomalus por ellos descriptos (19o4-19o7), pero que seglin ManceAvu
(1907), lo originan los fermentos de la viscosidad, actuando solos o
asociados con levaduras o bacterios aerobios, aislando entre estos tl-
timos, un bastoncito, dos cocos y una sarcina.

La fermentacion butirica, alteracion completamente excepcional que
puede producirse en vinos muy anormales, por verdaderos fermentos
butiricos.

El olor a rata o «Maiisel-geschmack» de los alemanes, caracteri-
zado por el olor a acetamida (orin de rata), quelo causa segin Mii-
LLER-THURGAU y OSTERWALDER, el Bacterium mannitopoeum, al ata-
car glucosa, levulosa o sacarosa, y por altimo:

La alteracién sulfhidrica, caracterizada por la presencia en abundan-
cia de SHe2, que se origina al parecer, por influencia de la levadura
sobre el azufre libre, o compuestos de azufre, debido a la secrecion
de reductasas (hidrogenasas).

No se conoce alteraciéon sulfhidrica en vinos por accién de bacte-
rios (1).

II. ANTECEDENTES ARGENTINOS

La existencia de alteraciones bacterianas en los vinos argentinos, es
conocida desde hace mucho tiempo, y, si bien en la actualidad, con
los progresos de la técnica vinicola, este asunto ha perdido en gran
parte la importancia econémica y el peligro que en otras épocas tuvo,

(1) He tenido oportunidad de observar un vino con elevado contenido en SHe,
que presentaba un olor insoportable. Sel trataba de un vino de Vitis labrusca, de la
zona vinicola de Perico del Carmen (Jujuy). La observacién microscopica denoté
abundante presencia de gérmenes, pero un rapido estudio de éstos, por los proce-
dimientos que mencionaré més adelante, demostré que se trataba de gérmenes corrien-
tes de alteraciones. !

Pude identificar dos especies bacterianas: un fermento manitico y un bastoncito
filiforme capaz de destruir 4cidos mélico, citrico y tartirico, evidentemente una ce-
pa del Bacterium acidovorar que més adelante describiré.

La produccion de SH2 en este caso no ddbe, por lo tanto, atribuirse a actividad
bacteriana, obedeciendo tal vez su existencia, a algunas de las causas anteriormente
enumeradas, por cuanto la formacién de SH2 en vinos, por reacciones quimicas, né
ha sido atn comprobada.
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en los comienzos del presente siglo constituyo un gran problema a
resolver en la enotecnia argentina.

Ya en 1903 en los informes de la Comision Nacional encargada de
investigar el estado de la industria, manifestaba P. N. Arara, refi-
riéndose a las enfermedades de los vinos, que esta era la «condicion
de nuestros vinos de Cuyo, mal elaborados», sefialandio las diversas
causas de deficiencia de técnica que la ocasionaban.

Puede formarse una idea aproximada de la importancia que en esa
época tenian las alteraciones de los vinos, en la observacion del estudio de
los ingenieros agrénomos P. y J. Lavenir (1gob), sobre la compo-
sicion del vino de Mendoza, en el cual, de 377 muestras analizadas,
82 presentaban caracteres de vino manitico, es decir, que el 21.75 )
de los vinos investigados tenian esta alteracion. A titulo ilustrativo
transcribo un extracto de los datos analiticos de los principales vinos
enfermos estudiados, de Mendoza (cuadro No 1).

A pesar de que las enfermedades de los vinos constituyé un gran
problema, no se ha efectuado en el pais un estudio de caricter
cientifico que tuviera por objeto el conocimiento de la flora bacteria-
na normal o anormal del mosto o del vino, y, por lo tanto, la biblio-
grafia de este asunto es completamiente nula

 PacorTET en su libro sobre la vinificacion en la provincia ‘de Men-
doza (1911) se refiere también a las alteraciones bacterianas, trans-
cribiendo integro el estudio realizado en vinos europeos conjuntamen-
te con Maze (190/). Con respecto a los vinos sudamericanos (Ar-
gentina, Chile), manifiesta haber estudiado los microbios comparativa-
mente con los encontrados en vinos europeos, sosteniendo no haber
observado diferencias como «tampoco otras variedades de microbios»,
«Los mas respandidos, dice, son los microbios de la graise y de la
tourne». Ademas, dicho autor manifiesta haber encontrado en vinos
blancos de Chile y Argentina, en botellas, el Coccus anomalus de
los vinos de champagne. Con respecto a los microbios de la manita,
dice que el empleo de refrigerantes ha impedido su desarrollo.

Como veremos mas adelante, si bien es cierto que en los vinos ar-
gentinos, se constata la existencia de algunas especies bacterianas idén-
ticas a las descriptas en Europa, las presentes investigaciones autori-
zan a afirmar la existencia de bacterios completamente diversos, que,
atm pudiéndose comprender en los grupos conocidos, presentan di-
ferencias morfologicas o fisiologicas suficientes para desvirtuar las
afirmaciones de PacorTeT.

Recuerdo a proposito, que con respecto al problema de las enfer-
medades de los vinos, manifestaba el ingeniero agronomo Jose Araz-
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ALTERACIONES BACTERIANAS DE VINOS 1'75‘

raQui (1), uno de los principales propulsores de la técnica vinicola en
el pais, «que eran necesarias investigaciones propias para opinar res-
pecto de lo que ocurria entre nosotros».

En general se han aplicado en el pais, en la lucha contra las alte-
raciones bacterianas, las normas técnicas de los principales paises de
Europa, adaptadas a nuestra modalidad vinicola, sin ocuparse de la
investigacion cientifica de los agentes que la causan, o del estudio de
otros pr‘oéesos bacterianos comunes en el vino, como la desintegracion
de la acidez, que no lo perjudican en sus caracteres orgalépticos.

Las alteraciones bacterianas de los vinos, en el pais, al principio
del corriente siglo, era un problema generalizado en todas las zonas
vinicolas.

En las regiones de clima calido como en las de Cuyo, las altera-
ciones lactomaniticas constituian uno de los mayores inconvenientes
de la industria, como se observd en el estudio, de los ingenieros La-
VENIR, agravado por su presentacion durante la fermentacion alcoho-
lica del mosto. El torcido igualmente contribuia a complicar el pro-
ceso de la obtencién de vinos sanos.

Con el progreso de la técnica vinicola y la generalizacién de las ope-
raciones de acidificacion y refrigeracion de los mostos, grandes pre-
ventivos de las alteraciones manilicas, y de la sulfitacion, que ademds
favorece la fermentacién alcoholica normal, como asi mismo de la
pasteurizacion de los vinos, las alteraciones bacterianas perdieron mu-
cha importancia en la zona de Mendoza, y en gran parte en-San Juan.

Actualmente solo constituye un problemia en las zonas vinicolas de
enotecnia atrasada, en donde la vinificacion se efectiia sin seguir a
veces preceptos elementales de higiene, y sin el empleo de las méquina-
rias o procedimientos modernos que tienden a eliminar esos inconve-
nientes..

Es asi como se observan frecuentemente vinos enfermos en La Rio-
jay Catamarca, con alteraciones lactomaniticas, especialmente favore-
cidas por el clima, y agravadas por el vino ligeramente abocado que
se produce en la zona.

Igualmente en ofras regiones vinicolas pequefias, como Jujuy, En-
tre Rios, efc., es frecuente la existencia de vinos enfermos.

En Mendoza y San Juan, pero especialmente en la primera provin-
cia, puede considerarse un verdadero accidente la presencia de en-
fermedades, que esta relegado, por otra parte, en la generalidad de
los casos, a bodegas pequefias, poco higiénicas.

(1) Avazraqur, J., Apuntes. de Enotecnig (publicados por el Cent. Est. Agron.-
Buenos Aires, 1927).
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En San Juan suelen ser frecuentes aun las alteraciones lactomaniti-
cas, favorecidas por el vino dulce que se elabora. En Mendoza este
inconveniente no se presenta, dado que se producen casi totalmente
vinos secos, de mayor conservacion; pero con todo suelen encontrarse
vinos hechos, con. bastante posterioridad a su elaboracion, y ya en
los centros de consumo, presentando la enfermedad del torcido.

III. INVESTIGACIONES PROPIAS

De las consideraciones precedentes se deduce la importancia de ca-
racter cientifico y practico que presenta la investigacion de la flo-
ra bacteriana del mosto y del vino. Es indudable que su estudio debe
ser posterior al conocimiento del agente normal de la fermentacion
vinaria, pues es logico que debe conocerse primero la levadura y lue-
go la flora bacteriana normal o anormal del mosto.

Con respecto al primer punto, se han hecho ya en el pais algunos
estudios que no es del caso citar aqui, los que si bien no han resuel-
to el problema del conocimiento de nuestras especies y variedades de
levaduras, dan por lo menos una orientacién que permite aplicar a la
practica industrial sus resultados. _

No ocurre lo mismo, como hemos visto, con respecto a la flora

bacteriana del mosto; por eso he considerado util dar a conocer los
resultados, de las investigaciones efectuadas, las que lejos de pretender;
resolver el problema de las alteraciones bacterianas de los vinos en la
Reptblica Argentina solo constituye una contribucién a su conoci-
miento, basadas en experiencias personales.
+ Durante todo el proceso de la vinificacién, se encuentra el mosto
en la posibilidad de contaminacion bacteriana, ya sea por la flora mi-
crobiana acarreada con las uvas, por la falta de limpieza de las va-
sijas de fermentacién o locales respectivos, por las operaciones eno-
técnicas correspondientes, etc.; el vino hecho presenta igualmente du-
rante su manipuleo, numerosas ocasiones de contaminarse. Por estas
causas, es dificil en presencia de un vino alterado, establecer el ori-
gen de los gérmenes que contiene, pero, con toda probabilidad, los
gérmenes de las alteraciones provienen en la generalidad de los casos,
del mosto original.

He utilizado en las investigaciones, vinos alterados encontrados en
los centros de consumo del pais, Capital Federal especialmente, y vi-
nos alterados obtenidos directamente en las bodegas de las zonas de
produccion. He investigado vinos en claboracion, vinos hechos, y en
algunos casos vinos de algunos anos de estacionamiento; en cuanto a


resultados.de
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los tipos, algunos tintos, otros blancos, algunos secos, otros dulces y
con respecto a las zonas correspondientes a Mendoza y San Juan, La
Rioja, Catamarca, Jujuy, Rio Negro y Capital Federal. En sintesis,
he tenido oportunidad de examinar los diversos tipos de vinos que se
obtienen en el pais; los resultados obtenidos tienen pues el valor que
de esto puede deducirse.

Por otra parte, la circunstancia de haber constatado la existencia
de las mismas especies bacterianas en zonas vinicolas geograficamente
bastante separadas, autorizan a dar un valor casi general a los
resultados obtenidos. :

Sin embargo, creo que las observaciones efectuadas conviene ratifi-
carlas en las zonas de elaboracion, y durante los diversos periodos de
la misma, para poder asi aclarar las inevitables dudas restantes. -

Los vinos utilizados, como he dicho, tienen origen muy diverso; al-
gunos provienen de las grandes zonas vinicolas de Cuyo, mientras que
otros son originarios de comarcas de pequeiia elaboracién y menos im-
portantes como Rio Negro, La Rioja y Catamarca y ain vinos ela-
borados en la propia Capital Federal.

Estos vinos han sido obtenidos, en algunos casos, en las propias bo-
degas de elaboracion y existe en consecuencia mayor seguridad de que
su composicion quimica sea el fiel resultado de la alteracién bacteria-
na presente. Otros, en cambio, han sido conseguidos cuando se encon-
traban ya en los centros de consumo, sea personalmente o bien de las
muestras tomadas oficialmente para el control técnico. En este ultimo
caso, la confianza que puedan suministrar los datos analiticos es mas
limitada, dado el manipuleo a que se somete el vino antes de su ex-
pendio.

Sin embargo, de cualquier origen que sea el vino, existen ciertos
datos, que, correlacionados con la presencia de gérmenes, hacen indu-
dable la consideracion de enfermedad; tal es, como caso general, la
acidez volatil elevada, encontrandose el vino en condiciones de anaero-
biosis que lo pone al abrigo del desarrollo de bacterios acéticos, y ca-
sos particulares, como la presencia de substancias nuevas que no se
presentan en los vinos normales, como la manita, y que no se usan pa-
ra adulterar vinos, o la desaparicion de algunos componentes, como el
extracto que en vinos nuevos sélo ocurre en presencia de microbios
que lo destruyen.

Indudablemente, lo maés inobjetable seria que el investigador pose-
yera los vinos en alteracion, cuyo inconveniente no siendo en las zonas
propias de elaboracion, es obvio mencionar, o bien que se guardaran
muestras de los vinos alterados analizados, durante un cierto tiempo,
para volverlos a analizar y constatar las alteraciones quimicas ocurri-
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das. Este dltimo procedimiento, si bien factible, no esti exento de al-
gunos inconvenientes, como seria por ejemplo el caso de un vino que
ya se encuentre en estado avanzado de alteracion y que ofreciese un
mal substrato nutritivo para el ulterior desarrollo de los gérmenes.

No ha sido, por otra parte, mi objeto, el estudio puramente quimi-
co de los vinos alterados, sino mas bien su estudio bioquimico, para
lo cual, una vez aislado el germen, son suficientes los datos analiti-
cos mas importantes que influyen en la calidad del vino, que sean re-
sultado de la actividad microbiana, y que permitan asegurarse que los
microorganismos aislados no constituyen gérmenes accidentales.

Por esto, considero que del conjunto de datos analiticos, es posible
sacar una conclusion aunque sea aproximada del tipo de alteracion
presente, y luego con el germen al estado puro, reproducir las altera-
riones observadas en el vino original, sea en medios niutritivos artifi-
ciales, como he procedido, o bien en vinos sanos esterilizados y con-
seguir asi la comprobacion. :

Las investigaciones que he efectuado, consistieron en el estudio de
la composicion quimica de los vinos enfermos, determinando; en ba-
se a los datos analiticos, los componentes desaparecidos y los nuevos
productos formados, para establecer, por comparaciéon con la compo-
sicion normal del vino, el tipo de alteracion.

Al mismo tiempo, efectué el aislamiento de los gérmenes presen-
tes, directamente del vino, y, una vez obtenidos los bacterios en cul-
tivo puro, procedi a su estudio morfolégico y fisiologico. Caractericé
las diversas especies y comprobé en cultivos artificiales, la fermenta-
cion de las substancias desaparecidas en el vino y la produccion de
compuestos presentes en los vinos alterados, que no se encuentran en
los vinos normales. Demostré en esta forma, que los gérmenes aisla-
dos constitufan los verdaderos agentes de la alteracién. He considera-
do innecesario, por esto, la reproduccién artificial de la misma en
vinos sanos, asunto que, por otra parte, debe ser objeto de investiga-
cion especial y que ha sido subsanado con el método de aislamiento
wdoptado.

IV. METODOS SEGUIDOS EN LAS INVESTIGACIONES REALIZADAS
a) METODOS UTILIZADOS EN LAS INVESTIGACIONES QUIMICAS
Las investigaciones quimicas efectuadas, consistieron en los andli-

sis de los vinos alterados, de los que se aislaron los gérmenes de las
enfermedades, y las determinaciones efectuadas en el estudio fisiol6-
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gico de los bacterios en cultivo puro. De estas altimas me ocuparé mas
adelante: trataré aqui el método seguido en el analisis de los vinos.

Se hicieron en éstos algunas de las determinaciones analiticas co-
rrientes en el control oficial de los vinos, las que se efectuaron en la
Seccion Policia del Vino de la Oficina Quimica Nacional. Ellas fue-
ron: densidad, alcohol, extracto, cenizas, azicar reductor y acidez
total; siguiéndose el método establecido ‘en las normas oficiales de ana-
lisis de vinos (1).

Ademas efectué personalmente otras determinaciones en el Labo-
ratorio de Quimica Agricola de la Facultad, que consistieron en:
acidez volatil, acido tartarico total, acido lactico yl manita.

Los métodos seguidos en estas determinaciones fueron los siguientes:

Acidez wvoldtil.

Se determin6 por el método Boremann: |

50 c.c. de vino (0,25 c.c. vino - 25 c.c. H20 destilada en vinos con mucha aci-
dez volatil), se ponen en un balén efectuindose el arrastre de los 4cidos volatiles con
corriente de vapor de H20. El destilado se titula con NaOH ¥ fenolftaleina co-
mo indicador, Para la acidez volitil total se agregan unos cristales de 4cido tart-
rico en el mismo balén de destilacién.

Manita.

Se determind por el método Secou (2) operando sobre 100 c.c. de vino:

Se evaporan 100 c.c. de vino, colocados en un vaso de precipitacion, has-
la consistencia siruposa, en bailo-maria. Se deja en un sitio fresco uno o
dos dias para favorecer la formacién de cristales. Se exirae con alcohol de
850 saturado de manita a la temperatura de operacién, filtrando el liquido
y lavando varias veces el filtro y el vaso. Una vez seco el filtro, se coloca
sobre el vaso original extrayéndose con 100 c.c. de alcohol de 850. Se
filtra, evitando la evaporacién del alcohol, y se toma una parte pro-
porcional del filtrado, que se evapora a bafio-maria hasta consistencia sirupo-
sa, en cristalizador tarado; después de 24 horas se pesa la manita cristalizada.

En vinos muy dulces, conviene hacer dos veces la extracciéon con alcohol
saturado de manita.

Acido tartdrico total.

La determinacion se hizo siguiendo el método de Harenxke y MoLin-
GER (3) operando sobre 100 c.c.: ’

Se concentra a la mitad el vino, se agregan 2 c.c.de icido acético glacial,

(1) Norma de interpretacién y clasificacién de los productos regidos por las leyes
de la Aduana y de Impuestos Internos. Digesto del Min. de Hac. de la Nac. To-
mo II, pag. 369 y sig. 1928.

(2) J. Pharm. Chim, 1893. (5), 29-103.

(3) Haveske y Mosuincer, Zeits, Analyt. Chem., 1895, t. XXXIV, p. 270.

13
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0,5 c.c. de una solucién al 20 0 de acetato de K., y 15 gramos KCl. Des-
pués de agitar, se agregan 20 c.c. de alcohol de 95° y se frotan las paredes del
vaso; se deja cristalizar en sitio fresco y después de 24 horas se filtra por
Gooch, lavando con 20 c.c. de una solucién formada por 100 c.c. de agua
destilada, 20 c.c. de alcohol de ¢5° y 15 gramos de KCI. Se coloca el filtro en
el vaso original, se agrega H20 destilada y se titula en caliente con NaOIl
y fenolftaleina. Acido tartirico, total por litro es igual a 0,375 X (c.c. dlcali

2 N/4 -+ 0.6).
Aeido ldetico. e

Como no existe en el pais ningtn estudio sobre la determinacion
del acido lactico en nuestros vinos, y no teniendo mi propésito ensayar
métodos, elegi entre los diversos procedimientos de determinar el aci-
do lactico en los vinos, el que consideré mas adecuado.

El método méis conocido es el de Morsringer (1) basado en la
extraccion del lactado de bario soluble en alcohol al 85 0/, que mo-
difico Baraciora (%).

Bontrazr (3), modifico el procedimiento MorsLiNGER separando ace-
tato y lactato de bario soluble en alcohol, y-a su vez Micuer (1931).
introdujo al método Bonrrazr una modificacion aniloga a la de Bara-
GIoLA con respecto al original de MoEsLINGER.

He considerado conveniente proceder de acuerdo al método Moxs-
rincEr modificado por Baracrora, pero con la técnica de Bonrrazr
adoptando las precauciones que se deducen de los trabajos de Paris
(1907) y de Semicuon-Franzy (1931) en lo que respecta al arrastre
de acido lactico, en la determinacion de la acidez volatil del vino.

Procedi en la siguiente forma:

20 c.c. de vino se colocan en una cdpsula de porcelana de 50-100 c.c. de
capacidad, se agregan 2 c.c. de solucion de BaCl2 al 1o 0, se neutraliza
con agua de barita saturada en caliente, agregada gota a gota. El viraje de
la materia colorante y el papel de fornasol sirve de indicador. Se concentra
a bafo-maria hasta unos 20 c.c., controlando la reaccién neutra con HCl di-
luido o agua de barita. Se lleva a un frasco de vidrio de 100 c.c., de tapa
esmerilada, se lava la cipsula con 3-5 c.c. de agua, frotindose las paredes
con varilla de goma, llevindose el liquido al frasco haciendo un total de
2b c.c .Se agrega alcohol de 95°-96° gota a gota (se continta lavando con

(1) Morsuiveer, W., 19o1. Ueber die Siure des Weines und den Siureruckganyg.
Zeitsch. Unters. Nahr. u. Genussmitt., 4: 1120.

(2) Baracrora, W. I.u. Gooer Ch., 1912. Die Wertung der Milchsiure bei der
Weinbeurteilung. Mitt. a. d. geb. d. Lebensmittel untersuchung u, hygiene, 3:2/40.

— Baraciora, W. I v. Scmiierr, O., 1gr4. Zeits. Unters. Nahr, u. Genus. 27
841-83.

(3) Bonirazi, Annales de Chimie Analytique, 1926 p. 193.

— Bowirazi-Ferre, Ann, Fals. et Fraud, 1928, p. 83.
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las primeras porciones la cpsula), agitando hasta llegar a 100 c.c. Se deja unas
horas hasta un dia; se filtra por papel seco y 85 c.c. del filtrado se adicionan de
15 c.c. de una solucién al 10 0o de Na,SOy, se agila, se deja reposar 10-15 minu-
tos y se vuelve a filtrar por papel seco, evitando en ambos casos la evaporacion
del alcohol. 70-80 c.c. del filirado se evaporan a sequedad al bafio-maria,
en cdpsula de cuarzo (o platino). Se incinera a la llama hasta cenizas blan-
cas (agregando unas gotas de agua destilada).

Se titula alcalinidad de las cenizas en la cipsula fria, con exceso de HCI
N/10 (10-20 c.c.) y fenolftaleina, llevando al bafio-maria hasta cerca de tem-
veratura de ebullicién y titulando el exceso de 4cido en caliente con NaOH
N/1o hasta comienzo de coloracién rosada.

Se obtiene asi el dato correspondiente al 4cido lactico - 4cidos volatiles.
Estos se determinan aparte en la forma que sigue: 50 c.c. de vino se colo-
can en un balén de 250-500 c.c. sobre tela de amianto, se destila con corrien-
te de vapor de H20 manteniendo el volumen constante y recogiendo 200 c.c.
en una media hora. En vinos muy acéticos se usan 25 c.c. 4 25 c.c. de
agua.

Conocida la acidez volatil se efectiia la correccion al dato de la alcalini-
dad de las cenizas.

b) METODOS UTILIZADOS EN LAS INVESTIGACIONES BACTERIOLOGICAS
1. El aislamiento y cultivo de los bacterios de los vinos

Uno de los puntos de mis importancia en el estudio de los gérmenes
que causan alteraciones en los vinos, es la seguridad que debe tenerse
de que los microbios aislados sean los verdaderos agentes de las mis-
mas.

El procedimiento mas seguro, es la reproduccion artificial de la al-
teracion, mediante la infeccion de vinos sanos con cultivos puros del
bacterio aislado. Pero a veces es dificil conseguirlo y atn imposible,
por desconocerse las reales condiciones biologicas del medio en el
momento de producirse la proliferacion del gérmen y comienzo de
la alteracion. Circunstancias especiales de riqueza en substancias ni-
trogenadas, en azicar, poco grado alcohdlico, reaccion del medio, o
tal vez de interrelaciones entre todos los factores que favorecen la ac-
tividad bacteriana, pueden obrar para dar oportunidad a la infeccion.
Con toda probabilidad, dado que los gérmenes deben estar constante-
mente en todo el manejo del vino en contacto con éste, su desarrolla
es la consecuencia de adaptaciones progresivas a las diversas condi-
ciones antisépticas que se crean, como por ejemplo el grado alcohé-
lico en los vinos todavia mo hechos, y en determinado momento se
desarrollan activamente favorecidos por desequilibrios fisicos o quimi-
cos que puedan producirse, o biologicos como por ejemplo: en los
mostos, aprovechando una inactividad pasajera de la levadura.



182 REVISTA DE LA FACULTAD DE AGRONOMIA Y VETERINARIA T. VII (2) 1936

Por otra parte, un vino sano es antiséptico por definiciéon, por lo
tanto, solo alterando su normal equilibrio se puede a veces conseguir
la reproduccién de una alteracién. Es asi que se recurre en ciertos
casos, a la dilucion, para disminuir el grado alcoholico, al agregado:
de substancias nitrogenadas o de azicar, para dar alimento al ger-
men, elc.

He salvado el inconveniente de la reproduccion artificial de la alte-
racion, con el aislamiento directo de los gérmenes del vino alterado,

procedimiento que permite tener la certeza de su accion, que es co-

rroborada luego con su comportamiento fisiologico en medios nutri-
tivos artificiales.

Como medio de cultivo y aislamiento de los gérmenes de las alte-
raciones de los vinos, han sido utilizados por los diversos investigado-
res los mas variados y todos han efectuado previamente al aislamien-
to, cultivos de enriquecimiento.

Para citar los principales mencionaré a Lasorpe que utilizo jugo
de uva a veces diluido con agua de levadura, aislando sobre placas;
a Maze y PacorTer que usaron cultivos previos de enriquecimiento
en anaerobiosis, en caldo de porotos con 3 0/ de sacarosa, neutro o
débilmente écido, aislando sobre placas de gelatina del mismo medio;
a Kavser y Manceau que usaron jugo de uva desacidificado, caldo
de porotos, agua de levadura, agua de «touraillons». en anaerobiosis; a
Forrr que uso caldo al 2,5 04 de extracto Liebig glucosado y acidifi-
ficado, aislando sobre gelatina; a MiiLLer-TaHURGAU y OSTERWALDER
que usaron como medio de cultivo, jugo de peras poco acidas o de
uva desacidificado y también agua de levadura con 2-3 0/p de azicar
y 1 9 de acido malico o tartarico, aislando en placas a la gelatina
0 agar.

He utilizado en las investigaciones, como medio de aislamiento vy
de cultivo, el mosto de malta y el de cereales respectivamente, utili-
zados para ofros microbios de fermentaciones en el Laboratorio de
Microbiologia de la Facultad. Estos medios han sido adaptados del
Instituto Bacteriologico de la Institucion Prusiana de Ensayos e In-
vestigaciones de Lecheria de Kiel (Alemania), siendo la primera vez
que se usan para bacterios de los vinos.

La preparacion se efectud en la siguiente forma:

Mosto de Malta. Formula de Henneberq.

Se emplean 250 gramos de harina de malta para 1 litro de agua. Se ca-
lienta el agua a 50°, se agrega la malta y se mantiene en bafio-maria 1/2 hora
a 450 C., con el objeto de poner las diastasas en libertad, que pasan al liquido.
Luego se sube la temperatura a 60-62° C. empleando para ello 1/2 hora y se
mantiene una hora agitando a ratos. Se prueba por la reaccién del iodo si

(U8
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todo el almidén ha sido transformando, en cuyo caso no debe dar coloracién,
o por lo menos color azul poco intenso (granos de almidén dificiles de ata-
car). Si hay color azul intenso se sigue calentando a 60-62° hasta no dar
reacci6n del iodo.

La menor temperatura al comienzo de la operacién, tiene por objeto per-
mitir la acumulacién de dextrina, pues la amilasa tiene un 6ptimo a 57° C.
mientras que la transformacion de dextrina en maltosa es favorecida por
una temperatura mas elevada (62°). ;

Efectuada la sacarificacion, se separan las partes solidas por un lienzo
(granos gruesos de almidén, glumelas, etc.), y se procede a la clarificacion
del liquido. Esto se puede hacer hirviendo y filtrando por papel; pero por
sucesivos calentamientos vuelve a pre(‘ipitar, por lo que conviene, para abre-
viar las operaciones, enfriar a 50° C., agregar clara de huevo y llevar 20’-30" a
autoclave a 100° C. Una vez limpido, se reparte en tubos y se tindaliza 3-4
dias a 100° 1/2 hora por vez.

Para solidificar este medio he utilizado agar al 2 0/ previo arreglo
de la reaccion a pH 6, dado que el mosto es siempre lo bastante éci-
do como para dificultar una buena solidificacion.

El agar de mosto de malta se prepara por la técnica corriente.

Mosto de cereales. Férmula de Henneberq.

Se emplean 250 gramos de harina de cereales (compuesta por dos partes de
malta y una de centeno) en un litro de agua. La preparacién se hace como
para el mosto de malta, hasta la sacarificacion inclusive, pero en vez de fil-
trar, se deja en reposo un rato en probetas, y luego se decanta dejando sélo
el precipitado més grueso. El liquido decantado con el precipitado mis fino
se reparte. Se puede preparar con CaCO3 o sin él. En el primer caso, se
agrega 3-4 0o de CaCO3 previamente esterilizado (r hora a 160° C., calor

seco) y se reparte agitando para homogeneizar la mezcla.

Cultivo de los bacterios de los vinos.

El cultivo se hizo en anaerobiosis. El dispositivo adoptado para ello,
fué el del tapon de vaselina-parafina, que consiste en agregar a cada
tubo, en el momento de distribuir el moosto de cereales, una mezcla
de partes iguales de parafina y vaselina previamente licuada. Una vez
retirados los tubos esterilizados, del antoclave y enfriados en posi-
cion vertical, queda formado un tapon impermeable al aire y cuyo es-
pesor conviene que no sea menor de 0,5 cm. ni mayor de 1 cm. pa-
ra que no sea dificultada la siembra.

En el momgento de efectuar ésta. se calienta exteriormlente el tubo
a la altura del tapon, se inclina rapidamente y se deja enfriar, con lo
que toma forma de pico de flauta quedando ‘asi, espacio suficiente pa-
ra hacer la siembra. Efectuada ésta, se vuelve a calentar exteriormen-
te el tapon con cuidado, y una vez licuada la mezcla, se deja enfriar
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verticalmente para restablecer las condiciones de anaerobiosis. Si los
medios de cultivo son viejos conviene hervir unos 13, dejar enfriar y
entonces hacer la siembra.

Los bacterios de los vinos se cultivan muy bien en estas condiciones,
incubando a 28-300. - i

Se siembra con unas gotas del depdsito separado por centrifugacion,
puesto que la sedimentacion es un método muy largo para obtenerlo,
o bien directamente con unos 2-3 c.c. del vino.

A los dos o tres dias (a veces mas) hay desarrollo, que se mani-
fiesta casi siempre por enturbiamiento fuerte del medio, y por el
levantamiento del tapon de vaselina-parafina, debido a la formaciéon de
gas.

* E] mosto de cereales en anaerobiosis y con CaCOs (igualmente de-
sarrollan sin éste), constituye un excelente medio de enriquecimiento
y conservacion de los bacterios de los vinos. Lia anaerobiosis tiene la
gran ventaja de poder eliminar microbios aerobios siempre presentes
en los vinos alterados, como los bacterios acéticos, muchas de cuyas es-
‘pecies desarrollan bien en tubos abiertos de mosto de cereales.

El aislamiento por el método directo.

He efectuado los aislamientos en cajas de Petri, sobre agar de mos-
to de malta (1), sembrando con material proveniente directamente del
Vino. ;

Este aislamiento directo de los bacterios, sin previo cultivo de en-
riquecimiento, que por primera vez se cita en la bacteriologia de los vi-
nos, tiene la gran ventaja de hacer casi innecesaria la reproduccion
artificial de las alteraciones, que, como antes dije, presenta a veces
muchas dificultades. Ademés es el Gnico procedimiento que permite
conocer de inmediato la flora bacteriana del vino.

En los estudios hechos hasta el presente por otros investigadores, se
han efectuado antes del aislamiento, cultivos de enriquecimiento. Es-
te procedimiento no es objetable, si luego se efectiia la infeccion arti-
ficial de vinos sanos, para reproducir las alteraciones; en caso contra-
rio queda siempre la duda de si el gérmen aislado es el verdadero
agente que la causa, o un microbio accidental que se encontraba en
el vino.

He aislado de un vino enfermo, por cultivo previo de enriqueci-

(1) El agar de mosto de cereales dé iguales resultados que el de mosto de malta,
pero como queda muy turbio es preferible el ultimo.
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miento, un germen que si bien tiene muchas caracteristicas comunes
con los verdaderos causantes de las alteraciones, como mas adelante ve-
remos, presenta, en cambio, otras, que lo destacan como tal. Es eviden-
temente un microbio accidental que se encontrabaen el vino, y que ha-
116 condiciones favorables para su desarrollo en el mosto de cereales.

Este ejemplo pone bien en evidencia la indiscutible ventaja del mé-
todo de aislamiento directo que aqui se propone. Muchas de las polé-
micas que se han efectuado con respecto a los agentes de las alteracio-
nes, probablemente obedecen a razones de esta indole. s

La marcha del aislamiento en el métodoi directo es la siguiente:

Se siembra, estriando en superficie de agar de mosto de malta, el
deposito obtenido por centrifugacién del vino enfermo, y en los muy
alterados directamente del vino, empleando el métodof de la espatula
corta (Bewerinck). Simultineamente y en la misma caja, se estria
un cultivo de enriquecimiento del mismo vino obtenido con anteriori-
dad.

~Una vez desarrolladas las colonias se comparan bajo el microscopio
los diferentes tipos, de ambos origenes. Se pican las diversas colonias
llevando a mosto de cereales en anaerobiosis; en presencia de colonias
iguales se toman las que provienen directamente del vino.

Para picar las colonias he utilizado con mucha eficacia, el dispositivo
micromanipulador ideado por el ingeniero S. Soriaxo (1934), que
permite aislar bajo el microscopio, colonias pequeiiisimias, lo que se-
ria imposible de efectuar a simple vista.

Obtenido el desarrollo, se procede a una segunda siembra en super-
ficie de agar de mosto de malta, haciendo un nuevo aislamiento que
tiene por objeto la purificacion del cultivo inicial.

Conseguido el nuevo desarrollo se hace una tercera siembra en su-
perficie para controlar la pureza. Se llega asi a obtener un cultivo
puro.

Técnica del aislamiento.

En presencia de un vino alterado, lo primero que se efecttia es una obser-
vacién microscopica, para tener una idea aproximada de su flora microbiana.

Se anota si hay bastoncitos o cocos, o bien ambos; en los primeros se ob-
servan las probables diferencias de forma. Pueden existir bastoncitos cortos
o largos, gruesos o finos, etc.; lo mismo en cuanto al didmetro relativo y
forma de los cocos.

Se hace enseguida una siembra del depédsito centrifugado o bien del mis-
mo vino, si estd lo suficientemente velado como para revelar un completo
desarrollo bacteriano, llevando a un tubo con mosto de cereales en anaero-
biosis. Se incuba a 28-30° C.
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Si en el vino habfa bacterios acéticos, como generalmente ocurre en los vi-
nos alterados, las condiciones de anaerobiosis impiden su desarrollo, dado
que esos gérmenes son extrictamente aerobios, desarrollandose activamente los
microbios anaerobios, como son los causantes de las enfermedades de los vinos.

Una vez desarrollados los gérmenes, lo que se reconoce facilmente por e]
levantamiento del tapén de parafina (si el mosto de cereales tenia Ca, por-
que algunos no forman gases), se hace una observacion microscopica directa
y se tiene asi una idea aproximada de los microbios presentes. Estos son ge-
neralmente inméviles, pero no es raro que en los cultivos de enriquecimiento,
aparezcan gérmenes dotados de activos movimientos: pude constatar, a veces,
~enérgicos bacterios butiricos cuya presencia atribuyo a los esporos que puede
contener el vino, puesto que las siembras se hicieron asepticamente:.

Cuando ya se obtuvo el desarrollo se estd en condiciones de proceder al:

Primer aislamienlo,

Para ésto se estria con la espéitula, sobre la placa d» agir d> mosto de
malta, que se aprovecha para dos aislamientos: en una mitad, el cultivo de
enriquecimiento y en la otra el vino directamente o centrifugado.

La operacion debe hacerse lo més rapidamente posible a fin de evitar las
infecciones, que casi siempre ocurre con los microbios del aire, esporos de
hongos, etc., si bien son tan escasas que con toda facilidad se distinguen en
la. siembra efectuada. Por otra parte, con una espitula o bisturi estéril es
siempre fécil eliminarlas cuando son pocas.

El aislamiento simultineo del cultivo previo de enriquecimiento y del vi-
no tiene la gran ventaja de permitir el conocimiento directo de la flora mi-
crobiana del vino, y de dar una idea aproximada de la proporcién en que los
diferentes gérmenes se encuentran presentes. Ademds, puede ocurrir que un
determinado bacterio no forme colonias por el estriado directo del vino, o
bien que forme muy pocas. En este caso, la observacion de las colonias del
otro cultivo mos permilird aclarar las posibles dudas y hacer a veces aisla-
mientos dobles, para mayor seguridad. :

Si el estriado ha sido bien efectuado se tienen en la tltima estria colo-
nias bien separadas, como puede observarse en las fotografias que se acom-
pafian. Se incuba a estufa 28-300 C.

Picado de las colonias.

Una vez desarrolladas las colonias, lo que ocurre a los dos o tres dias (a
veces a los 4-D), se procede al aislamiento bajo el microscopio, utilizando e]
micromanipulador mencionado. Para ello se examinan con el micrqscopio, las
diversas colonias formadas en las dos parfes de la caja, que casi siempre son
las mismas.

La observacion microscopica del germen, mediante un rdpido preparado,
ayuda a veces a reunir o diferenciar tipos anilogos.

A veces, sin embargo, en el estriado directo del vino, aparecen colonias di-
ferentes, constituidas por microbios acéticos que en el cultivo de enriqueci-
miento no han desarrollado por la anaerobiosis; es facil, sin embargo, elimi-
narlas, porque picindolas y haciendo el cultivo en anaerobiosis no hay des-
arrollo.
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Las colonias picadas se hacen desarrollar en mosto de cereales con calcio,
en anaerobiosis, incubindose en estufa a 28-300.

Aislamiento de purificacion,

Cuando ya se obtuvo el desarrollo de los gérmenes aislados, (2-4 dias) se
efectian observaciones microscopicas de cada uno para conocer las diversas
formas; se lendrd asi una idea aproximada de la pureza de cada cultivo. Ade-
mis, como se pican dos o tres colonjas de un mismo tipo se elige el cultivo
que parece mas puro. Se hace entonces un segundo aislamiento que tiene por
objeto la purificacion del mismo.

Se procede en forma anédloga al primer aislamiento, aprovechando una
misma caja para cultivos que se sospeche sean de los mismos gérmenes.

Una vez desarrolladas las colonias, se examinan nuevamente bajo el micros-
copio, se pican algunas colonias iguales a las del primer aislamiento, y se
llevan nuevamente a mosto de cereales con Ca, incubéndose.

A veces hay colonias diferenties que pueden provenir, o bien de infeccio-
nes accidentales del cultivo o de la caja, con microbios banales, o bien a fal-
ta de pureza del cultivo.

En el primer caso se.constata si realmdnbe es una infeccién, lo que se re-
conoce facilmente con un poco de prictica y que corrobora un preparado
microscopico de una colonia picada con cuidado. En tal caso no se efectia
su aislamiento. :

Si hay falta de pureza, se comprueba si el tipo de colonia y de gérmen (ob-
servacion microscopica) responde a algunos de los otros tipos aislados, en es-
te caso se elimina, para evitar una repelicién innecesaria que alarga el ais-
lamiento.

Si fuera algo muevo, lo que puede ocurrir por imperfeccion del primer
aislamiento, por formacién de colonias superpuestas, elc., se procede como si
fuera un nuevo aislamiento siguiendo después como en los otros casos.

Los cocos forman colonias muy pequeiias que demoran uno o dos dias més
en aparecer que algunos bastoncitos, como el Bacterium acidovérar (véase mis
adelante) o algunos maniticos, las que a veces pueden pasar desapercibidag,
por su forma igual a otras de tipo mas grande, pero que recién se estin for-
mando; por eslas causas los cocos suelen aparecer como iimpurezas en los ais-
lamientos de purificacién.

Esta clase de aislamiento se debe repetir cudntas veces sea mecesario, para
obtener el cultivo al estado de pureze. En la generalidad de los casos basta
uno o dos a lo sumo.

Control de pureza,

Desarrollados los gérmenes del segundo aislamiento, debe hacerse el con-
trol antes de considerarlo cultivo puro. Para ello se hace una observacion
microscépica y un nuevo estriado en agar de malta en superficie en cajas
(una puede utilizarse hasta para cuatro gérmenes, haciendo la espatula corta).
Debe constatarse la uniformidad de las colonias, la ausencia absoluta de im-
purezas o infecciones, y la uniformidad en el preparado microscépico, prefe-
rible en este caso coloreado.

Otros métodos de aislamiento usados.

Ademas del agar de mosto de malta en superficie, en cajas de Pe-

FAC. AGRON. — VIII, II ; 13
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iri, he ensayado otros medios nutritivos y otros procedimientos que
también dieron buenos resultados.

Entre los medios de cultivo, probé con éxito el agar de caldo de po-
rotos, utilizado por Maze y PacorTeT, y el agua de levadura levu-
losada.

Como método de aislamiento diferente, usé el de Lisorius-VeiLLoy
citado por Harr para aislamiento de anaerobios, procediendo en la si-
giente forma:

Se siembra en tubos de agar de mosto de malta, de caldo de poro-
tos, o de agua de levadura levulosada, directamente en la masa del
agar mantenido a 420°-45° C. Se agita, se efectaan diluciones, emplean-
do tres tubos en total, y se incuba a 280-30° C.

Se obtienen asi, en el tercer tubo, colonias perfectamente aisladas,
si la siembra no ha sido muy densa. Resulta entonces muy fécil aislar

* las colonias bajo el microscopio, cortando el agar en rodajas, por me-

dio del micromanipulador mencionado anteriormente.

Los aislamientos de purificacion, se pueden hacer en la misma for-
ma. o con el corriente método de las cajas, en superficie.

El procedimiento de los tubos, es conveniente, cuando no se puede
hacer en superficie, como puede ocurrir en gérmenes acostumbrados
a la anaerobiosis, y que en ofras condiciones son poco activos.

Los gérmenes que he estudiado, fueron aislados todos en superficie
de agar de mosto de malta.

2. El estudio en cultivo puro de los bacterios aislados.

Para el estudio en cultivo puro de los gérmenes estudiados, he se-
guido en sus lineamientos generales el método de la planilla bacterio-
logica preparada por el Comité de Bacteritlogos Norteamericanos, in-
troduciendo en ella las modificaciones necesarias para el estudio del ti-
po de gérmenes en investigacion.

A continuacion detallo las diversas investigaciones efectuadas y los
procedimientos seguidos en el estudio de la morfologia, de las ca-
racteristicas del cultivo vy de la fisiologia. .

Método de estudio de la morfologia
Forma.
Se observaron los diversos cultivos hechos en medios sélidos o li-

quidos que se incubaron en todos los casos a 280-309 C.
La observacion en medios solidos se efectué haciendo preparados de
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un cultivo en agar de mosto de malta en superficie, utilizindose el
mismo para tomar las fotografias que se acompaiian. Los preparados
se hicieron una vez obtenido completo desarrollo (2-3 dias), suspen-
diendo el material en una gota de una solucién de rojo congo sobre
el porta-objeto, haciendo luego un frotis.

Como medios liquidos utilicé-mosto de cereales, caldo de carne aci-
do o alcalino y con aziicares o sin ellos, y agua de levadura con o
sin hidratos de carbono. Las observaciones se hicieron una vez obte-
nido completo desarrollo haciendo preparados directos sin colorear.

El agua de levadura fué preparada por el método de Bruerinck
usado en el Laboratorio de Microbiologia de la Facultad, adaptado
del Laboratorio de Microbiologia de la Escuela Superior Técnica de
Delft (Holanda).

Agua de levadura. Férmula de Beijerinck,

Se emplean 200 gramos de levadura prensada por litro de agua.

Se deslie bien la levadura, previamente desmenuzada, en un mortero, em-
pleando al principio poca agua. Luego se pasa a un Erlenmeyer de mucha
capacidad completando el volumen. Se agrega clara de huevo, y se lleva a
autoclave para coagular (15’ a 20" a 115°-120° C. son suficientes); se filtra
por papel y se completa el litro.

He comprobado que conviene dejar reposar dos o tres dias antes d= fil-
trar, a fin de favorecer la precipitacion y obtencion de un liquido claro.

Una vez repurﬁdo se esteriliza a 115° C. una media hora.

Como en la filtracion siempre pasan substamcias en suspension, esterilizan-
do a alta temperatura hay nuevas precipitaciones, por lo que considero con-
veniente tindalizar a fin de aminorar el inconveniente; 3 dias a 100°, 1/2
hora por vez basta.

El caldo se prepard por la formula «standard» (Com. Bact. Tech.).

B A e, G s T 5, o e ol o et 3 _gr.
Poplonassia s ol 2 ol G o e et 5
5 O N S e 0 S et S S S 1.000 cc.

Movilidad.

Se observaron todos los cultivos de medios liquidos, y como ningan
germen presentara mas movilidad que la correspondiente al moyimien-
to browniano, se considerd innecesario hacer coloracion de cilias. Se
hicieron las observaciones en los cultivos jovenes (24-48 horas), de
mosto de cereales, agua de levadura con hidratos de carbono o acidos,
ete.

Esporulacion.

Ademés de la observacion microscopica negativa, en todos los cul-
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tivos viejos, se constato la falta de esporos en la siguiente forma: de
un cultivo viejo (15 dias) en superficie de agar de mosto de malta,
se sembrd en mosto de cereales en anaerobiosis. Se mantuvieron los
tubos sembrados en aguaa 85° C., durante 10 minutos; luego se incu-
baron a 28-30° C. dos semanas. La falta de desarrollo hizo innecesaria
la coloracion de esporos.

Coloracion de Gram.

Se hizo por el método de Korerorr (1) usando material de agar de
mosto de malta en superficie, de 48 horas deincubacion a 28-30°0 C.

El método de Korerorr se efectia como sigue:
Soluciéon A
Violeta de genciana o cristal violeta .. ... I gr.
BN O AEstTIad ol Gl e S S e T e 100 ccC.

Solucién B ¢
Bicarbonato de sodio ... ... ... .. ... 1 gr.
Agua destiladar, 2o ss e et L Aae La s 20 cc.

En el momento de usarse se mezclan 30 gotas de la solucion A con 8
gotas de la B.

Después de fijar el material, se colorea con violeta de genciana alcaliniza-
do, durante cinco minutos o més, se lava con solucién de iodo, se vuelca y
se agrega mis solucién de iodo, dejindola actuar dos minutos. Se vuelea y
se seca con papel de filtro (sin lavar). Se decolora con acetona pura, agre-
gindola gota a gota al porta-objeto inclinado (no se debe tardar mis de
10 segundos).

Korrrorr y Conen aconsejan también una mezcla de acetona y alcohol eli-
lico al 50 0. Burke (2) también recomends 50 0/o de acetona en éter.

Se deja secar al aire y se colorea durante 10 a 30 segundos con el coloran-
te de contraste; se seca y se examina a inmersion.

La solucién de iodo se prepara asi:

3 [57s FoRy i oo Pl il ol B el s 2 i e L L 2 gt
NaOH.NJ, T0: ‘¢,
VN TP T et iy NI e T b o Pt NG o To B

Método de estudio de las caracteristicas de cultivo

Colonias.

Se estudiaron las colonias formadas sobre agar de agua de levadura

(1) Korerorr, N. and Beerman, P.
31:480-82.

— Korerorr, N. and Conen, P.
Gram Stain. Stain Tech. 3:64-69.

(2) Burke, Vieror, 1921. The Gram stain in the diagnosis of chronic gonorrhea,
J. Amer. Med. Assoc., 77:1020.

1922. Modified Gram Stains. J. Inf. Dis.

B

1928. Further studies on a modification of the
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con uno por ciento de levulosa (2 9o de agar), en cajas de Petri, es-
triando en superficie. Se incubd 28-300 C. Después de tres dias se fo-
tografiaron.

Desarrollo en estria.

Se hizo su estudio haciendo, desarrollar sobre agar de mosto de
malta (2 0/ de agar) sembrando de un cullivo frescode mosto de ce-
reales, e incubando a 28-30° C.

Licuacion de gelatina.-

Se usé como medio agua de levadura con 0,5 0/ de levalosa y 15 0)o
de gelatina. No se agregé mas azicar a fin de evitar un comienzo de
licuacion por la acidez que se produce a expensas del mismo, debido
al desarrollo del germen.

Se incubo6 a 284300 y después de varios dias (4-3) y una vez desarro-
llado activamente el germen, se constaté si habia licuacion, enfriando
el medio con hielo. :

Desarrollo en diversos medios nutritivos.

- Se utilizo ademas del mosto de cereales, agua de levadura con o
sin azicares u otras substancias hidrocarbonadas, y caldo acido o alca-
lino y con agregado de azicar o sin él. Como en los otros casos se
incub6 a 28-300, observandose el desarrollo durante varios dias.

Método de estudio de la fisiologia

Relaciones de temperatura.

Se efectud su investigacion haciendo desarrollar el germen en agar
de mosto de malta en superficie, en tubos, sembrando de un cultivo
joven de mosto de cereales. La incubacion se hizo a temperatura am-
biente (15-20°) a 250, a 30°, 370 y 42° C.

Se observo la temperatura a la cual aparecié primeramente el des-
arrollo y la evolucion del mismo en los diversos tubos después de unos
dias, comparandose finalmente el desarrollo maximo alcanzado en
los diversos tubos.

Relacion con el oxigeno.

El ensayo se hizo en tubos de agar de mosto de malta (2 0/ de agar)
en puncion. La siembra se efectud incorporando al medio maniteni-
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do a 42-45° C. una gota de cultivo fresco de mosto de cereales, agitando
para repartir en toda la masa y enfriando con agua corriente. Se
incubo a 28-30° C. y se observo el desarrollo de las colonias cuando apa-
recieron. De la distribucion y cantidad de las mismas en profundidad
se dedujo la relacion con el oxigeno.

Formacion de gases.

Se constat6 en el anterior ensayo; los gérmenes que formaron ga-
ses rompieron el agar, algunos energicamente. Ademas, se ensayo en
mosto de cereales sin calcio en anaerobiosis; los productores de agar,
una vez desarrollados levantaron el tapon de parafina mientras que los
otros desarrollaron bien en las condiciones anaerobias sin levantarlo.

Se observd concordancia de resultados con los dos métodos, en to-
dos los casos. '

Prueba de la catalasa.

El ensayo se hizo sobre el cultivo en superficie de agar de mosto de
malta, a los tres dias y cuando el desarrollo era activo.

La prueba se efectué tocando el medio con la extremidad del ansa
sumergida en agua oxigenada, considerindose negativa sino habia des-
prendimiento de burbujas.

Clultivo en leche.

Se efectud en leche descremada tornasolada, haciéndose durante un
mes las observaciones de acidificacion, reduccion del indicador, coa-
gulacion y redisolucion de coagulo.

Hidrdlisis del almidon.

Se us6 el método Eckrorp (1): Se agrega 0,2 0o de almidén soluble
al caldo (usé agua de levadura) y se incuba 7 a 10 dias. Se examina al
segundo, cuarto, séptimo y décimo dias, para ver hidrolisis de almi-
don, reduccion de la solucion de Fehling y produccién de acidos, ha-
ciendo toques sea con solucién de iodo, de licor de Fehling, o de
indicador de pH adecuado.

Para el iodo, coloracién azul indica hidrélisis negativa, coloracion
parcial hidrélisis con produccion de eritrodextrina y coloracion clara,
hidrolisis completa con produccion de dextrina y tal vez de glucosa.

(1) Eckroro, Marrna, O., 1927. Thermophilic bacteria in milk. Amer. J. of
Hyg., 7: 201-221 (ver péig. 208).
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En caso de completa reduccién debe dosarse el azicar con licor de .
Fehling.

Influencia de la reaccidn del medio.

Se utilizé6 agua de levadura con 1 0y de levulosa de pH 5.8 que se
repartio en tubos de ensayo (7 c.c. por c/u.) esterilizindose a 1150 C.
durante 1/2 hora. '

Se hizo entonces una serie de tubos de pH mas acido o mas alca-
lino, agregandose acido o alcali estéril.

Para el primer caso se usé una solucion diluida de HCI previa-
mente esterilizado por tindalizacion (3 dias 1/2 hora por vez a 100° C.),
que se agregd asépticamente. Se adicioné por tubo 0,2 c.c.. 0.5 c.c.
y 1 c.c. obteniéndose, respectivamente, pH 5, 4,3 y 3.5.

Para la serie alcalina se utilizo NaOH n/10 también previamente es-
terilizada por tindalizacién, que se agregd asépticamente, en cantida-
des de 0,4 y 0.6 c.c. por tubo obteniéndose pH 6,7 y 7.6, respecti-
vamente.

Se obtuvo en esta forma la siguiente serie total de valores pH: 3.5;
4,3; 5; 58; 6,7 y 7.6.

Para la constatacion del pH se sigui6 el procedimiento colorimétri-
co con los indicadores de Crark y Luss (bromotimol azul, bromocre-
sol plrpura, metil rojo y clorofenol azul). El valor pH més dcido es
aproximado.

Se procedi6 entonces a sembrar cada tubo con un ansa de un culti-
vo joven de mosto de cereales, y se incubé a 28-30° durante 10 dias.
Se observo el desarrollo durante este tiempo y al final del mismo se
doso la acidez total en cada tubo, calculandola sobre un mismo volu-
men, para obtener datos comparables.

Influencia del alcohol.

Se us6 agua de levadura con 1 0y de levulosa que se repartié en
tubos con 7 c.c. c/u., esterilizando a 115° durante 1/2 hora. Lue-
go se agreg6 a cada tubo asépticamente alcohol de g5°. Se obtuvo asi
una serie con 6,33, 8,53 y 11,85 0 de alcohol en volumen.

Se sembro cada tubo con un ansa de un cultivo joven de mosto de
cereales y se incubé a 28-30° durante 10 dias. Se observo el desarro-
llo en ese tiempo y luego se doso la acidez total, calculiandose sobre un
mismo volumen por tubo, para obtener datos comparables.

Influencia del SO2.

Se us6 H>0 de levadura con 1 04 de glucosa que se esterilizé a
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115° C. durante 1/2 hora repartiéndose en tubos, 8 c.c. en cada uno.

Se agrego entonces a cada tubo asépticamente el SO2, obteniéndose
una serie gradual.

El SO- se adicioné en forma de sal de K. Se hizo una solucién al
5 0/, mas o menos, de metabisulfito de K, que se esterilizo por tinda-
lizacion (3 dias a 100°, 1/2 hora por vez); se doso entonces el SO2
que contenia, y luego se agregé a los tubos en las cantidades deseadas,
asépticamente.

Se sembr6 con un ansa de un cultivo joven de mosto de cereales y
se incub6 a 28-300. Después de una semana o mas (segin el caso),
de desarrollo, se dos6 la acidez total calculindose con el mismo con-
tenido de liquido por tubo para obtener datos comparables.
Fermentacion de hidratos de carbono y otras substancias.

Para los ensayos de fermentacion he utilizado dos procedimientos:
1) El aconsejado por el Comité de Bacteriblogos Norteamericanos o
sea la fermentacion en medio solido y constataciéon de la misma, por
la variacion del pH, usando indicadores adecuados. 2) La fermenta-
cion en medio liquido, comprobandose la misma por el dosaje da la
acidez producida.

Con algunos gérmenes (bacterios maniticos) usé solo este ltimo
procedimiento, dado que en el medio béasico empleado para la fermen-
tacion no se desarrollaban bien, y no investigué otro que fusra con-
veniente (1).

Fermentacion en medio sdlido.

He usado como medio basico para el estudio de la fermentacion
por este procedimiento, la digestién de caseina. Este medio se preparo6
por la formula usada en nuestro Laboratorio que es una modificacion
introducida por el ingeniero S. Soriaxo al método de Kvre y Rerr-
ger () de fermentacién de hidratos de carbono, para lactobacilos.

La férmula adoptada ha sido la siguiente:

Ha0 destiladays oo 5 i v Mnaden X oo cc.
Digestién de casefna ... il Ll 100 cc.
Extractor de, came. S iz, e - oiinites - wan s 3 gr.
Plptona. = At i St 10 »
Bromo cresol parpura ... ... ... .. .. 0.02 gr.
Agar 5 gr.

(1) En la digestién caseina ensayada hubo desarrollo y fermentacién neta con le~
vulosa en todos los casos, solo a veces con otros aziicares.

(2) Kvre y Rerrcer, Journ. of Bact, 9: 357-94, 1924.

Véase también Huxr y Rerreer, Jowrn. of Bact.,, 20:61-83, 1930; y la mo-
dificacién a la formula de Kure y Rerrcer, usada por “’VE.‘\\‘ER‘, Journ, of In-
fect, Diseases, 51: 273-79, 1932.
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Se prepara primeramente de digestion la caseina usando la siguiente for-

mula:
Gaseinagen polvol oo e ie beae Sesuni oo 10 gr.
Garbonato det Nazeal "5 Qi o ol v 100 ccC.
Tripsina fresca (o pancreatina) ... SRR 0,15 gr.

Se calienta la solucion de carbonato de sodio hasta ebullicion, se agrega
poco a poco la caseina, hirviendo siempre y agitando, hasta que esté di-
suelta. Se enfria a 40°, se agrega la tripsina disuelta previamente en un po-
co de agua, luego 1 c.c., aproximadamente, de cloroformo; se %rila bien, se
tapa con un tapén de goma o corcho con un dispositivo de tubo de goma
con lengiieta que sirva de vilvula de seguridad para los gases, y se hace
digerir a 37° durante 48 horas.

Se prepara entonces el caldo disolviendo el extracto y la peptona en
900 c.c. de agua, en caliente. Se agrega la digestion de caseina, se agita, se
enfria a Do° mds o menos, se agrega clara de huevo y se lleva a autoclave
1/2 hora a 115° para coagular.

Se filtra por algodén, se arregla la reaccién a pH 6,6 con dcido clorhidri-
co diluido, se incorpora el indicador y el agar, y se lleva a autoclave para di-
solver *(10-15 minufos a 110° bastan).

El indicador puede agregarse comodamente de la solucién alcohélica usada
corrientemente en la determinacién colorimétrica del pH. La evaporaciéon del
alcohol al llevar a autoclave, evita la dilucion.

Se filtra por algodén, se reparte en tubos (7 a 8 c.c. més o menos) y se

esteriliza a 1209, 20 minutos.

Los azicares u otras subsfancias se esterilizaron por tindalizacion,
tres dias a 100° 1/2 hora por vez y se agregaron asépticamente. Para
esto se calentaron los tubos al bafio-maria, y una yez licuado el agar,
se enfrié a 42-45° (para evitar desdoblamientos de azucares, etc.), se
incorpor6 la substancia, agitando para homogeneizar, y se enfrio
en la corriente de agua.

Las substancias se adicionaron al 1 04, preparandose soluciones
acuosas concentradas (10 9/p). Practicamente, para los tubos de 7-8
c.c. se agrega un c.c. de la solucién concentrada.

La siembra se hizoen puncién, con un ansa de cultivo fresco de
mosto de cereales, incubandose a 28-30° durante 1 0 2 semanas. La
constatacion de la fermentacion se tuvo en la acidez producida que
hizo virar el indicador.

Como medidas de seguridad se tuvo la precaucién de incubar los tu-
bos antes de la siembra para eliminar los que pudieran estar infecta-
dos. Se pusieron en todos los casos testigos estériles y testigos del
medio sin azucar, pero sembrado.

En todos los ensayos que resultaron negativos se combiné la prue-
ba con un germen que diera positivo a fin de asegurarse la posibili-
dad de fermentacion en ese medio.
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"Ademas de la digestion de caseina he ensayado otros medios, pero
ofrecieron dificultades para comprobar la fermentacion. Esto ocurrid, -
por ejemplo, con el agua de levadura y el agua de levadura autoliza-
da, que en los tubos sembrados sin agregado de aziicares u otras subs-
tancias fermentativas, después de la incubacién presentaron viraje
del indicador. Ello se debia, sin duda. a las pequeifias cantidades de
substancias hidrocarbonadas que tenia el medio. Aun haciéndolo fer-
mentar previamente con colibacilo o levadura. se presento este incon-
veniente.

Fermentacion en medio liguido.

He seguido en estos ensayos, aproximadamente, el que utilizaron
MiiLLer-Trurcau y OSTERWALDER en sus investigaciones.,

Como medio bésico usé agua de levadura. Aquellos autores también
usaron este medio que prepararon en la siguiente forma: Un kilo de
levadura prensada se deslie y se calienta en 1o l. de agua corriente,
agregandose 10 gramos de acido mdlico. Este tiene por objeto asegu-
rar la esterilizacion que se efectia a 1000 C. Después de més de dos se-
manas se filtra y se reparte. La fermentacion la efectuaron en fras-
cos de 100-400 c.c. de capacidad usando cierres de fermentacion.

En mis ensayos usé agua_ de levadura preparada segin la formula
de BEuERINCK, que ya mencioné, y ademis agua de levadura autoli-
zada preparada segin la misma formula haciendo la autolisis por el
método empleado en el Laboratorio que es el siguiente (1):

200 gramos de levadura prensada se desmenuzan con las manos. Se coloca
en un Erlenmeyer grande, se rocia con poco cloroformo y se agita durante
un buen rato hasta que se haga dificultoso por los grandes grumos que se
forman. Se tapa entonces dejando una vilvula de seguridad, como en la di-
gestion de caseina, y s» deja en estufa a 37-40° durante 2/ horas.

Se agrega agua hasta 1 litro, agitando para hacer una pasta homogénea y
se elimina en lo posible el cloroformo al baiio-maria. o con refrigerante pa-
ra recuperarlo, Se entibia a 50° mis o menos. se agrega clara de huevo
y se lleva a autoclave para coagular a 120° durante 15 minutos.

Se filtra por papel. se reparte y se esteriliza a 120° durante 20 minutos,

Por los dos métodos de preparar el H2O de levadura se tiene un li-
quido con pH mas o menos 6, que es el més conveniente para los
gérmenes que he estudiado. Tanto con el agua de levadura autolizada,

(1) Las diversas elaboraciones de ambas formas de preparar el agua de levadura,
que he utilizado, se distinguen por un nimero entre paréntesis. Cuando no se men-
ciona que agua de levadura se utiliz6. se entiende que corresponde la corriente, sin
autolisis.
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como con el agua de levadura corriente, he hecho los ensayos de fer-
mentaciones en tubos comunes con 7 u 8 c.c. de liquido. Las subs-
tancias se agregaron como en el medio sélido, asépticamente, de so-
luciones concentradas previamente esterilizadas por tindalizacion. Se
adoptaron las mismsa precauciones que con el otro procedimiento.

La siembra se efectu6 también de un cultivo fresco de mosto de
cereales agregando dos o tres gotas pequefias. Después de incubar a
28-30°, durante cierto nimero de dias. se dosé la acidez total con
NaOHn/zo y fenolftaleina y se dedujo la fermentacion de la diferen-
cia de acidez entre el medio con la substancia fermentativa, sembrado;
y el medio sembrado, pero sin agregado de substancia.

Fermentacion de dcidos.

iste estudio debid hacerse forzosamente en medio liquido. He pro-
bado hacer el ensayo en medio sélido, con las sales de los acidos, cons-
tatando la fermentacion por el viraje de los indicadores hacia el ran-
go alcalino en caso positivo, debido a la fermentacion del grupo or-
ganico del acido, pero he tropezado con muchos inconvenientes en to-
dos los casos, atin cuando usara sales neutras. Por este motivo decidi
ensayar la fermentacién en medio liquido, lo que permitié, ademas,
comprobar la produccion de dcidos volatiles y acido lictico, de tanta
importancia en los bacterios de los vinos.

Se empled levadura preparada por los métodos mencionados, que
se reparti6 en tubos de ensayos grandes, en cantidad ds 50 c.c. y a
a veces en Erlenmeyers de 200-250 c.c. de capacidad, en cantidad de
100-150 c.c.

Después de la esterilizacion, se agregaron asépticamente los acidos
o sales estudiados, de soluciones concentradas, esterilizadas previamen-
te por tindalizacion (3 dias 1/2 hora por vez a 100°). A los tubos
testigos se agrego agua destilada estéril, a fin de compensar dilucio-
nes. ;

Se sembroé con 4-5 gotas de un cultivo fresco de mosto de cereales
y se incub6 a 28-30°, durante un tiempo variable.

Se colocaron en todos los casos testigos estériles del medio sin subs-
tancia agregada y con ella, y testigos sembrados del medio sin adi-
cion de substancia.

Se doso al final de la fermentacion la acidez total, la acidez volatil,
acidez fija, y el acido lactico en cada tubo, y por comparacién con los
correspondientes testigos se tuvo el indice de la fermentacion.

Los detalles de la interpretacion de la misma los daré en cada caso,
lo mismo que las modificaciones que a veces introduje a este proce-

. L i P A N S PR T VL 9 ST,
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dimiento. Los métodos usados en estas determinaciones quimicas fue-
ron: A\

Acidez total. Sobre 5 o 10 c.c. con NaOH N/10 y fenolftaleina.

Acidez voldtil. Sobre 10 c.c. por arrastre con corriente de vapor
en el volatimetro Cazenave, dosando la acidez sobre los 100 c.c. de
destilado, con NaOH N/1o y fenolftaleina. El agua de levadura es
un liquido muy denso y forma mucha espuma; por esto la destilacion
fué a veces dificultosa, siendo necesario en ciertos casos hacerla en
balones grandes como en la acidez volatil de los vinos.

Acidez fija. Por diferencia.

Acido lictico. Se determiné por un procedimiento analogo al
usado en los vinos. 20 c.c. del agua de levadura cuidadosamente de-
cantada a fin de evitar arrastre de la masa bacteriana, se adicionan
de 2 c.c. de BaCl> al 10 0/ y se neutraliza gota a gota con aguai de
barita saturada en caliente, agregando unas gotas de fenolftaleina. Se
sigue el método como en los vinos, con la diferencia que sa llava a
una probeta de<H0 c.c., para lo cual la concentracion al bafo-maria
se hace hasta 10.12 c.c.; 4o c.c. del filtrado alcohdlico se adicionan
de 5 c.c. de la solucion de Na2SO0/, siguiéndose luego en la misma
forma que para los vinos.

El método utilizado es analogo al que usaron MirLer-THURGAU y
OsTERWALDER en sus ensayos, quienes emplearon el procedimiento
original de MoESLINGER.

Los mismos métodos quimicos usados para la fermentacion de aci-
dos, fueron empleados para el estudio de los productos de la fermenta-
cion de glucosa, levulosa, glicerina y manita que también se hicieron
en tubos de ensayos con 50 c.c. de medio fermentativo.

V. RESULTADOS OBTENIDOS
a) Los VINOS ESTUDIADOS. SU COMPOSICION QUIMICA Y ALTERACION

Si bien he tenido oportunidad de hacer observaciones en numerosos
vinos, solamente de once de ellos estudié los gérmenes aislados. Por
eso incluyo unicamente los datos de origen y composicion de los (lti-
mos. i

Pude constatar dos tipos de alteraciones en los vinos estudiados:
las fermentaciones lactomaniticas y el torcido; agrupo, en consecuen-
cia, de acuerdo a esto, los vinos cuyo origen, caracteristicas organo-
lépticas y composicién quimica describo a continuacion. Las cifras del
analisis, correspondiente a los vinos en que el mismo se efectud, se
encuentra en el cuadro No 2, .
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1. Vinos con fermentacion lactomanitica
Vino No 1

Origen. Provincia de Catamarca, Dto. Poman. Tomado directamen-
te del envase original en la bodega.

Caracteres organolépticos. Vino blanco de olor fuertemente acético,
gusto agridulce y de aspecto turbio.

Observacién microscépica. Presentaba tres formas bacterianas facil-
mente diferenciables: un bastoncito fino aislado o unido de a dos,
un bastoncito grueso en cadenitas sinuosas, y un coco en forma de’
diplococo o cadenitas cortas. :

Como solo se disponia de unos centimetros cubicos no pudo efec-
tuarse el andlisis quimico, siendo unicamente posible la caracterizacion
de manita por evaporacién, presentandose abundantisimos cristales. Se
trataba, evidentemente, de un vino blanco comun ‘de la zona, con fer-
mentacién manitica.

Vino No 2

Origen. Provincia de Catamarca, Dto. Pomén. Tomado directamen-
te del envase original en la bodega.

Caracteres organolépticos. Vino blanco, de olor penetrante, de
sabor desagradable, agridulce y aspecto turbio que se manifiesta inten-
samente al agitarlo.

Observacién microscépica. Como en el caso anterior se podian
diferenciar tres formas bacterianas: los bastoncitos finos unidos de

.a dos, los bastoncitos gruesos en cadenitas, y los cocos de a dos.

Tampoco se pudo analizar este vino, constatandose solamente la
abundante presencia de manita.

Constituia este un caso completamente anélogo al anterior: un vino
blanco con fermentacién manitica. Como podra verse mas adelante,
presentaban exactamente los mismos gérmenes, dos dz ellos: el coco
y el bastoncito fino, s6lo encontrado en esos vinos.

Vino No 3

Origen. Encontrado en el comercio, personalmente, y provenien-
te de San Juan. El envase en que fué hallado estaba completamen-
te lleno, no habia por lo tanto condiciones de aerobiosis que favore-
cieran la acetificacion.

Garacteres organolépticoos. Vino blanco de uva moscatel de olor
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acético y el natural del vino moscato, gusto muy dulce y agridulce,
aspecto turbio; al agitarlo se mueven en su interior ondas pesadas y
se desprenden burbujas. Dejandolo reposar. después de mucho tiem-
po se forma un abundante deposito, en el fondo, quedando el liquido
completamente limpido.

Observacion microscopica. Se pudo advertir la presenma de bas-
toncitos gruesos, cortos y largos unidos en cadenitas.

Composicion quimica. Es dificil juzgar en presencia de los da-
tos analiticos de un vino encontrado en el comercio, cuales son las
transformaciones que ha sufrido en su composicién natural, por la
accion bacteriana, como ocurre en el presente caso, dado la alcoholi-
zaciéon a que se somete este tipo de vino al salir de bodega y el agre-
gado de azicar. Pero, la presencia de manita en abundancia, la aci-
dez volatil elevada y la cantidad de acido lactico (5,1 0/00) muy supe-
rior a lo que parece ser lo normal en nuestros vinos, que, segun vere-
mos mas adelante, oscila alrededor de 1.5 o/oo (vinos tintos de Men-
doza), y, ademas, el extracto elevado. muy por encima de lo normal
de este tipo de vino en esa zona, indican que presentaba una alteracion
lactomanitica muy pronunciada.

Vino No 4

Origen. Encontrado personalmente en el comercio de la Capital
Federal, pero siendo un vino proveniente de San Juan.

Caracteres organolépticos. Vino criollo, de olor netamente acé-
tico y pronunciado, sabor acético agridulce muy pronunciado, aspec-
to turbio, presentando al agitarlo especies de nubes pesadas formadas
por el levantamiento del deposito bacteriano y desprendimiento de
burbujas; puesto en reposo se aclara depositando en el fondo el pre-
cipitado.

Observacion — microscopica. Presencia abundante, sin centrifugar
el vino, de bastoncitos gruesos cortos y largos, a veces unidos en cade-
nitas.

Composicion quimica. Por las mismas consideraciones que en el
caso anterior (vino N° 3), el presente vino debe considerarse pre-
sentando fermentacion lactomanitica, como se comprueba por su aci-
dez total y volatil muy elevadas, su alto contenido en acido lachco y
por la presencia de manita.

Vino No 5

Origen. Encontrado en la bodega que lo elaboraba en la Capi-
tal Federal, al final de la fermentacién. Vinificacion en condiciones
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completamente deficientes en cuanto a técnica e higrene; materia pri-
ma (uva criolla y blanca de Cuyo), poco seleccionada, y de cosecha
anormal en época y rendimiento.

Caracteres  organolépticos: Vino blanco de olor acético y de
aceitunas frescas, caracteristico, sabor amargo metalico, repugnante
que dejaba larga sensacion en el paladar, aspecto completamente tur-
bio, dificil de clarificar; sin embargo, después de un largo tiempo de
de reposo quedé perfectamente limpido, probablemente Pbr inactividad
del microbio, al concluirse las materias fermentescibles. :

Observacién microscépica. Corroboré la anterior observacion por
la existencia de gérmenes en cantidad no muy elevada, lo que era indi-
cio de que la alteracion habia sido encontrada en sus comienzos. Los
microbios presentes eran bastoncitos cortos y gruesos, de a dos, tres
o0 cuatro y escasas cadenitas, y ademas cocos aislados o de a dos.

Composicién quimica. Como puede verse por los datos de, la aci-
dez total y acido tartarico, se trataba de un vino que seguramente no
habia sufrido ninguna correccién de su acidez, pero conservando tal
vez inatacado su acido tartarico.

La acidez volatil muy elevada, tratindose de un vino recién elabora-
do. y el extracto alto, considerando que era vino blanco.

Resulta algo dificil con estos datos establecer el tipo de alteracion
presente; méaxime si se tiene en cuenta que no sz pudo caracterizar
netamente la manita, sino apenas unos cristales aciculares, poco dife-
renciables. Llama también la atencién el contenido elevado de cenizas
(¢vino adulterado?).

Pero, dado que el acido tartirico parecia que no habia sido ataca-
do y por sus caracteres organolépticos y regular contenido en acido
lactico, puede suponerse que presentaba una fermentacion' lactica.

Efectivamente, una muestra del mismo vino dejada embotellada en
condiciones anaerobias, presentaba después de 10 meses una acidez
volatil total de 2,41 0/00 en dcido acético y su contenido en édcido lac-
tico habia subidoa 5,26 o/oo de 2,51 ¢/oo que se dosé al aislar los
gérmenes.

Vino No 6

Origen. Encontrado en el comercio de la Capital Federal, pro-
veniente de la provincia de San Juan. _

Caracteres organolépticos. Vino criollo acaramelado, olor acé-
tico, gusto acido pronunciado, aspecto tirbio. Dejado en reposo se cla-
rifica formando un deposito en el fondo del recipiente que con la agi-
tacion se eleva.
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Observacion microscépica. Se reconocieron bastoncitos gruesos en
cadenitas, o bien unidos de a dos o tres y ademas un coco a veces en
diplococo.

Composicién quimica. La interpretacion de los datos analiticos
de_este vino ofrece mayores dificultades que el anterior, pues, salvo la
acidez volatil elevada, los demas datos no ayudan mayormente. Ade-
mas, no se pudo caracterizar la manifa en forma indudable y su con-
tenido en acido lactico no es muy elevado. Pero, probablemente se tra-
ta de un vino originariamente pobre en dcido lactico, que sufrio fer-
mentacion lactica.

Vino No 7

Origen. Encontrado personalmente en el comercio. en la Ca-
pital Federal, ignorindose su procedencia exacta, si bien parecia ori-
ginario de San Juan o Mendoza. :

Caracteres — organolépticos. Vino tinto, Wnico vino tinto mani-
tico que he encontrado; olor acético pronunciado, sabor agridulce. As-
pecto turbio y deposicion analoga a los otros vinos maniticos.

Observacion microscépica. Bastoncitos pequeiios de a dos.

Composicién quimica. Los datos analiticos que permiten hacer
un juicio rapido de la alteracion son: el extracto muy elevado en re-
lacién a lo normal en los vinos tintos de Cuyo, lo que se explica por
la manita presente, la acidez volatil elevada, y el contenido en écido
lactico relativamente grande.

Se trata de un vino con fermentacién lactomanitica.

2. Vinos torcidos
Vino No 8

Origen. Encontrado en el comercio, en la Capital Federal, sien-
do originario de Mendoza.

Caracteres  organolépticos. Vino tinto, de olor acético y pene-
trante, caracteristico, sabor acre-insipido, desagradable. Aspecto tur-
bio y decolorado, con la materia colorante parcialmente precipitada y
oxidada, forméandosc con el reposo un deposito en el fondo del reci-
piente, facilmente disgregable por agitacion y que se eleva en el li-
quido.

Observacion microscépica. - Presentaba bastoncitos finos y largos,
unidos en cadenas cortas, y en algunos casos de a dos y de a cuatro.

Composicion quimica. Observando los datos del analisis, llama la
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atencion la desaparicion del acido tartarico y la disminucion del ex-
tracto. Estos datos unidos a la acidez volatil elevada, al buen conte-
nido en acido lactico y a la auvsencia de manita, indican un caso evi-
dente de fermentacion tartarica, que se‘corrobora coa los caracteres
organolépticos del vino.

Vino No 9

Origen. Encontrado personalmente en el local elaborado en la
Capital Federal. Hecho con uvas tintas, de variedades francesas de
Cuyo.

Caracteres organolépticos. Vino tinto, de olor acético y pene-
trante, caracteristico, sabor acético-amargo-acre desagradable. El as-
pecto es bastante velado, con la materia colorante en estado anormal,
presentandose como decolorado. Con el reposo se forma un deposito
incoherente en el fondo del recipiente, que con la agitacion sz eleva
en la masa, como en los vinos maniticos.

Observacion  microscopica. Presentaba bastoncitos finos y lar-
gos unidos en cadenitas, y cocos de a dos.

Composicion quimica. Como puede verse, este vino presenta ele-
vada acidez volatil y buen contenido de 4cido lactico; ademés, como
en el vino anterior, su extracto estaba completamente disminuido en
relacion a lo normal en estos tipos de vino. Si bien el dcido
tartdrico no desaparecié completamente, se presume que tiene que
haber sido mucho menor que su contenido original, aunque no lo he
podido comprobar, dada la precipitacion y oxidacion parcial de la
materia colorante que se observd. Se trata también de un caso de fer-
mentacion tartarica.

Vino No 10

Origen. Encontrado personalmente en el local elaborado, en la
Capital Federal.

Caracteres organolépticos. Vino tinto de olor penetrante, acético,
gusto amargo-acre-desagradable. Aspecto velado y decolorado, con al-
go de depésito y precipitacion de la materia colorante.

Observacién  microscopica. Abundancia de bastoncitos finos y
largos unidos de a dos o tres o en cadenitas enmaraiiadas, y ademas
cocos de a dos.

Composicién  quimica. La conclusion que se saca de los datos
analiticos de este vino son andlogas a los dos anteriores: extracto
sensiblemente disminuido, acido tartarico desaparecido, gran conte-
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nido en acido lactico y acidos volatiles; por cohsiguiente, de acuerdo a
sus caracteres organolépticos, puede considerarse con fermentacion tar-
tarica.

¢

Vino No 11

Origen. Encontrado en el comercio en la Capital, siendo prove-
niente de Rio Negro.

Caracteres organoléplicos. Vino blanco, tipo semillon, de olor
acético pronunciado, y sabor acre-acido. desagradable. Aspecto turbio,
pero con el reposo se aclara depositandose abundantemente una masa
facilmente disgregable, que se eleva en nubes al agitar.

Observacion microscopica. Abundante presencia de bastoncitos fi-
nos.

Composicion quimica. Las determinaciones que faltan en el ani-
lisis no se pudieron efectuar por no existir material, dado que era
una muestra muy reducida.

De los datos que existen no se puede formar un juicio completo de
la alteracion, pero, considerando que el extracto es muy bajo, con fo-
do que se trata de un vino blanco. y que su acidez volatil y acido lac-
tico son elevados, y que hay ausencia de manita, puede deducirse de
acuerdd a los caracteres organolépticos, que se frata de un vino con
fermentacion tartarica.

b) Los BACTERIOS AISLADOS, SUS CARACTERISTICAS Y AGRUPACION

De los once vinos estudiados, he aislado, por-los procedimientos que
mencioné, 22 cepas bacterianas.

Estos gérmenes tienen un conjunto de caracteristicas semejantes:
son anaerobios facultativos, no esporulados, inméviles, no licuantes de
gelatina, Gram positivos, no segregan catalasa, no hidrolizan el almi-
don, desarrollan escasamente en leche y en medios nutritivos sin ali-
mentos hidrocarbonados, son activos fermentadores de azticares y otras
substancias ternarias.

Por sus caracteres morfologicos y fisiologicos, los gérmenes estu-
diados pueden agruparse en ocho especies.

Como las caracteristicas de cinco de las ocho especies difieren fun-
damentalmente de las descriptas hasta la fecha, he resuelto conside-
rarlas como nuevas dandoles nombres, hasta tanto no se haga un es-
tudio comparativo con todas las cepas de bacterios de los vinos que se
conocen. La clasificacién de las cepas estudiadas fué hecha siguien-
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do el criterio MiiLLEr-THURGAU y OsTurWALDER, que son los auto-
res que més se ocuparon del estudio de los bacterios de los vinos, quie-
nes atribuyeron mucho valor a la fermentacion de substancias para se-
parar las diversas especies.'

Sin dejar de considerar la importancia que tienen los moderqu co-
nocimientos sobre los bacterios de las fermentaciones, y los estudios
sobre clasificacion de fermentos lacticos (como son los de los vinos)
de Orra-JensEN (1919), he seguido aquel criterio por no disponer de
todas las cepas de los bacterios de las enfermedades de los vinos, pa-
ra estudiarlas comparativamente y establecer su posiciéon taxonémical
actual.

Es necesario hacer resaltar el valor que tendria una revision general
de las especies conocidas, pues muchos gérmenes, como los bacterios
maniticos por una parte y los micrococos malolacticos por otra, y
tal vez los bacterios del torcido, presentan tantas semejanzas en la fer-
mentacién de substancias, que quizds no sea més conveniente consi-
derar a cada grupo constituyendo una especie, quedando entonces las
actuales especies como variedades, siendo que la morfologia en la
mayor parte de los casos es analoga.

Las diversas especies estudiadas, que describo en detalle en el capi-
tulo siguiente, pueden reunirse en cuatro grupos, de acuerdo a sus
caracteristicas y accién sobre los constituyentes del mosto o del vino.

Un grupo estd constituido por los bacterios maniticos de los ¢que
aislé nueve cepas, agrupadas en cuatro especies; ellas son:

Cepa 5. Bacterium Gayoni MirLer-TrUurRGAU Yy OSTERWALDER.

Cepas 22,, 200, 30, 1, 3a, 3b. Bacterium intermedium MirLER-
TrureaUu y OSTERWALDER.

Cepa 31. Bacterium cocciforme (n. spec.).

Cepa 22:. Bacterium Miiller-Thurgaui (n. spec.).

Bacterium cocciforme, se designé asi por la forma de sus elemen-
tos que son bastoncitos cortos de forma ovoide, pareciéndose a cocos,
y a veces confundibles con éstos.

Bactertum Miiller-T hurgaut, se denominé en esta forma como ho-
menaje al profesor doctor MiiLLer-Tuurcau por sus importantes es-
tudios sobre bacteriologia de los vinos, realizados en colaboracion con
OSTERWALDER.

Con estas dos especies nuevas, se eleva a cinco el namero de bacterios
maniticos conocidos. Como todos los bacierios maniticos, los gérme-
nes estudiados son bastoncitos gruesos que tienen como caracteristica
principal, la de producir fermentacion lactica de la glucosa, con for-
macion de acido lactico, acético, CO», etc., y fermentacion lactoma-
nitica de la levulosa. Ademas, algunas especies fermentan acidos, co-
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mo Bacteriunu intermedium y Bactertum Miiller-Thurgaui que fer-
mentan acido malico y Bacterium cocciforme que ademas de este aci-
do es capaz de fermentar el acido citrico. Ninguna especie de bacte-
rio manitico fermenta el acido tartarico. Estos gérmenes son los cau-
santes de las alteraciones lactomaniticas.

Otro grupo esta representado por los bacterios capaces de destruir
el acido tartarico y sus sales, formando acidos volatiles, y de atacar
la glicerina, originando el torcido. Estudié cuatro cepas, que se reu-
nen en una sola especie, muy vecina al Bactertum tartarophthorum de
MiirLer-THURGAU y OSTERWALDER.

Cepas 12, 15;, 34e, 21a. Bacterium acidovorax (n. spec.);
asi denominada por su propiedad de atacar, ademés del tartarico,
dcidos malico y citrico. Es un bastoncito filiforme, como todos los
del torcido, que pertenece al grupo tipico de bacterios de vinos des-
tructores de acidos.

Otro de los grupos estudiados es el de los micrococos malolacticos.
La caracteristica principal de estos gérmenes es la de producir fer-
mentacion lactica del acido malico, sin originar 4cidos volatiles, siendo
los bacterios mas activos en el proceso de desintegracion de la acidez
del mosto.

Estudié 7 cepas que forman dos especies:

Cepas 1D, 215, 225, 3z, 34r. Micrococcus variococcus MiLLER-
TrurGAU y OSTERWALDER.
Cepas 305, 29:. Microeoccus multivorax (n. spec.).
asi llamada por su propiedad de fermentar mayor nimero de substan-
cias, azucares especialmente, en relacion a los otros micrococos ma-
lolacticos conocidos. :

Con esta especie se eleva a cuatro el namero de micrococos malolacti-
cos estudiados en vinos.

Y por ultimo, el otro grupo de microbios aislados estd constituido
por bacterios capaces de producir la fermentacion lactica del acido ma-
lico, analogamente a los micrococos, es decir, serian un tipo anilogo
al Bacterium gracile MirLer-Tuureau, pero que no poseen como és-
te la propiedad de fermentar la levulosa dando manita, siendo capaces,
en cambio, de destruirla. Carecen, ademas, como el Bacterium gracile,
de la propiedad de fermentar el acido tartarico.

Estudié dos cepas que reuni en una especie:

Cepas 30s, 29s. Bacterium rectiforme (n. spec.)
asi designada por las caracteristicas morfologicas de sus elementos.
Son bastoncitos finos, muy alargados, unidos de a tres o cuatro en
forma recta.

Constituye este un grupo de gérmenes que pueden coadyuvar en la
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destruccion de acidos del mosto, y que, ademas, son capaces de influir
en las alteraciones, por sus propiedades de fermentar la glicerina, por
ejemplo, o de producir a veces acidos volatiles en la destruccion del
4cido malico.

C) Los BACTERIOS AISLADOS EN RELACION AL TIPO DE ALTERACION
AE LOS VINOS ESTUDIADOS

Considerados en relacion a los vinos de los cuales fueron aislados,
los bacterios estudiados, por sus propiedades fisiologicas, responden
ampliamente del tipo de alteracién encontrada.

Los bacterios maniticos fueron todos aislados de vinos presentando
la enfermedad de la manita, o bien picadura lactica, y ninguno fué
encontrado en vinos cuyo 4cido tartarico habia desaparecido. Algunos
de los bacterios maniticos, como Bacterfum Miiller-Thurgaui y Bac-
tertum cocciforme, se aislaron de un mismo vino.

El Bactertum acidovorax, fué enconirado en vinos cuyo acido tarta-
rico habia desaparecido totalmente, o por lo menos en gran parte,
vinos que no presentaban manita, y cuyos caracteres organolépticos,
correspondian exactamente a esa enfermedad.

En ningtin caso se encontré un germen que fuera aislado de un vi-
no que presentara caracteres de alteracion, contrarios a los que por
sus propiedades fisiologicas, pudiera dar origen el microbio. Los bac-
terios maniticos fueron, pues, aislados de vinos con picadura lactica,
y los bacterios fermentadores de acido tartarico, de vinos torcidos.

Por lo que respecta a los micrococos malolacticos, fueron encon-
trados en casi todos los vinos, siendo raro aquellos que no los pre-
sentaran. Otros vinos investigados, de los que hice aislamientos, no
estudiando, sin embargo, los gérmenes en cultivo puro, me permitie-
ron constatar la presencia casi general de esos micrococos en los di-
Versos Vinos. '

Es sabido que la fermentacion malolactica es un proceso normal en
la vinificacion, por lo tanto, la presencia de los micrococos en los vi-
nos estudiados, puede ser debida a esta actividad. Pero, como esos
vinos eran en su totalidad enfermos, habria que hacer investigaciones
en vinos sanos, para tener la seguridad de que su presencia es debida
a la fermentacion malolactica que hubieran ocasionado, o bien que por
su accion han preparado el medio para el ulterior desarrollo de los
microbios de las enfermedades, 0 aan que coadyuven la accion de estos.

Como anteriormente lo he mencionado, MiLLeEr-TaurRGAU y Os-
TERWALDER pudieron comprobar la intervencion activa que corres-
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ponde a veces a los micrococos malolacticos, o gérmenes parecidos, en
los procesos de alteracion de los vinos, y hasta pudieron en algunos
casos reproducir esas alteraciones artificialmente. _

En cuanto al Baclerium! rectiforme, su aislamiento se hizo de dos
vinos maniticos de la Provincia de Catamarca, que presentaban el
mismo microbio manitico y el mismo micrococo malolactico.

El Bacterfum rectiforme, repito, es, probablemente, un germen in-
termediario entre los productores de enfermedades, especialmente dél
torcido, por su propiedad de atacar la glicerina, y los microbios malo-
lacticos, por su actividad sobre el dcido mélico.

Considerando en particular cada uno de los vinos estudiados anali-
zo a continuacion los gérmenes en ellos encontrados.

Vino No 1
Se aislo un bacterio manitico (cepa 290 = Bacterium intermedium
b). un coco (cepa 29: = Micrococcus multivoraz b) y un bastoncito
malolictico (cepa 29, — Bacterium rectiforme b). ‘

Coincidiendo con la observacion del extracto, que presentaba mani-
ta, se encontrd el germen correspondiente. Los otros dos bacterios pro-
bablemente hayan intervenido en forma accesoria en la alteracion, por
su propiedad de fermentar el dcido malico. o tal vez no hayan parti-
cipado en la misma.

Debo advertir, sin embargo, que después de algunos meses no ob-
servé formacion de cristales de manita al evaporar una parte del vino
guardado, lo que podria atribuirse a nna accién posterior del Bac-
tertum rectiforme presente, capaz de destruir la manita.

Vino No 2

Se aislé un bacterio manitico (cepa 30, = Badcterium intermedium
¢).. un coco (cepa 30; = Micrococcus muliworar a) y un bastoncito
malolictico (cepa 30; = Bacterium rectiforme a). Caben exactamen-
te las mismas consideraciones que en el caso anterior, incluso la des-
truccién de la manita que el vino presentaba en sus comienzos.

En los vinos 1 y 2 se encontraron los mismos gérmenes, lo que se
explica facilmente considerando que son vinos de una misma zona. Es-
ta misma consideracion puede hacerse con respecto a Bacterium rec-
tiforme y Micrococcus multivoraxr, observados solo en esos dos vinos.

Vino No 3

Se aislo de este vino un solo germen (cepa 1 = Bacterium inler-
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medium d) perteneciente al grupo de los bacterios maniticos, en con-
cordancia, por lo tanto, con los datos del anlisis quimico.

Vino No /4

Como en el caso anterior solo se aislo un bastoncito (cepa 5 =
Bacterium Gayoni), del grupo manitico, en armonia con el tipo de al-

teracion que presentaba.
Vino No 5

Se aislaron dos bacterios maniticos (cepa 22,= Bacterjum Miiller-
Thurgaui, y cepa 22, = Bacterium intermedium a). y. ademas, un
micrococo malolactico (cepa 22, = Micrococcus variococcus c).

La existencia de los dos primeros puede correlacionarse con la al-
teracion del vino. En cuanto al coco ha de haber intervenido en el
proceso de fermentacion de acidos, que parece ser normal en los vi-
nos: en casi todos los estudiados, encontré este tipo de bacterio.

Vino No 6

Se aislaron dos bacterios maniticos (cepa 3a = Bacteriam interme-
dium ¢, y cepa 3b = Bacterium intermedium f) y un micrococo (cepa
3z = Micrococcus variococcus d). Los dos primeros responden de
la alteracion constatada y en cuanto al coco, caben las mismas con-
sideraciones que en el caso anterior.

Vino No 7

Un solo germen se aislo de este vino (cepa 31 = Bacterium cocci-
forme) perteneciente al grupo manitico, concordante con el tipo de
alteracion observada.

Vino No 8

Se aislé un bacterio destructor de acido tartarico y otros acidos, (ce-
pa 15: = Bacterium acidovoraxr b), y un coco (cepa 15, = Mi-
crococcus variococcus a). El primero responde de la alteracion obser-
vada: fermentacion tartarica; y en cuanto al segundo, su presencia en
vinos torcidos ademas de poder éxplicarse por su rol en la fermenta-
cion malolactica de Z’lCi‘d‘OS\? podria suponerse, de acuerdo a las obser-
vaciones de MiLLER-THURGAU y OsTERWALDER, que més adelante ana-
lizaré, que haya contribuido, ademas, al desarrollo de la alteracion.
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Vino No 9

Se aislaron un bacterio destructor de acidos del mismo grupo el
anterior (cepa 34e = Baclerium acidovorar c) y un coco (cepa 34r
= Micrococcus variococcus e). Con las mismas consideraciones que en
el caso anterior, hay concordancia entre el tipo de gérmen ‘encontrado
y la alteracion observada.

Vino No 10

También de este vino torcido se aisldé un bacterio destructor de aci-
dos (cepa 21a = Bacterium acidovorax d), y un coco (cepa 3z = Mi-
crococcus variococcus d).

Vino No 11

Solamente se aislo de este vino un bacterio del tipo acidovorax (cepa
12 = Bacterium acidovorar a), lo que permite afirmar que la alte-
racion presenfada, era, como se suponia, una fermentacion tipo tarti-
rica. /

VI. ESTUDIO EN PARTICULAR DE LOS BACTERIOS AISLADOS

a) Bacdterium Gayoni MiLLeErR-THURGAU y OSTERWALDER
(rERMENTO MANiTICO DE GAYON ¥ DUBOURG)

Cepas estudiadas. Una: N° 1.
1. Morfologia

Forma. — Basloncitos cortos de 0,8-0,9 u de ancho por 1-1,4 u de
largo; aislados o agrupados de a dos o tres, de bordes y extremos rec-
tos. |

En mosto de cereales en anaerobiosis se presenta igualmente como
bastoncitos cortos, unidos de a dos o tres, excepcionalmente algunos
mas alargados; no se observan cadenitas. En agua de levadura azuca-
rada o no, forma bastoncilos cortos que se unen, pero en mayor ni-
mero de articulos, constituyendo cadenitas cortas de seis a ocho seg-
mentos aproximadamente.

Movilidad. — Negativa.

Esporulacion. — Negativa.

Coloracién de Gram. — Gram Positivo.
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a. Caracteristicas de cultivo

Colonias. — Sobre agar de agua de levadura levulosada forma
abundantes colonias a los dos dias; son de color blanquecino-amari-
llento que se vuelve amarillo neto al envejecer; especialmente en la
parte central; forma irregular, groseramente poligonal ; superficie com-
pletamente rugosa y estriada presentando un aspecto granuloso; algo
elevadas en el centro; bordes lobulados-dentados, estructura interna
completamente granulosa.

Desarrollo en estria. — Sobre agar de mosto de malta desarrolla in-
tensamente a las 48 horas en forma difusa, elevada (desarrollo espar-
cido), con lustre brillante, aspecto hamedo, consistencia mantecosa. La
estria es opalescente con superficie rugosa; color inalterado y sin olor.

Licuacion gelatina. — Negativa.

Desarrollo en distintos medios nufritivos. — En mosto de cereales
en anaerobiosis desarrolla activamente a las 2/-48 horas, en ausencia
de carbonato de calcio forma gases. Desarrollan igualmente en aero-
biosis. A medida que progresa el desarrollo se depositan los gérmenes,
quedando el liquido completamente claro. Después de 11 meses de
mantenimiento en este meidio son capaces de desarrollarse.

En agua de levadura con o sin agregado de glucosa o levulosa, des-
arrolla activamente a las 24-48 horas. Con levulosa el desarrollo es
mas activo formandose un enturbiamiento amarillento; con glucosa el
enturbiamiento es menor y mas blanquecino. Después del desarrollo
depositan formando una masa floculosa disgregable. Forma cadenitas
cortas.

En caldo deido o alealino sin azicares no desarrolla. En caldo 4ci-
do levulosado desarrolla vqctiw'allmente; en g dias con 1 0/ de levulosa
la acidez producida fué:

Testigo estéril ... ... ... ... .. 0,49 ofoo en H2SO,
Con Bacterium Gayoni ... ... ... 2,25 »  » »

3. Fisiologia

Relaciones de temperafura. — En agar de mosto de malta en super-
ficie desarrolla a temperatura ambiente (15-20° C) y en estufa a
250, 300 y 37°; no desarrolla a 420 en diez dias. A temperatura am-
biente y a 25° hay buen desarrollo a los ires dias en el primer caso
y a las 2/, horas a 25°. El desarrollo es muy bueno a 30° empezando
a las 2/ horas. Escaso desarrollo a 37° en tres dias. Temperatura
optima aproximada: 30° C.
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Relacion con el oxigeno. — Anaerobio facultativo.

Formacion de gases. — Positiva. En agar de mosto de malta en
anaerobiosis en tubos, desarrolla a las 24-48 horas, rompiendo enér-
gicamente el agar con los gases formados

Prueba de la catalasa. — Negativa.

Cultivo en leche. — A la semana de la siembra, incubando a 300,
acidifica el medio en forma progresiva hasta las tres semanas, en que
se observa una intensa acidificacion. Después de un mes de desarrollo
no hubo coagulacion. No reduce el tornasol.

Hidrélisis del almidén. — Negativa.

Influencia de la reaccion del medio. — La fermentacién en agua
de levadura (16) con 1 0 de levulosa, después de 1o dias de incuba-
cion a 300, dié los siguientes resultados (%):

Acidez producida

pit entH,S0O, %/,
3,5 1,34
h,3 1,34
) 1,35
5,8 1,30
6,7 1,47
7,6 1,47

El desarrollo comenz6 a las 2/4 horas en todos los valores pH, ex-
cepto en 3,5 y 7,6 que fué a las 48 horas; el valor pH 6ptimo aprio-
ximado fué igual a 5. Como puede verse en las cifras, la acidez pro-
ducida no varia sensiblemente en los diversos valores pH estudiados.

Influencia del alcohol. — La acidez producida en agua de levadura
(16) con 1 0/ de levulosa, después de 10 dias de incubacion a 30° fué
la siguiente:

Alcohol Acidez producida

% en H,S0, 0/oo
o 1,35
6,33 1,35
8,03 1.65
11,85 1,47

Como puede verse, la resistencia al alcchol es muy elevada. El des-
arrollo comenzo a las 2/ horas con 6.33 0/ de alcohol, con 8,53 0/
a las /8 horas y con 11,85 0/ a los 3 dias.

(1) La acidez producida a que se refiere el cuadro, o los analogos, més adelante
consignados, es la originada por la fermentacién de la substancia agregada al medio,
habiéndose descontado, por consiguiente, la acidez que se forma a expensas del me-

dio baésico.
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Influencia del SO2. — La acidez producida en HO2 de levadura
(22), con 1 9/ de glucosa, después de 12 dias de incubacién a 30°, fué
la siguiente:

Agua de levadura sin 8O2 ............... 2,63 ofoo en H2SO0;
PO Y » con 0,008 o/oo de SOz ... 2,85 »
» . » » 33 0T ODI B D Ry s 2,79 »
» » » 0,29& » » T ’,75 »
) » » » 0,500 » S s 1 ,5 9 »

Como los testigos estériles de toda la serie estudiada presentaban
igual acidez (0,55 0/00), puede deducirse de las cifras de la fermenta-
cion, que hay bastante resistencia al SO2, pues sélo con 0,500 0/’00 de
SO2 disminuy6 sensiblemente la acidez producida.

Fermentacion de hidratos de carbono y otras substancias. — Gomo
esta parte de la Fisiologia constituye el punto principal del estudio del
bacterio, tanto por su interés practico, debido a los productos de fer-
mentacién originados, como por su importancia sistematica, se resu-
men en el cuadro que sigue los resultados (positivos o negativos) ob-
tenidos, detallindose en el grafico N° 1 y los cuadros N° 3, 4y 5
que contintian, los diversos ensayos de fermentacion efectuados (*).

Bacterium Gayoni MivLLER-THURGAU y OSTERWALDER

Fermentacion

Glucosa - Arabinosas: i . ot s o -

il | Sk A
Levulosa - Gheerina "L S aaiio s
Galatosa |- ) B CENE I e e B Uk —
Lactosa - Amigdalina .z Gl —
Maltosa - Dextrina s i vz o —
Sacarosa + Acido - nfalico: ..l A —
Rafinosa ... -+ Acido tartarico’ ..., oo an —
Xiloxa + Acido cilrico ... s -

(1) Tanto en la descripcién de este germen, como enla de los otros, sélo se in-
cluyen, debido a la falta de espacio, los principales resultados positivos, excluyéndose
los megativos.

En los grificos, la acidez (que se expresa en H280,), se refiere a la originada
por el germen en la fermentacion del azicar o substancia agregada, hecha la deduc-
cién correspondiente de la acidez producida por el germen en el mismo medio de
fermentacion, durante el mismo tiempo, sin agregado de substancia fermentescible, y
que se conoci6 por el ensayo correlativo siempre efectuado. También se investigoé en
este Gltimo caso, si hubo desarrollo, por la observacion microscopica o por la aci-
dez, comparada con testigos estériles.

Se indica en los gréficos el por ciento de subslancia agregada al medio en cada en-
sayo, el mimero de elaboracién del agua de levadura (I =levadura simple, La. =
levadura autolizada), y los dias que se dejé en incubacion (p.e. 6o dias).
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Como puede verse en el grafico No 1 y cuadro No 3, la fermenta-

cion de glucosa y levulosa es enérgica. De ambos azicares el germen

produce acidos volatiles, pero en mayor proporcién a expensas de la

levulosa; la acidez volatil producida fué: 1,29 o/oo, de la glucosa y

2,28 0/00, de la levulosa; de esta producen, ademas, manita.

" El ensayo del cuadro N° 3 se hizo agregando los azicares al agua

Gririco ¥.° €
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de levadura antes de la esterilizacién, que se hizo por tindalizacion (3
dias, 1/2 hora por vez a 100°). Los tubos con 50 c.c. de medio se
sembraron con 5-6 gotas de un cultivo joven de mosto de cereales, y
se incubaron a 30° durante tres semanas.

Los dos casos de fermentacion de galactosa estudiados fueron posi-
tivos, pero en diferente grado; en agua de levadura (14) fué mas in-
tensa, y tan enérgica como con glucosa y levulosa.

La lactosa y la maltosa fueron fermentadas enérgicamente.
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CUADRO Ne° 3

Baclerium Gayoni — Productos originados en la fermentacion de glucosa
y levulosa

- = et
N\go N \°—-°. o = o -
o5 @ | 252 o @)
e e o S A
b R j S = \5:'
< 9 5 «-é g ::c
Agua lev. (13) sin azicares, estéril ................ 0,71 0,54 0,27
» > (13) sin azGcares + B. Gayoni ........... 0,88 0,51 0,47
» > (13) + 20/ glucosa + B. Gayoni . ........ 5,39 1,80 3,92
» > (13) + 2 0/g levulosa + B. Gayoni .. ...... 4,02 2,79 1,74

La sacarosa es fermentada por la cepa de Bacterfum Gayoni estu-
diada, pero con menor intensidad que los aztcares anteriores.

En cuanto a la rafinosa los datos obtenidos sdlo permiten asignar
una débil fermentacion. '

La fermentacién de la sacarosa se hace directamente sin previo des-
doblamiento, pues no se constaté formacion de manita que se habria
originado a expensas de la levulosa.

La xilosa fué fermentada enérgicamente produciéndose mucha aci-
dez.

Con arabinosa se hizo un ensayo, conjuntamente con el de xilosa
transcripto, con resultado megativo. Lo mismo se obtuvo en dos en-
sayos mas efectuados: uno con lev. aut. (1), con 0.7 0/ deazicar
y O dias de incubacion; y otro con lev. (14), con 0.6 9o dejando 10
dias. :

La glicerina, manita, amigdalina y dextrina no fueron atacadas en
un en'sayo con lev. (14), durante 10 dias con 1,25 0/ de substancia
(con amigdalina 0.8 0)).

Por lo que respecta a los acidos, se hicieron dos ensayos.,

El ensayo correspondiente al cuadro N° /. se efectué en agua de le-
vadura, elaboracion 10. Tratindose de uno de los ensayos previos efec-
tuados, su técnica difiere algo de los otros que se hicieron y que opor-
tunamente se mencionan.

Para evitar una reaccion muy acida del medio, al agregar los aci-
dos a ensayar, se alcaliniz6 el agua de levadura con NaOIl en forma
tal, que al adicionar 2,5 o/oo de acidos diera un pH aproximado de
5. Se usaron 10 c.c. de solucion de NaOH N/1 por litro de medio, que
se agregaron a éste, antes de esterilizar. Después de la esterilizacion, se
incorporé el cido, asépticamente, de una solucion al 10 0 esterili-
lizada previamente por tindalizacion.

Para testigo del medio sin acidos, se separd una fraccion del agua
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de levadura alcalinizada, y antes de esterilizarla, se llevd a pH aproxi-
mado de 5, con HCl al 1o 9 igualando la dilucién como en el caso
anterior, con agua destilada.

CUADRO N° 4

Baclerium Gayoni — Fermenlacién de deidos (ler ensayo)
Acidez volatil | Acido
total °/,, en lactico
acido acético 5o
Agua lev. (10) sin fcido, estéril ........ 7.0 ii. i, 0,54 —
3 » (10) + 2,5 ofco Acido maélico, estéril.......... 2 0,60 —
» (10) + 2,5 » Acido tartérico, estéril ...... .. 0,60 —
> (10) 4+ 2,5 » &cido citrico, estéril .......... 0,66 0,28
Agua lev. (10) sin acidos + Bacl. Gayont................ 1,20 0,53
> s (10) + 2,5 ©[ce &cido maélico + Bael. Gayoni . . . 1,20 0,51
» » (10) + 2,5 » Acido tartérico, + Baet. Gayoni . 0,96 0,48
> > (10) + 2,5 » é&cido citrico, + Bact. Gayoni . .. 1,26 ln0as

Sembrado en este medio, el gérmen desarrollo Gnicamente en los tes-
tigos, pero no en los tubos con acidos. El pH parece haber sido la
causa, pues los testigos tenfan pH 5.,5-5,6 y los otros pH /.

Se agregd entonces a cada tubo de acido (conteniendo 5o c.c. de
agua de levadura), 1 ¢ .c. de sol. N de NaOH estéril para llevar a pH
5.8-6 y también 2 0/ de glucosa a todos los tubos incluso los testigos,
para facilitar el desarrollo. Se sembraron y se incubaron a 30° duran-
te un mes.

De los datos analiticos puede deducirse que no hubo fermentacion,
pues el contenido en acidos volatiles y de acido lactico fué igual en
los testigos y en los tubos con écidos. No se incluye el dato de la
acidez total y de la acidez fija, debido a la diferente alcalinizacion que

~sufrieron los tubos con 4cidos, y el testigo.

Los resultados de este ensayo previo, fueron corroborados con el
detallado en el cuadro N° 5, en donde la fermentacion fué regular.

En el ensayo del cuadro No 5, se usd agua de levadura, elabora-
cion 15, que se alcalinizo con NaOH hasta llevarla a pH 6.5, este-
rilizindose entonces por tindalizacion, uaa vez repartida en tubos de
50 c.c. cada uno.

Se agreg6 después a cada uno, asépticamente, un c.c. de una solu-
cion al 10 0/ del dcido a investigar, obteniéndose asi una concentra-
cién de 1,96 o/oo, y un pH aproximado de 4.,5; al testigo no se
agreg6 acido de ninguna especie quedando con el pH original. Se
sembré con unas gotas de un cultivo fresco de mosto de cereales, y se
incubd a 30° durante 3 semanas.
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CUADRO N° 5

]
Bacterium Gayoni — Fermenlacién de deidos (2° ensayo)

I e
7|2 =7,
: e o s
T o |5 =
o s 2=
= | = =
Agua lev. (15) sin Acidos, estéril .................. 0,59 0,45 0,22 | 0,14
» - (IB) . » "= BrGayons ... L . P s 0,61 0,42 0,27 —
» » (15) 4 1,96 ©/o¢ a. malico, estéril .... ... L 2,25 0,39 1,94 | 0,26
b »» (15) + 1,96 » » + B. Gayoni .| 2,40 0,45 2,03 =
» » (15) + 1,96 a. tartérico estéril ...... 1,96 0,60 1,47 —
» » (15) + 1,96 » » + B. Gayoni| 1,96 0,54 1,52 —
» » (15) + 1,96 »  a. citrico, estéril ........ 1,91 0,66 1,37 —
» » (15) + 1,96 » » + B. Gayoni..| 1,96 0,36 1,67 —_

Para la interpretacion de los datos analiticos de este ensayo (e
igualmente de los otros analogos que se mencionan), debe comparar-
se primeramente la acidez producida por el germen desarrollindose en
el agua de levadura sin 4cidos, con la acidez del medio sin 4cidos, estéril.

Luego, por comparacion del resultado de la fermentacion en el me-
dio con 4acidos y el correspondiente testigo con acido, estéril, y tenien-
do en cuenta la acidez que produce el germen en el medio, indepen-
dientemente del agregado de éacidos, se puede conocer si ha habido
fermentacion o no. En los casos positivos la formacion de acido lic-
tico o de acidos volatiles sirve de corroboracion.

En el cuadro No 5 se observa que la acidez total en los tubos con
acido malico, tartarico o citrico, es igual o mas elevada que sus corres-
pondientes testigos estériles; como el gérmen en el medio sin dcidos
eleva solo un poco la acidez, puede deducirse que no hubo ataque de
los acidos. L

En caso positivo, al ser atacados los acidos mélico, citrico o tartiri-
co, se producen acidos monobasicos como el lactico o acético, y CO»,
y, por lo tanto, la acidez total es mas baja que los testigos de dcidos
estériles, como se observard mas adelante con otros gérmenes fermen-
tadores de acidos. '

b) Bacterium intermedium MiLLEr-Tuurcav y OstErwALDER

Cepas estudiadas. Seis:

22y = Baeclerium inlermedium, cepa a
290 = » » » b
30[ = > » C
1. = » » > d
3a = » > e
3b = » » » f
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1. Morfologia

Forma.—Bastoncitos -rectos cuyo didmetro y longitud presentan va-
riaciones en las diversas cepas, como puede verse a continuacion :

Cepa a 0,7-0,0 M grueso por 1-0 M largo
» b 0,7-1 M » » 1=5 o »
» ¢ 0,8-0,0 K » I (0 1 R
» do,7-1,2 B » W =il iy
. DL ere,SETe S P E P e e EE N VA
» foqg51 m Wik TSy ST 5

En mosto de cereales se presentan aislados o bien agrupados en ca-
denas cortas; estas son mas numerosas en las cepas d, e, f, que toman
aspecto de linea punteada con articulos de igual longitud, bastante re-
gularmente. En las cepas a, b, ¢, las cadenitas son mas cortas (6-8
segmentos) y los articulos més alargados.

En agua de levadura también varia la forma en las diversas cepas.
Casi todas las cepas forman cadenitas constituidas por segmentos cor-
tos unidos, con borde limitante neto. La cepa ¢ forma cadenitas cor-
tas (8-10 segmentos) de articulos a veces més alargados. Las cepas a y
d se presentan en forma sensiblemente igual, pues no forman cadenas;
solo excepcionalmente dan algunas.

Mouvilidad. — Inmovil. i
Esporulacion. — Negativa.
Coloracién de Gram. — Gram positivo. .

2. Caracleristicas de cultivo

Colonias. — Sobre agar de agua de levadura levulosada desarrollan
abundantemente a los dos dias. Las cepas b y f desarrollan con menor
intensidad.

Las colonias formadas por las diversas cepas no son iguales. Algu-
nas como ¢ y e forman colonias sensiblementes parecidas a Bacterium
(rayoni, tanto, que hasta pueden ser confundidas con éstas; se obser-
van, sin embargo, algunas diferencias especialmente en los bordes. La
cepa ¢ forma colonias de bordes algo mas extendidos y aspecto mads
bien deshilachado, la cepa e, por el contrario, presenta bordes quebra-
dos y el desarrollo de las colonias no es tan grande como en Baclerium
Gayoni.

Las cepas a y b forman colonias del mismo tipo, pero algo diferen-
tes: la a forma colonias blanquecino-amarillentas, de forma comple-

FAC. AGRON. — VIII, II 15
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tamente irregular, superficie finamente rugosa, sin presentar estrias;
son homogéneamente elevadas en el centro, presentando bordes irre-
gulares con algunas salientes que le dan aspecto groseramente dentado.
La estructura interna es finamente granulada.

La cepa b forma colonias de tipo intermedio entre a y las primeras
descriptas. Amarillentas, irregulares, groseramente poligonales, de su-
perficie rugosa, pero sin presentar las estrias pronunciadas de ¢ y e;
bastante elevadas, en forma homogénea, en la parte céntrica, siendo
achatadas en los bordes; estos son irregulares con pequeiias derivacio-
nes que le dan aspecto lobulado. La estructura interna es bastante gra-
nulada.

La cepa d forma colonias completamente diferentes a los tipos des-
criptos. Son amarillentas, redondas, relativamente mas pequeiias, bas-
tante elevadas en el centro y chatas en los bordes, superficie finamen-
te rugosa careciendo en absoluto de estrias, pero presentando una es-
pecie de anillo marginal cerca del borde, constituido por una zona mis
clara que el resto de la colonia. Bordes irregularmente dentados, ex-
tructura interna finamente rugosa y concéntrica.

La cepa f tiene colonias de aspecto sensiblemente parecido a la an-
terior, son blanco amarillentas, no presentan el anillo marginal tan
pronunciado, y los bordes son menos dentados.

Desarrollo en estria. — En agar de mosto de malta desarrollan
abundantemente; las cepas b y f méas bien moderado. El desarrollo es
difuso, esparcido, de lustre brillante, aspecto humedo, consistencia
mantecosa y mas bien acuosa en la cepa b, opalescente, de superficie
rugosa, sin olor y sin alteraciéon del color del medio.

Licuacion gelatina. — Negativa.

Desarrollo en dwersos medios nutritivos. — En mosto de cereales
desarrollan bien a las 24-48 horas. La cepa a es la mas activa, tanto
como Bacterium cocciforme; las otras también lo son, pero en menor
grado. En mosto sin CaCO; todas forman gas. Por el desarrollo en-
turbian fuertemente el medio, que después se aclara; esto ocurre en
las cepas b, ¢ y e inmediatamente, mientras que en d y f sélo después
de tres o cuatro semanas; y en a después de varias semanas queda ain
turbio dada su actividad. Se conservan vivos hasta 11 meses, en este
medio. El comportamiento en mosto sin GaCOj; es analogo.

En agua de levadura con o sin aztcares, desarrollan analogamente
a otros bacterios maniticos produciendo enturbiamiento amarillento
con levulosa, menor con glucosa, y copos aluodonosos disgreg 1l)les.
La cepa a es particularmente activa.

En caldo dcido o alcalino sin azicar no desauolla En caldo dCldO
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levulosado desarrolla activamente a las 24 horas. Con 1 0o de levu-
losa después de g dias de incubacion la acidez producida fué:

Testigo estéril 0,49 0foo en HaSO,
Cepa a 2185 5= »
> b 2,35 » >
(v 0,93 » » >
v d D L3 IR R S »
» e ; 1y e »
» 5 £ A7 v s »

3. Fisiologia

Relaciones de temperatura. — Desarrolla bien a temperatura am-
biente (15°-20° C) y en estufa a 25°, 30 y 37°. No desarrolla a /2°
en diez dias.

A temperatura ambiente el desarrollo comienza a los 3-/4 dias sien-
do escaso en las cepas ey f; a 250 el desarrollo es bueno comenzando
a las 24-48 horas; a 300 el desarrollo es muy bueno yaalas 24 ho-
ras; a 379 el desarrollo es escaso y comienza a los dos o tres dias, sal-
vo en las cepas a y b que empieza a las 24 horas. Temperatura dp-
tima aproximada: 30° C.

Relacién con el oxigeno. — Anaerobio facultativo.

Formacion de gases. — Positiva. En agar de mosto de malta en
tubos, en anaerobiosis, desarrollan a las 24-48 horas, rompiendo el
agar con los gases formados.

Prueba de la catalasa. — Negativa.-

Cultivo en leche. — Desarrollan acidificando lentamente; recién a
la semana de incubacion a 30° hay algo de acidificacion en forma
poco intensa; se exceptia la cepa ¢ que acidifico fuertemente a partir
de las 2/, horas. No coagula. No reduce el tornasol.

Hidrdlisis del almidon. — Negativa.

Influencia de la reaccion del medio. — La fermentacién en agua
de levadura (16), con 1 0/ de levulosa, después de 10 dias de incuba-
cion a 309, dio el siguiente resultado:

Acidez producida por cada cepa en H,SO, ° : ;
ArE 2 BRSO ROt CaCaieepe 2.4 [L’L Acidez promedio

Bl a b c d e f  en H,S0, Y,
3,5 1.04 182 1.82 ) ) .59 1,08 1,55
5,3 — 1.82 182 1.43 1,48 1.48 1,60
5 1.56 BT 1.59 1,53 1.68 141 1,08
5.8 1,65 1,89 1.86 1,47 1.65 1,63 1.67
6.7 1.65 1,92 1.83 153 1.59 1.53 1,68
7.6 1.60 1,87 1.94 1,54 1.60 1,54 1,68
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Puede observarse que hay gran resistencia a la acidez, con unifor-
midad en las diferentes cepas. El desarrollo comenz6 a las 2/ horas
en todos los valores pH, excepto en 3,5y 7.6 que fué a las 48 horas.
No se pudo fijar un pH 6ptimo.

Influencia del alcohol. — Los datos de la fermentacion en agua de
levadura con 1 0/ de levulosa, después de 1o dias de incubacion a
300, son los que siguen:

Acidez producida por las diferentes cepas

o en H,80, 9, Acidez promedio
Alcohol /“ : - en HQSO4 O/M

a b c d e f
o . 5,65 1,89 1,86 1,47 1,67 1,53 1,68
633 | '1;65 1,95 1,77 1,53 1,03 1,53 1,66
8,03 1,79 1,83 1,77 1,06 1,59 1,50 1,68
r18bie" 5 1,65 1,77 1,69+ 1,50 A1 1,53 1,57

El desarrollo comenz6 con 6,33 0/p a las 2/4 horas, con 8,53 0 a
las 48 horas y con 11,85 0/p a los tres dias. Como se ve en el cuadro,
la acidez producida no varié con los diversos agregados de alcohol.

Influencia del SO2. — El ensayo de fermentacién con H20 de lev.
(22), glucosada al 1 0/, después de 12 dias de incubacion a 3o°, dio
el siguiente resultado:

Acidez producida por las diferentes cepas 5 !
en H,80, %, Acidez promedio

SO0 en H,S0; %,
a b c d e {
o 3,00 2,81 — — 3.00 — 2,04
0,008 3,00 3,12 3,18 1,84 2,89 5 2,80
0,185 2,69 3,19 3,12 1,06 e T, 1) 2,60
0,294 2,39 2 89 3,12 47 2,51 2,18 243
0,500 1,04 1.84 1,53 1,10 1,04 1,004 1;277

Se observa que si bien resisten bastante al SO2, con una fuerte do-
sis la fermentacion es fuertemente inhibida, siendo esto general en
las diversas cepas.

Fermentacion de hidratos de carbono y olras substancias. — Co-
mo en el caso de Bacterium Guyoni, se resumen -a continuacion los re-
sultados obtenidos y en el grafico N° 2 y cuadros N° 6 y 7 se con-
signa el detalle de los principales ensayos.
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Bacterium intermedium Murier-Tuurcau y OSTERWALDER.

- Fermenlacion
Glucosa — Arabinosa
Levulosa ... e Glicerina ST -
Galactosa e Manita o S e -~
Lactosa =L (x) “Amigdalinas. o5 0 Ll =
Maltosa + Dextrama i sa =0 w0 —
Sacarosa _ Aeido M malice SoesT Vo - .
Rafinosa == Acido tartirico ... ... ... - :
Xilosa == Acido eitrico’ ... i -

Como puede verse en el grafico n° g y en el cuadro n° 6, todas las
cepas fermentan enérgicamente la glucosa y la levulosa.
CUADRO N¢ 6

Baclerium inlermedium — Productos originados en la fermenlacién
de glucosa y levulosa

s Sgc“ B4 s id.

Zewm | 8 2 =n

L5 J— ~ — < o

48D |8 < =T
= < &
Agua lev. (13) sin azGcares, estéril ..~ ................ 0,71 0,54 0,27
» - (13) sin azGcares, + B. inlermedium a .. .. .. 0,83 0,66 0,29
» > (13) con 2 9, glucosa, + B. intermedium = 6,52 1,56 5,24
« > (13) con 2 9, levulosa, + B. intermedium a. . 4,21 2,73 1,98
» »  (13) sin azGcares, + B. inlermedium b.... .. 0,83 0,69 0,27
> > (13) con 2 9, glucosa, + B. intermedium b..| 5,29 1,68 3,92
» » (13) con 2 9 levulosa, 4+ B. inlermedium b. . 4,41 2.4 2,16
» »  (13) sin az(cares, + B. infermedium c..... 0,98 0,69 0,42
» > (13) con 2 9, glucosa, + B. intermedium c...| 5,49 2,04 3,82
» > (13) con 2 9, levulosa, + B. intermedium c. . 4,31 2,76 2,06
> (13) sin azGcares, + B. inlermedium d...... 0,86 0,48 0,47
> (13) con 2 9, glucosa, + B. intermedium d..| 5,49 1,53 4,24
> (13) con 2 9, levulosa, + B. inlermedium d . 4,21 3,12 1,67
(13) sin aztcares, + B. inlermedium e . ... .. 0,83 0.45 0,47
) (13) con 2 9, glucosa, + B. intermedium e..| 5,10 2,34 3,18
» > (13) con 2 9, levulosa, + B. infermedium e . 4,02 2,94 1,62
» » (13) sin azGcares, + B. inlermedium { ... .. ' 0,83 0,51 0,42
» > (13) con 20/, glucosa, + B. intermedium {. . . 5,24- 2,04 3,58
» > (13) con 20/y levulosa, + B. inlermedium f. . 4,31 3,30 1,62

El ensayo del cuadro n© 6 se efectué en las mismas condiciones que
el correspondiente del grafico m© 2, con igual duracién de tres se-
manas.

(1) Con la cepa d no se consiguié la fermentacion de lactosa.
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Todas las cepas produjeron abundantemente acidos volatiles de am-
bos azticares, pero en mayor proporcion de levulosa que de glucosa,
en todos los casos; mientras que con glucosa la acidez volatil produ-
cida oscilo entre 0,90 y 1.80 0/00 en acido acético. con levulosa fué
de 2.07 a 2,81, es decir, mas o menos el doble. De levulosa se produ-
ce, ademas, manita.

La fermentacion de galactosa fué positiva y enérgica en todas las ce-
pas. Lo mismo en cuanto a maltosa.

Por lo que respecta a la lactosa, exceptuadas las cepas ¢, d, todas
la fermentaron igualmente con energia. La cepa ¢ en los ensayos efec-
tuados demostro tener poca actividad sobre ese aztcar.

‘En cuanto a la cepa d, no fermenté lactosa en dos ensayos hechos:
uno con levadura autolizada (2), al 1 0o, durante 7 dias, y otro con
levadura (14), al 1,25 0/, durante 10 dias.

Frente a sacarosa, se mostraron también todas las cepas muy ac-
tivas, fermentéandola enérgicamente. La cepa e en uno de los ensayos
efectuados, no fermento, sin embargo, pero en el otro lo hizo con
bastante energia.

La sacarosa es fermentada directamente; no se constaté produccion
de manita que se habria formado a expensas de la levulosa en caso de
desdoble previo:

La rafinosa fué también fermentada en todos los ensayos, menos
en uno, pero con muy poca energia.

La xilosa se ataco con energia, lo mismo que Bacterium Gayoni.
La arabinosa, por el contrario, no fué atacada por ninguna cepa, en
los diversos ensayos efectuados, sea junto con xilosa o aparte: con le-
vadura autolizada (1). 0,7 0; 5-8 dias, con lodas las cepas; con lev.
(4). 0,33 9/, 3o dias, en las cepas a, b; con lev. (14), 0,6 9o, 10 dias
en la cepa c; y con lev. (6), 0,7 %), 10 dias, en las cepas e, f.

La glicerina tampoco fué atacada. Se ensayo en lev. (4) al 1,25
por ciento dejando 3o dias, con las cepas a, b, e, ¢ y 7 dias con las
c. e, f; con lev. (14), al 1,25 06, dejando 10 dias, con la cepa c; y
con lev. (5) al 1.4 90, durante 23 dias, con la cepa b.

La manita y dextrina tampoco se fermentaron en ensayos efectua-
dos con lev. (14), 1,25 0/, 10 dias, con todas las cepas.

Del mismo modo, ninguna cepa atacé amigdalina. Se investigé con
lev. (4), 0.7 %, 3o dias, con las cepas a, b, e, f; con lev. (6), 1 %,
10 dias, con las cepas a, c, e, f y con lev. (14), 1,25 9, 10 dias con
las cepas ¢y d.

El ensayo de fermentacién de acidos del cuadro N© 7 se hizo con
agua de levadura (14) en condiciones exactamente iguales al ensayo
del cuadro no-5, con duracién de 3 semanas.




220 REVISTA DE LA FACULTAD DE AGRONOMIA Y VETERINARIA T. virt (2) 1036

CUADRO N° 7

Bacterium intermedium — Fermenlaciéon de dcidos
= _f o) :o
3 N 05
=, i <3
e = =2
Agua lev. (15) sin ‘4cidos, estéril ................ 0,59 0,45 0,22 0.14
»  (15) » » + B. inlermedium a .. .| 0,69 0,42 0,34 0,96
(15) » » + B. inleemedium b ... | 0,73 0,57 0,25 0,19
as) » » + B. inlermedium c....| 0,69 0,36 0,38 0,48
15) » > + B. inlermedium d....| 0,69 0,45 0,32 —
., {18) iy ) + B. inlermedium e .. .| 0,59 0,30 0,34 0,75
» (15) » » + B. inlermedium f ...| 0,64 0,36 0,34 —
Agua lev. (15) + 1,96 °/,, 4. malico, estéril ........ 2,25 0,39 1,94 0,26
> » (15) + 1,96 » » + B. inlerm. a 1,62 0,45 1,25 1,10
(15) + 1,96 » » + B. inlerm. b.| 1,7 0,51 1,35 0,87
(15) + 1,96 » + B. inlerm. c.! 1,67 0,39 1,35 0,98
(15) 4+ 1,96 » + B. interm. d| 1,7 0,39 1,45 1,79
(15) + 1,96 » » + B. interm. e.| 1,7 0,36 1,47 1,45
» (15) 4+ 1,96 » + B. inlerm. {.| 1,57 0,54 1,13 1,61
Agua lev. (15) + 1,96 °/,, a. tartarico, estéril . . . . . . 1,96 | .0,60 1,47 —_
> (15) 4+ 1,96 > » + B. inlerm. a .| 1,96 0,48 1,58 =5
»  (15) 4+ 1,96 » » + B. inlerm. b .| 1,96 0,66 1,42 —
“(15) + 1,96 » » -+ B.interm.c .| 2,03 0,60 1,54 —
a5) + 1,96 » » + B. inferm. d .| 2,11 0,36 1,81 —
(15) + 1,96 » > + B. inlerm. e.| 2,06 0,42 1,71 -
15) + 1,96 » » + B. interm. f.| 2,06 0.36 1,76 £C
(15) + 1,96 ofo 4. citrico, estéril ... ... 1,91 0,66 1,37 —
(15) + 1,96 » » + B. inlerm. a| 2,14 0,48 | | —
15) + 1,96 » » + B. interm. b.| 2,06 0,63 1,54 e
(15) 41,96 » » + B. interm.c.| 2,01 0,48 1,62 —
» »  (15) + 1,96 » 3 + B. interm. d.| 2,11 0,60 1,62 —_
» » (15), + 1,96 ' » + B. interm, e.! 1,96 0,36 1,67 —
» » (15) 4+ 1,96 » > + B. inlerm. {.| 1,96 0,48 1,57 —

El dcido milico es atacado en parte por todas las cepas investigadas.
Comparando la acidez total producida por el desarrollo del germen
en el medio con 1,06 0/00 de dcido malico, y el correspondiente testi-
go estéril, se observa que en éste la acidez es mayor. Esto indica que
el dcido malico ha sido atacado con produccion de acidos monobési-
cos, pues el desarrollo del germen en el medio sin 4cidos produce un
ligero aumento de la acidez, como se ve en la primera parte del cuadro.

Por el ataque del 4cido malico no se produce aumento de écidos vo-
litiles, los que estan en igual proporcion que el testigo, pero en cam-
bio hay sensible aumento del ‘contenido en acido lactico : el aumento
efectivo de éste, vario en las diversas cepas alcanzando en algunas cer-
ca de 1 o/oo.

El acido tartarico y el acido citrico, no fueron atacados; la acidez
volatil en los tubos sembrados fué mayor que en los estériles, aproxi-
madamente. No se investigd, por lo tanto, el contenido en 4cido lactico.
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C) Bacterium cocciforme (\ SPE(:.)
Cepas estudiadas. Una: N° 31.
1. Morfologia

Forma. — Bastoncitos cortos de 0.7-1 p de ancho por 0.9-1,5 u de
largo, de extremos completamente redondeados, aislados o unidos de
a dos, por lo general, semejante a diplococos y facilmente confundi-
bles con los bacterios acéticos; se unen, ademds, en pequeiias cade-
nitas de pocos articulos, cuatro o cinco. En medios liquidos presentan

“la misma forma, observandose en mosto de cereales excepcionales ca-
denitas de unos diez segmentos, que parecen entreptococos. En agua
de levadura. con o sin azicares, lo mismo, pero las cadenitas son mas
largas presentando hasta alrededor de unos 20 articulos, lo que da as-
pecto de rosario.

La forma ovoide de los segmentos en todos los medios estudiados,
presentando a veces aspecto netamente cocoide, es lo que justifica el
nombre de esta especie. :

Movilidad. — Negativa.

Esporulacion. — Negativa.

Coloracién de Gram. — Gram positivo.

2. Caracleristicas de cullivo

Colonias. — En agar de agua de levadura levalosada en superficie,
desarrolla bien formando colonias amarillentas redondeadas, relativa-
mente pequeiias (en comparacion con las de otros gérmenes maniti-
cos), de superficie rugosa finamente granuiada, sin estrias, algo ele-
vadas homogéneamente en el centro, pero poco, bordes irregulares,
groseramente dentados. La estructura interna es finamente granulada.

Desarrollo de estria. — En agar de mosto de malta desarrolla abun-
dantemente a las 2/ horas. Desarrollo difuso, no elevado (esparcido),
lustre brillante, aspecto himedo, consistencia mantecosa, flaida, casi
liquida, estria opalescente, superficie algo rugosa mas bien lisa, color
inalterado, y ausente de olor extraio.

Licuacion gelatina. — Negativa.

Desarrollo en diversos miedios nutritivos. — En mosto de ce-
reales en aerobiosis o anaerobiosis, con o sin carbonato de calcio, des-
arrolla activamente siendo el mas enérgico de los gérmenes estudia-
dos, presentando completo desarrollo a las 2/4 horas; en mosto sin
Ca forma gases. El desarrollo se produce con enturbiamiento intenso,
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aclarandose solo después de tres o cuatro semanas; en el mosto sin
Ca se observo la clarificacion a las 48 horas. Se conserva en el medio,
hasta 11 meses.

En agua de levadura con o sin azicares desarrolla muy bien a las
2/-48 horas. Con levulosa desarrolla enérgicamente ocasionando un
enturbiamiento amarillento; con glucosa ocurre lo mismo, pero con
menor intensidad. Después del desarrollo hay deposicion de la masa
bacteriana en forma analoga a Bacterfum Giayoni.

En caldo dcido o alcalinizado, sin azicar, desarrolla’ escasamente;
en caldo levulosado hay activo desarrollo a las 24-48 horas. Con 1
por ciento de levulosa a los g dias de incubacion a 300 la acidez pro-
ducida fué:

Testigo estéril et vnesl e, 0.49 o en H280,4
Con Bacterium coceiforme ... ... 1,37 » = » »

3. Fisiologia

Relaciones de temperatana. — En agar de mosto de malta en su-
perficie, desarrolla a temperatura ambiente (15-20° C) y en estufa a
250, 300 y 37° .No desarrolla a 42° en 1o dias. A temperatura am-
biente hay buen desarrollo. empezando a las 48 horas. A 250 y 3o°
muy buen desarrollo a las 2/ horas. A 37° buen desarrollo a las 2/
horas. Temperatura dptima aproximada: 25°-30° C.

Relacién con el oxigeno. — Amaerobio facultativo.

Formacion de gases. — Positiva. En agar de mosto de malta en tu-
bos, en anaerobiosis, desarrolla a las 24-48 horas, formando gases que
rompen el agar, pero con poca intensidad.

Priueba de la catalasa. — Negativa.

Cultivo en leche. — Desarrolla bien, acidificando desde las 24 ho-
ras; a la semana la acidificacion es enérgica. Después de un mes de
desarrollo no hubo coagulacién. No reduce el tornasol.

Hidrolisis del almidon. — Negativa.

Influencia de la reaccién del medio. — Se obtuvieron los resulta-
dos que siguen en la fermentacion de agua de levadura (15), con I
por ciento de levulosa, después de 10 dias de incubacién a 30°:

Acidez
pll producida en
H. S0, %5
3;5 0,12
4,3 0,70
5 ; 0,77
5,8 1,10
6,7 1,22
7.6 1,23
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Como puede verse, la acidez es un factor muy adverso para la fer-
mentacion, en Bacterium cocciforme. De los bacterios maniticos estu-
diados es la unica especie que se mostrd sensible a la reaccion del
medio.

El desarrollo comenzé a las 2/ horas, menos en pH 3,56 y pH 4.3
que fué a las 48 horas. La acidez producida aumenta sensiblemente
con los valores pH permaneciendo estacionaria alrededor ‘del punto
neutro. El pH o6ptimo aproximado es de 6 a 7.

Influencia del alcohol. — La fermentacion en agua de levadu-
ra (16) con 1 0/ de levulosa, a los 10 dias de incubacion a 30°, dié
los siguientes resultados: ;

:\ l(;;;h ol I) I'O(i}l(:i(iﬁll en
0 H,S0, %/
o 1,10
6,33 1,16
8,53 0,65
11,85 0,37

Anilogamente al comportamiento manifestado en el ensayo anterior,
Bacterijum cocciforme se presenta muy sensible al alcohol, siendo la
tmica especie de bacterio manitico estudiado, que ofrece esta caracte-
ristica.

La acidez producida fué disminuyendo sensiblemente con el au-
mento del alcohol, siendo muy escasa con 11,85, tal vez proxima al
limite de resistencia.

En cuanto al desarrollo, con 6,33 9 comenz6 a las 48 horas, con
8,53 0/o a los tres dias mas o menos, y con 11,85 0/ ain mas tarde.

Influencia del SO2. — Se obtuvieron los siguientes resultados de
fermentacion, con agua de levadura (22) glucosada al 1 0/, después
de 12 dias de incubacion a 3o0°:

Sin SO2 1,84 0/oo de acidez en HaSO,
Con 0,185 0/00de SO2 84 » » » » »

» 0,29/; » » » 189 » » » » »

» 0,500 » » » I,L—)S » » » » »

Como puede verse, también con respecto al SO2 se manifesto6 esta es-
pecie sensible, si bien s6lo con dosis elevadas. :

Fermentacion de hidratos de carbono y otras substancias. — Antes
de detallar la fermentacion en el grafico No 3 y cuadros Nos 8 y g,
se resumen, en el cuadro que sigue, los resultados obtenidos: -
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Bacterium cocciforme (n. spec.). Fermentacion

Glucosa

- Arabmosa s ne Sy -+
Levulosa -+ Glicerina —
Galactosa ... -+ Manita —
Lactosa - Amigdalina —
Maltosa - Dextrina —
Sacarosa -+ Acidos maliooi” . oo +
Rafinosa — Acido lartérico Jor —
Xilosa e Acido citrico ... ... -+

Gririco ~x.¢ 3

Bacterium cocciforme. Enerqia fermentativa de los aztcares alacados
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La fermentacion del cuadro No 8 se hizo en las mismas condicio-
nes que la del cuadro No 3, con duracion de tres semanas. Se obser-
va que la levulosa fué mas enérgicamente atacada que la glucosa y
que solo de este aziicar se produjeron acidos volatiles, (1,68 o/oo en
acido acético). De la glucosa no se formaron, por consiguiente, acidos
volatiles a pesar de fermentarse con bastante energia. De la levulosa,
se origina, ademAs, manita.

La galactosa es atacada débilmente. La lactosa y la maltosa en un
ensayo fueron fermentadas débilmente, y en ofro en forma neta.
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La sacarosa fué débilmente atacada y en una de las experiencias la
fermentacion fué nula; igualmente hubo poco ataque de la rafinosa.
Ambos aziicares, sin embargo, deben considerarse como fermentados.
La sacarosa debe fermentarse directamente sin previo desdoble, a
juzgar por la falta de manita que se hubiera producido a expensas
de la levulosa.

CUADRO N- 8

Bacterium cocciforme — Produclos originados en la fermentacién
de glucosa y levulosa

1 e cu .
8 5 -+ 2 2 g = o =
N gO ~ S= N @ O
S5 A |85 o |2 7,
23T |58% |3°F
Agua lev. (13) sin azicares, estéril .................. 0,71 0,54 0,27
» »  (13) sin azGcares + B. cocciforme .......... 1,10 0,72 0,51
» > (13) con 20/, glucosa, + B. cocciforme . . . ... 2,74 0,78 2,11
» » (13) con 2 0/ylevulosa, + B. cocciforme . . ... 3,67 2,40 LIl

La xilosa y la arabinosa son afacadas energicamente. La arabinosa
mucho mas que la xilosa.

La glicerina, manita, amigdalina y dextrina, no fueron fermentadas.
Con glicerina se ensayd en lev. (4), al 1,2 0o, 30 dias; en lev. (5),
1,4 %, 23 dias y en lev. (2), 0,5 0, 21 dias. Con amigdalina en es-
te ultimo medio y ademas en lev. (4), 0.7 %, 30 dias y en lev. (6),
1 0o, 10 dias. Con manita y dextrina en lev. (14), 1,25 0, 10 dias.

CUADRO N° 9

Bacterium cocciforme — Fermenlacién de dcidos

0|3 §d k=

n [ == kRe
SH|888 |Em |2 .
Ml Bap=h Al B
55 |388 8% |g°

FLlE s =g

e o e
Agua lev. (15) sin Acidos, estéril .................... 0,59 0,45 0,22 0,1;1:
» > (15) sin &cidos, + B. cocciforme ........... 1,08 0,72 0,49 | 0,57
(15) con 1,96 ©fco acido maélico, estéril ... .. 2,25 0,29 1,94 | 0,26
» (15) con 1,96 ©/°° 4. malico, + B. cocciforme .| 1,81 0,75 | 1,20 | 1,48
» » (15) con 1,96 ©°f°c tartarico, estéril ......... 1,96 0,60 | 1,47 | —
» »  (15) con 1,96 ©/co tartarico + B. cocciforme .| 2,16 0,75 1,54 | —
»  (15) con 1,96 °/o¢ Acido citrico, estéril ... .. 1,91 0,66 | 1,37 | —
> (15) con 1,96 ©°f°° 4. citrico, + B. cocciforme .| 1,67 1,08 0,83 | 1,08

El ensayo de fermentacion de dcidos del cuadro N° g se hizo en
iguales condiciones a las del cuadro N° 5, durando tres semanas.
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Puede observarse que esta especie fermenta con regular energia los
acidos malico. y citrico, mientras que no ataca al tartarico.

La acidez total producida por el germen en presencia de acido mali-
co, es bastante inferior al correspondiente testigo estéril, prueba ide
que ha sido atacado, lo que se ratifica por el contenido en acido lac-
tico, cuya produccion efectiva es de 0,91 o/oo.

La acidez del medio con acido citrico, es también inferior a su tes-
tigo estéril; por el ataque de ese dcido se produce algo de acidez vola-
til, y 4cido lactico, este en menor proporcion que a expensas del aci-
do malico.

En cuanto al acido tartarico, las cifras de la acidez total evidencian
que no ha sido atacado; no se determind, por consiguiente, el acido
lactico.

d) Bacterium Miiller-Thurgaui (\ SPEC.)

Cepas estudiadas. Una: No 22,
1. Morfologia

Forma — Se presenta en forma de bastoncitos de 07-09 u de an-
cho por 1,2-2,8 u de largo, aislados o unidos en parejas, excepcional-
mente en mayor nimero; algunos son mas bien alargados y otros con
extremos ligeramente redondeados.

En mosto de cereales se presenta también en forma de bastoncitos
unidos de a dos o en mayor ntimero, e igualmente en filamentos grue-
sos de articulos desiguales, algunos cortos mientras que otros bastante
largos y sin tabiques. :

En agua de levadura forma, de igual modo, bastoncitos mas bien
alargados unidos de a dos o tres; no se observan cadenitas.

Movilidad. — Negativa.

Esporulacién. — Negativa.

Coloracién de Gram. — Gram positivo.

2. Caracteristicas de cultivo

Colonias. — Sobre agar de agua de levadura levulosada, hay buen

8 g
desarrollo formando colonias mas bien chicas, blanco-amarillentas, de
forma circular con mucha regularidad, superficie casi lisa muy fina-

g P Y

mente y apenas rugosa, con una elevacion central y bordes lisos ente-

ros, estructura interna amorfa.
Desarrollo en estria. — En agar de mosto de malta desarrolla abun-

te)
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dantemente a las 24 horas, en forma difusa, no elevada, con lustre
brillante, aspecto humedo, consistencia mantecosa, acuosa, opalescente,
superficie algo rugosa mas bien lisa, sin olor y sin alteracion del
color del medio.

Licuacion gelatina. — Negativa. :

Desarrollo en diversos medios nulritivos. — En mosto de ce-
reales en aerobiosis o anaerobiosis, con o sin CaCO 3, desarrolla ac-
tivamente a las 2/ horas, en forma analoga a Bacterium cocciforme.
Por el desarrollo el medio se enturbia fuertemente, aclarindose des-
pués de tres o cuatro semanas. En ausencia de Ca aclara inmediata-
mente y forma gases. Viven hasta 11 meses en el medio.

En agua de levadura con o sin aztcares desarrolla a las 24-48 ho-
ras. Con levulosa desarrolla activamente con enturbiamiento amarillen-
to del liquido; con glucosa ocurre lo mismo, pero el enturbiamiento
es menor. La masa bacteriana en todos los casos deposita después del
desarrollo, formando en el fondo del tubo copos algodonosos que se
disgregan con facilidad, analogamente a otros bacterios maniticos.

En caldo dacido o alcalinizado sin aziicares, desarrolla escasamente a
las 2/ horas. En caldo levulosado desarrolla activamente; con 1 por
ciento de levulosa la acidez Producida a los 9 dias de incubacion a
300 fué:

Testigo estéril 0.9 of/oo en H280,

Con  Bact, Milller-Thurgaui ...... 33h0 oy »

3. Fisiologia

Relaciones de temperatura. — Sobre agar de mosto de malta desa-
rrolla a temperatura ambiente (15-20° C), y en estufa a 259, 30°, 37°
y 42°. A temperatura’ ambiente hay buen desarrollo con comienzo a
las 48 hordas; a 250, 30°, 37° y 42° muy buen desarrollo con co-
mienzo a las 24 horas. Temjperdtura optima aproximada: 30°-37° C.

Relacién con el oxigeno. — Anaerobio facultativo.

Formacion de gases. — Positiva. En agar de mosto de malta en tu-
bos, en anaerobiosis, desarrolla\ a las 24 horas; los gases formados
rompen intensamente el agar. :

Prueba de la catalasa. — Negativa.

Clultivo en leche. — Desarrolla acidificando lentamente; el torna-
sol se enrojece a la semana de incubacion a 30°, pero con poca intensi-
dad .Después de un mes no hubo coagulacion. No reduce el tornasol.

Hidrolisis del almidén. — Negativa.
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Influencia de la reaccion del medio. — La fermentacion en agua de
levadura (16) con 1 0/ de levulosa, después de 10 dias di6 el siguien-
te resultado:

Acidez producida

p“ en "2504 "/00
35 1,58
["3 1,6‘0
5 1,44
5.8 1,59
6,7 1,53
7,6 1,57

Esta especie, como puede verse, se mostro particularmente resistente
al pH, presentando a las 24 horas enérgico desarrollo en todos los va-
lores estudiados. No se pudo apreciar en el desarrollo, diferen-
cias sensibles como para establecer un pH optimo exacto, estando
aproximadamente entre 4,3 y 6,7.

Influencia del alcohol. — Se obtuvieron los siguientes datos de la
fermentacion en agua de levadura (16) con 1 0/ de levulosa, después
de 10 dias de incubacion:

i
Acidez producida

Alcohol en H,S0,

0 1,09
6,33 1,89
8.53 77
11,85 L7

También con respecto al alcohol se manifesté Bacterium Miiller-
Thurgaui muy resistente., Con 6,33 0/o el desarrollo comenzé a las 2/
horas, con 8,53 9/ a las 48 horas y con 11,85 9/, a los 3 dias apenas
habia empezado el mismo. La acidez producida no varié mayormente
en los diversos rangos ensayados.

Influencia del SO2. — El ensayo de fermentacién con agua de le-
vadura (22) glucosada al 1 0/, di6 después de 12 dias de incubacion a
300 el siguiente resultado:

Sin SO2 2,89 ofoo de acidez en H2SOy,
Con 0,098 0/0o0 de SO2 2,89 » » » » »

» 0,1 85 » » » 2 ,89 » » » » »

» '0.29/1 ",85 p) » » » »

» (),500 » ) ) 2 .75 y » » » »

Como todos los testigos estériles dieron 0,55 0/oo de acidezen H2S80 4
puede deducirse que esta especie demuesira también su resistencia al
SO2 en forma andloga al pH y al alcohol.
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Fermentacion de hidratos de carbono y otras substancias. — En el
cuadro que sigue se resumen los resultados, positivos o negativos,
de la fermentacion de substancias, siguiendo luego el grafico No 4, y
los cuadros Nos 10 y 11 que detallan los diversos ensayos de fer-
mentacion realizados.

Bacterium Miiller-Thurgaui (n. spec.) — Fermentacion
Glugsas o) e 2 2 - Arabinosa foic: s et -
IOVl ORE &2 ot e o vk - Gheerma, 2. =2 RS s —
GAtICIORA ) o i o it - Martita =i s s i h oo e —
Lachosa: s, o1 (& s, de d - - Amigdalina ... ... ... ... —
Malfosa = o LogsaaT ity S Dextrinar .05 -Liin fais i —
SacErosay i C o e = Acido’ malico I N 4
Bafingsasge; S ontoinntaac b - Acido tartarico ... ... ... —
X losal el Comat o - Acido’ Citrico” co ioeiin —

Del grafico No /4 y cuadro N° 10 se deduce que la glucosa y la le-
vulosa son atacados intensamente por Bacterium Miiller-Thurgaui. En
el segundo ensayo con estos aziicares (cuadre 10), efectuado conjunta-
mente con el del cuadro n° 3, con duracion de tres semanas, puede ob-
servarse como hay produccion enérgica de acidos volatiles a partir de
la levulosa (2.52 0/00 de acidez en acidos acético), mientras que es casi
nula con la glucosa. Este comportamiento es analogo al de Bacterium
cocciforme. A expensas de la levulosa se origina, ademss, manita.

La maltosa y la sacarosa han sido atacadas con bastante energia. Es-
ta altima, sin embargo, no fué fermentada en uno de los ensayos efec-
tuados.

Como en la fermentacion de sacarosa no se constaté produccion de
manita, puede deducirse que es atacada directamente, sin previo des-
doblamiento en glucosa y levulosa.

La rafinosa fué atacada débilmente por Bacterium Miiller-Thur-
gaui, lo mismo que las otras especies de bacterios maniticos.

De la xilosa y la arabinosa, la segunda fué atacada con mucho més
energia que la primera.

La lactosa no fué atacada. Se ensay6 en lev. autolizada (1), al 1.1
por ciento, 12 dias; en lev. (4), al 1,25 0/, 30 dias yenlev. (5)al 1.4
por ciento, durante 23 dias.

Tampoco fueron fermentadas la glicerina, amigdalina, manita y
dextrina. Con glicerina se ensayo en lev. (5) al 1.4 0o, 23 dias, y
en lev. (4). 1,25 9o, 30 dias. La amigdalina se ensayé en este ultimo
medio y en lev. (6), al 1 0o durante 10 dias. La manita y dextrina
en lev. (14), 1,25 0o, 10 dias.

FAC. AGRON. — VIII, II 16
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Gririco n.o 4
Bacterium Miiller-Thurgaui. Energia fermentativa de los aziicares atacados
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CUADRO Ne 10

Bacterium Miiller-Thurgaui — Productos originados en la fermenlacién
de glucosa y levulosa

Acidez vo-

Agua lev. (13) sin az(car, estéril

.................... 0,71 0,54 0,27
(13) sin azGcar, + B. M-Thurgaui ......... 0,88 0,51 0,47
(13) + 20/y glucosa, + B. M-Thurgaui. . . . .. 1,31 0,99 3,53

»  (13) + 20/glevulosa, + B. M-Thurgaui . 3,82 3,03 1,35
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CUADRO Ne 11

Bacterium Miiller-Thurgaui — Fermentacién de dcidos

=8 S

o i
EE| 892
N ——
i (3] =

B e -

S ISR
Agua lev. (15) sin &cidés, estéril .................... 0,59 0,45 0,22 (0,14
» » (15) sin Acidos, + B. M-Thurgaui .. ....... 0,78 0,39 0,47 |0,73
» > (15) + 1,96 °[eo 4. malico estéril .......... 2,25 0,39 1,94 | 0,26
» »  (15) 4+ 1,96 » 4. mélico + B. M-Thurgaui.| 1,91 0,72 §,32:2|:1;10
» . (15) + 1,96 » 4. tartérico, estéril ....... 1,96 0,60 147 | '—
> (15) + 1,96 » 4. tart. + B. M-Thurgaut .| 2,06 0,60 1,57 | —
» 3 (15) 4 1,96. 5. 4. citrico, estéril .. ... . ... 1,91 0,66 1,37 | —
» »  (15) 4+ 1,96 » 4. citrico + B. M-Thurgaut.| 2,20 0,60 1,71 | —

La fermentacion de acidos del cuadro 11 se hizo conjuntamente con
las de los cuadros b, 7. ¥ 9. con una duraciéon idéntica de 3 semanas.

Las cifras de la acidez total de los acidos tartaricos y citrico, com-
paradas con las de los testigos estériles, demuestran que no hubo fer-
mentacion. No se investig6, en consecuencia, el contenido de acido lac-
tico.

La acidez total en el medio con acido malico, fué bastante inferior a
su testigo estéril, lo que indica la fermentacion de ese acido. No hubo
produccion apreciable de acidos volatiles, siendo s6lo un poco superior
al testigo y' la produccion de acido lactico fué muy escasa. Se debe
asignar, por lo tanto, una débil fermentacién del 4cido malico.

e) Bacterium acidovorax (N. SPEC.)

Cepas estudiadas. Cuatro:

12 = Bacterium acidovorax cepa a
15, = » » )
3o = » » e o
I Ta= » » » d

1. Morfologia

Forma. — Las cuatro cepas estudiadas se presentan en forma de
bastoncitos que se unen en cadenitas filamentosas, caracteristicas, di-
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ferenciables netamente de los otros gérmenes de los vinos. Las dimen-
siones de los articulos de estos filamentos son:

Cepa a 0,4—0,6 u de ancho por 08—2,4 u de largo
» b 0.5*0.7 173 » » » 1'2—'2,5 Mmoo »
» ¢ 04—0b pu » » » 12—32 g » »
» d 0.4—0,5 uoo» » » 15—4 u o» »

Las cepas a y b forman bastoncitos més cortos y gruesos que ¢ y d,
y sus cadenitas son méas cortas y sinuosas, en cambio ¢ y d forman lar-
gas cadenas mas bien rectilineas.

En mosto de cereales a y b forman las mencionadas cadenitas, si-
nuosas, de 8 a 1o articulos aproximadamente, encontrindose también
bastoncitos aislados o unidos de a dos o tres.

Las cepas ¢ y d forman largas cadenas, mucho mas alargadas en ¢
que en d, llegando a tener hasta 4o a 60 articulos aproximadamente,
constituyendo verdaderos hilos rectilineos o sinuosos; se encuentran,
también, cadenas cortas y aun bastoncitos de a dos o tres.

En d las cadenitas son de menor namero de articulos, semejantes a
las cepas a y b, pero mas finas y menos sinuosas. Se encuentran tam-
bién cadenas rectilineas.

En agua de levadura, las caracteristicas morfologicas son anélogas.

Las cepas a y b forman cadenitas cortas de 5-6 articulos muy si-
nuosas, y bastoncitos aislados o unidos de a 2-3-4 en linea quebrada.

La ¢ forma bastoncitos cortos que se unen en largas cadenas de 5o-
60 articulos, constituyendo filamentos que al aglutinarse semejan un
ovillo.

La d también forma cadenitas filamentosas, pero de menos articulos
(20-30) y cadenitas cortas y sinuosas de 6-8 articulos. algunos sensi-
blemente mas gruesos que otros, y ain bastoncitos aislados o unidos de
axdos o tres.

Movilidad. — Negativa.
Esporulacion. — Negativa.
Coloracion de Gram. — Gram positivo.

2. Caracleristicas de cultivo

Colonias. — Sobre agar de agua de levadura levalosada desarrolla
abundantemente, formando colonias redondeadas de color grisaceo-
amarillento, elevadas en el centro homogéneamente. de superficie ru-
gosa finamente reticulada, y bordes irreguiares mas o menos dentados.
Al comienzo del desarrollo las colonias se presentan como manchas gri-
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saceas irregulares, de bordes deshilachados; envejeciendo redondean,
y los bordes se tapan haciéndose mas lisos.

La estructura interna de la colonia es finamente granulada. Las
diversas cepas forman igual tipo de colonia, pero la d demora algo
mias en desarrollarse.

Desarrollo en estria. — En agar de mosto de malta, el desarrollo
es abundante comenzando a las 2/ horas, excepto la cepa d que em-
pieza a las 48 horas. Se presenta difuso, con colonias separadas, no
elevado, de lustre brillante, superficie mas o menos finamente rugosa,
opalescente, de consistencia mantecosa en a y b, y mantecosa quebra-
diza en e y d: aspecto hiimedo. El medio carece de olor y su color
permanece inalterado.

Licuacion gelatina. — Negativa.

Desarrollo en diversos medios nutritivos. — Las caracteristicas del
desarrollo en los diversos medios nutritivos varian en las diversas ce-
pas; pero, sin embargo, pueden agruparse la a y la b por una parte
y la ¢ y la d por otra. Las primeras se caracterizan por el enturbia-
miento persistente del medio, mientras que en las otras dos inmedia-
tamente después del desarrollo depositan, quedando el liquido comple-
tamente aclarado. Estas mismas cualidades presentan los cultivos de
gelatina, que por haberse efectuado en estufa a 30° permitieron la
deposicion de los gérmenes. La cepa a es la maés activa de todas y la
d la menor, siendo muy poco enérgica.

En mosto de cereales desarrollan acltivamente a las 2/4-48 horas, en
aerobiosis © anaerobiosis. En ausencia de CaCO; no hay formacion de
gases. El tiempo de conservaciéon en este medio varia con la cepa;
las cepas a, y b, viven de 4 a 8 meses, la ¢, 3-4 meses yla d, solo 2-3
meses.

Las cepas a y b-enturbian el medio en forma persistente, no acla-
randose atn después de varias semanas, poniéndose espeso y viscoso.
En la cepa a la viscosidad es tan acentuada que el medio toma consis-~
tencia verdaderamente grasosa. formando verdaderas hebras; en la
cepa b nunca llega la viscosidad a este extremo.

Las cepas ¢ y d desarrollan bien; siendo la primera mucho més
activa. No hay enturbiamiento persistente del medio, sino aglutinacion
mmediata; solo se observa enturbiamiento a las pocas horas de desa-
rrollo.

En agua de levadura con o sin agregado de substancias hidrocarbo-
nadas desarrollan activamente con fuerte enturbiamiento. Los bacterios
se aglutinan en las paredes del tubo y en el fondo, formando abun-
dantes masas algodonosas, facilmente disgregables, que ascienden al
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agitar el tubo, constituidas por filamentos bacterianos entrecruzados
que constifuyen masas enmarafiadas.

La aglutinacién comienza a las 24 horas de desarrollo; depositan-
dose en pocos dias toda la masa; en las cepas ¢ y d antes que en las
otras (1). .

Ni en este medio, ni en caldo, hay produccion de substancias vis-
cosas, .

En caldo dcido o alcalinizado sin azicares, no hay desarrollo; ape-
nas se noté un ligero enturbiamiento casi imperceptible en la”cepa b.

En caldo acido levulosado desarrolla activamente, a las 24 horas. La
acidez producida con 1 0/ de levulosa, a los g dias fué la siguiente:

Testigo estéril 0,49 °[po en H280,
K Cepa a 2,06 » » »
» ]) 2,06 » o» »
» c 2,25' » » »
» wd 2,06 » » »

3. Fisiologia

Relaciones de temperatura. — Desarrolla a temperatura ambiente
(15-20° C) y en estufa a 259, 30°, 370y 420 C. A temperatura, am-
biente el desarrollo comienza a los tres o cuatro dias, siendo escaso en
la cepa d. En los demds casos hay desarrollo a las 24-48 horas. La
cepa d también en esfos casos demiora un poco mas el desarrollo.

El 6ptimo aproximado es para a y b 37° para ¢ y d 30°; genera-
lizando puede considerarse la temperatura Sptima comprendida entre

300 y 370 C.
Relacién con el oxigeno. — Anaerobio facultatjvo.
Formacion de gases. — Negativa. En agar de mosto de malta en

anaerobiosis en tubos desarrolla bien a las 24 horas (cepa d a las 48
horas), pero no se rompe el agar, lo que indica ausenicia de gases.

Prueba de la catalasa. — Negativa.

Clultivo en leche. — Desarrolla bien acidificando a las 24 horas; la
cepa d a las 48 horas. Reducen el tornasol enérgicamente, desde las
48 horas. Después de un mes de incubacion a 30° no hubo coagula-
¢ion, persistiendo en cambio la reduccion del tornasol.

Hidrdlisis del almidén. — Negativa.

influencia de la reaccion’ del medio. -— Se obtuvieron los datos que

(1) La levulosa parece favorecer el desarrollo, més que la glucosa, puss el en-

turbiamiento que ocasiona es mis espeso y més amarillento.
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siguen, en la fermentacion de agua de levadura con 1 0/ de levulosa,
después de 10 dias de incubacion a 300°:

Acidez producida por las diversas cepas

o g Acidez promedio
P“ en 112504 /oo - “1‘504 0/00
a b c d
3.5 b4 432 3,08 2,33 3,76
4.3 4,28 b 16 4,28 3,06 h.19
5 b.17 4,44 RS 3,78 h,20
5.8 h,23 = h,29 3,99 b,17
6,7 4,35 h 32 b,17 13,29 4,28
7.6 hy12 h2h h2h 3,93 4,13

El desarrollo comenzé a las 24 horas en casi todas las cepas (la‘da
las 48 horas) y en casi todos los valores pH; en el extremo acido (3.5)
comenz6 a las 48 horas. En el extremo alcalino (7,6) de la cepa d
parecio dificultarse algo el desarrollo, pues ocurrié a los 3 dias. El
6ptimo aproximado en el desarrollo parecié ser 5-6 excepto la cepa d
que méas bien era 6-6,7.

Del analisis de la acidez producida puede verse que enla a y la b no
varia mayormente en los diversos valores pH, no asi en ¢ y d que su-
fren por una acidez excesiva, disminuyendo la’ fermentacion.

Influencia del alcohol. — La fermentacion en agua de levadura (16)
con 1 0 de levulosa, al cabo de 10 dias de incubaciéon, dié los si-
guientes resultados:

Acidez producida por las diversas cepas
Alcohol en H,S0, %/, Acidez promedio

% TS en H,80; %,
a b c d
o b,23 4,23 h29 3,99 h,18
6,33 b,17 435 3,51 233 3.59
8,53 1,87 331 1,28 1,77 2,00
11,85 2,82 150 0.98 sin desarrollo 1,79

El desarrollo comenzé a las 2/ horas en 6,33 0/, a las 48 horas, en
8.53 9, y a los 3-4 dias en 11,85 0. La cepa d se mosir6 mas sen-
sible que las otras, pues no desarroll6 con 11,85 0/ de alcohol.

De la acidez producida se deduce que resiste bastante bien 6,33 0/
de alcohol, sufriendo algo con 8,53 /o y mucho con 11,85 no llegan-
do a desarrollar una cepa, la d. Estos datos son correlativos con la
aparicion del desarrollo. Probablemente el limite de resistencia al alco-
hol se encuentra alrededor de 12 /.

Influencia del SO2. — Los datos de la fermentacion de agua de
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levadura (22), con 1 04 de glucosa, despues de 8 dias de incubacion,
son los que siguen:

Acidez producida por las diversas cepas

i35, s Lo
: a b G d
o 3.86 3.h9 416 - 3.84
0,098 3,37 275 2.81 — 2,98
0.18) 3,55 2 8¢9 2.8¢9 - 3.1
0.294 2,69 1,47 9,01 s 2,23
0.500 1.22 1,35 1,03 — 1,37

Salta a la vista, que elevadas proporciones de SO, a partir de dosis
aproximadas de 0,20 ©/0° mplestan seriamente la fermentacion que
se atentia sensiblemente con elevadas cantidades.

Fermentacion de hidratos de carbono y otras substancias. — Se es-
tudi6 la fermentacion en medio liquido y en medio solido, al mismo
tiempo, con excepcion de los acidos que necesariamente tuvo qwc ha-
cerse en medio hqmdo

En el cuadro que sigue se resumen los resultados obtenidos, deta-
llindose en el grafico N° 5 y cuadros N° 12 al 18, inclusive, las
principales fermentaciones.

>

Bacterium acidovorar (n. spec.). Fermentacion

Medio Medio solido
liquido (Variacion
(Titulacién) pH)

Glucosa -+ ——
Levulosa ... ... ... -+ +
Galaetosasns i e sas oie wae -+ -
Lactosa <~ ik - — -—
Malfosacsr a2 L -+
Sacarosa’ ... Sidii .. -+ -=
Rafinosa ... ... ... (--) -+
Xilosak et Luerinis — (3) — (1)
ATABIOORA, 257 ok e S S — =
Glieerinas e s T e o (-H) — (2)
Mamita e = 0 s e e - +
Atnrodalina ettty 00 Tty el -
Dextrina ... ... ... — =2
Acido malico ... ... ... -
Acido tartardeo T e e -+
Acido eitrico et s -+

(1) La cepa b posiliva.
(2) a  posiliva.
=

3

(3) » » b algo? (+4).
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La glucosa y la levulosa fueron fermentadas con mucha energia, co-
mo puede verse en el grafico n® 5y en el cuadro n° 12.

En el cuadro n° 12 los ensayos se hicieron con agua de levadura
(11) de pH aproximado de 6; los aziicares se agregaron antes de la
esterilizacion, que se hizo por tindalizacion a 100° durante 1/2 hora,
tres dias; al medio repartido en tubos con 5o c.c. se agreg6 7-10 go-~
tas de un cultivo joven de mosto de cereales, incubandose durante un
mes a 309.

CUADRO Ne 12

v

Bacterium acidovoraz — Produclos- originados en la fermentacién de glucosa
v levulosa

- b 8w [}

= O o @

2 5\.%“ : = 3 Q0

obr o RO B e

<40 o |2 | 4T
i =
Agua lev. (11) sin azGcar, + B. acidovorar a ......... 1,52 0,58 1,05
» > (11) con 2 0/q glucosa, + B. acidovoraz a ....| 9,41 0,90 8,67
» » (11) con 20/q levulosa, + B. acidovorar a ...| 10,39 1,23 9,38
» »  (11) sin azGcar, + B. acidovorax b ....... .. 1,47 0,63 0,96
» > (11) con 2 0/y glucosa, + B. acidovoraz b ...| 10,14 0,96 9,36
> (11) con 2 0/y levulosa, + B. acidovoraz b ...| 10,24 0,96 9,46

» »  (11) sin azGcar, + B. acidovoraz ¢ ......... 1,59 0,75 0,98
» > (11) con 2 ofp glucosa, + B. acidovorax ¢ . . .. 8,53 0,96 7,74
» > (11) con 2 0/y levnlosa B. acidovoraz ¢ ....| 9,46 0,96 8,67
» » (11) sin aztcer, B. aculoveraz d-.....c..: 1,62 0,78 0,98
» » (11) con 2 0/y glucosa, B. acidovorax d . .. [0 1 0,93 8,35
» > (11) con 20/q levulosa, + B. acidovoraz d ...| 10,39 0,96 9,60

De los resultados del analisis se desprende que la fermentacion fué
muy enérgica en todas las cepas, alcanzando la acidez total hasta 1
por ciento, es decir, el miximo obtenido con todos los bacterios ensa-
yados.

La produccién de acidos volatiles fué casi igual a los testigos sin
azicares y solo la cepa a di6 origen a una mayor cantidad con levulo-
sa, fué 0,65 ©/0° (en a. acético), superior al testigo, y con glucosa
0.33 0/00, Se deduce que si hay formacién de acidos volatiles por Bac-
terium acidovorar a expensas de la glucosa y la levulosa, es solo en
débiles proporciones.

La galactosa también es atacada con energia. La cepa c, en el en-
sayo efectuado, fué menos activa que las otras.

La maltosa asimismo fué atacada con energia, mis en las cepas c,
y d, que en las a, y, b. .

La sacarosa también fué fermentada activamente. En varios ensa-
yos efectuados, no se obtuvo, sin embargo, fermentacion, como los he-



ALTERACIONES BACTERIANAS DE VINOS 2[[:)

chos con lev. aut. (2), al 1, 9, 2/ dias, con las cepas a, b, c, d,yéon
lev. (4), al 1,25 0o, 26 dias, con las cepas a, b, c.

La lactosa no fué fermentada. Se hicieron ensayos con lev. (1),
al 1 0/, 6 dias, con las cepas a, b, ¢; con lev. (3), 1,25 9, 19 dias,
con las cepas a, b, d; con lev. (4), al 1,25 0, 26 dias, cepa d;
con lev. (5), 1.4 9, 21 dias, cepa b y con lev. aut. (1), 1 %, du-
rante 15 y 6o dias, cepa c.

La rafinosa solo fué atacada por las cepas a, y c. Ensayos negati-
vos resultaron los efectuados con lev. aut. (2) al 0,6 0/ durante 2/
dias con las cepas a, b, y d; con lev. (4), 0,3 0, 26 dias, cepas a,
b, ¢, d y con levadura (5), 0,7 9, 17 dias, cepas b, y, d. Debe asig-
narse, por lo tanto, s6lo débil fermentacién de rafinosa por Bacterium.
acidovorax, cuando se produce.

La xilosa no fué atacada por la mayoria de las cepas experimenta-
das. Solo la cepa b ferment6 débilmente este aziicar; en las demas, en
ningun ensayo se produjo fermentacion.

Se investigd con lev. (1) al 0,7 9 durante 6 dias con las cepas’a,
c; con lev. (3), 0,33 %, 19 dias, con la cepa a; con lev. (5) 0,7
por ciento, 17 dias, con las cepas a, ¢; y con lev. aut. (1), 0,7 0/0,‘ 7
dias, con la cepa d.

Comportamlento analogo al medio liquido, mahifesté la cepa l)
pues fué la unica capaz de atacar xilosa.

CUADRO N° 13

Bacterium acidovorax — Productos originados en la fermentacién de glicerina

w3288 | L8 .

S| 535 |5 2

BED [ 2o [B5 T«

- '5 o) ‘S E FE - = =}
Bl =
Agua lev. (11) sin glicerina, + B. acidovoraz a ........ 1,52 0,58 1,05
» > (11) + 29/, glicerina, + B. acidovoraz a. .. .. 1,69 0,75 1,08
» » (18) sin glicerina, estéril .........,.......0. 0,69 0,30 0,44
» » (18) sin glicerina, + B. acidovorax a ....... 1,37 0,45 1,00
» > (18) + 19/, glicerina, + B. acidovoraz a. . ... 1,57 0,78 0,93
» » (18) sin glicerina, + B. acidovoraz b ........ 1,32 0,42 0,98
» > (18) + 29/, glicerina, + B. acidovorax b . ... 1,52 0,66 0,98
» > (19) sin glicerina, estéril . .................. 0,69 0,36 0,39
» » (19) sin glicerina + B. acidovorax b ........ 1,22 0,42 0,88
» > (19) + 19/, glicerina + B. acidovoraz b .. ... 1,47 0,72 0,88
» » (18) sin glicerina 4+ B. acidovorax ¢ ........ 1,27 0,39 0,96
> (18) + 29/, glicerina, + B. acidovoraz ¢ 1,47 0,66 0,93
» » (18) sin glicerina, + B. acidovorax d ........ 1,32 0,48 0,93
» » (18) + 29/, glicerina, + B. acidovoraz d ....| 1,57 0,78 0,93
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La glicerina es fermentada por todas las cepas, en mayor proporcion
por unas que por ofras; en muchos de los ensayos hechos no hubo
ataque por algunas cepas. Como consecuencia, debe considerarse que
Bacterium acidovoraxr ataca débilmente la glicerina.

Los ensayos negativos se hicieron con lev. (4), 1,25 0/, 26 dias, con
las cepas b, ¢, d, y con lev. (5), 1,4 %, 21 dias, con las cepas b, c,d.

Los ensayos de fermentacién de glicerina del cuadro N° 13 se hicie-
ron agregando la glicerina al medio antes de la esterilizacion. El co-
rrespondiente al agua de levadura (r1), que se hizo adicionando la
glicerina y esterilizando por tindalizacion (tres dias 1/2 hora por vez
a 100°) ; tuvo una duraciéon de un mes. El ensayo con agua de levadu-
ra (18) duré 2/ dias, y la esterilizacion se efectudé a 1150 1/2 hora. En
cuanto al de agua de levadura (19) dur6 16 dias y se esterilizo a 115°
durante 1/2 hora. :

Como se deduce de los resultados del analisis, en todos los casos hu-
bo débil fermentacion y la produccion de acidos volatiles que es ape-
nas algo superior al testigo, no permiten asegurar que proceda de la
destruccion de la glicerina. i

La manita fué atacada por todas las cepas de Bacterium acidovoraz.

CUADRO N 14

Bacterium acidovorax — Produclos originados en la fermentacién de manila
s i:) O
© 5} c\wn
2|2 sz
(3] )
2 3]
Agua lev. (21) + 109/, manita, estéril ................ 0,88 0,24 0,69
> (21) sin manita, + B. acidovoraxr a ......... 1,47 0,40 1,20
21) + 10/, manita, + B. acidovoraxr a ..... 2,84 0,30 2,60
(21) sin manita, + B. acidovorax b ......... 1,47 0,40 1,20
(21) + 1 0/p manita, + B. acidovoraz, b .. ... 3,04 0,30 2,79
(21) sin manita, 4+ B. acidovorax ¢ ......... 1,47 0,40 1,20
(21) + 19/y manita, + B. acidovoraz ¢ .. ... 2,60 0,30 2,45
(21) sin manita, + B. acidovoraxz d ......... 1,47 0,45 1,16
(21) + 1 o/ manita, + B. acidovoraz d . ... .. 2,84 0,30 2,60

En el cuadro n° 14 se encuentran los productos originados en la
fermentacién, investigados para considerar si la presencia de esta es-
pecie bacteriana en los mostos o vinos, contribuye a aumentar los aci-
dos volatiles, por destruccion de la manita que otros gérmenes, como
los fermentos maniticos, producen.

El ensayo se hizo con agua de levadura (21) agregando la manita
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antes de la esterilizacion, que se efectué a 115° durante /2 hora, y
tuvo una duracion de 17 dias.

Ninguna cepa ataco la dextrina, en los ensayos efectuados correla-
tivamente con los de manita consignados en el grafico No 5. Por el
contrario, la amigdalina fué fermentada activamente.

CUADRO N- 15

Bacterium acidovorax — Fermenlacion de deido mdlico

= B
Be I8 betdkog
S | ned | o ['8.8
e SRR I 5
ey A ot = ® g & 3
B s ey
Agua lev. (7) sin acido mélico, estéril. ... ............ 1,08 0,48 0,69 —
» ¥ (1) » » + B. acidovoraxz, a ...| 2,01 | 0,78 | 1,37 | 0,28
» A L) R » » + B. acidovorax b ....| 2,01 0,90 1.27-19.55
» e O » » + B. acidovorax ¢ ....| 2,06 0,84 1,37 | 0,95
> > (7)) » » » + B. acidovorax d ....| 1,91 1,02 1,08 | 0,34
. » (T) 4+ 3 ofo hcido malico, estéril ... ... ... 289 | 0,66 | 235 | —
» (D)3 » » » + B. acidovorax a| 2,45 1,14 1,52 ' 1,43
» ™ +3 » » > + B. acidovorax b| 2,40 1,56 1,13 | 1,61
» @ +3 » » » + B. acidovorax c¢| 2,55 1,62 1,23 | 1,99
7 +3 » » E + B. actdovorax d| 2,45 1,38 1,32 00,72
> » (7) sin malato de potasio, estéril........ ... — 0,42 — —
> (T » » » + B. acidovorar a| — 0,75 — —
» > (T) + 2,72 ofoo, » » + B. acidovorar a| — 1,26 = —

La fermentacion de acido malico del cuadro N° 15 se hizo en la
siguiente forma: El agua de levadura (7) utilizada, de pH natural 6.3-
6,4 se llevo a pH 7,3 con 0,2 ©/00 de NaOH (4.76 c.c. de solucion
normal por litro), y se dividi6 en dos partes.

Una de las partes se us6 para la fermentacion, esterilizaindose, agre-
gando luego asépticamente acido malico, de una solucion concentrada
esterilizada aparte por tindalizacién. Se obtuvo asi un pH 4.4 y una
concentracion de dcido de 3 o/oo. La otra parte del medio alcalinizado se
utiliz6 como testigo y se llevé a pH 4,4 con HClL al 7-8 05 (12 c.c.
en un litro); antes de esterilizar se tuvo la precaﬁcién de igualar la
dilucién del medio con la otra fraccion. :

La fermentacion se efectué en Erlenmeyers de 200 c.c. de capaci-
dad, con un contenido de 130 c.c. de medio, sembrando con unas go-
tas de un cultivo fresco de mosto de cereales e incubando durante 43
dias a 3o°.

De las cifras de la acidez total se deduce que todas las cepas dismi-
nuyeron la acidez comparativamente con el medio con dcido malico es-
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téril, lo que indica ataque de este dcido. La fermentacion ha sido
bastante intensa, pues los gérmenes desarrollindose en el medio sin
acidos duplican la acidez total con respecto al testigo estéril, como se
observa en la primera parte del cuadro.

Como productos originados por el ataque del 4cido mélico, se cons-
tato la producciéon de acidos volatiles en proporciones pequeiias, va- -
riables en las diversas cepas, que en ningin caso llgg(’) a uno por mil.
También se verifico la produccion de acido lactico en todas las cepas
y en cantidades que oscilaron alrededor de uno por mil.

Para la fermentacion de sales del acido malico se utilizé6 una solu-
cion de acido malico al 10 0o que fué neutralizada con hidrato de po-
tasio.

El ensayo se hizo con agua de levadura (17) repartida en tubos con
55 c.c. de liquido, agregandose el malato asépticamente después de la
esterilizacion ; los tubos contenian aproximadamente 2,72 ©/00 de aci-
do malico neutralizado; se incubaron dos semanas.

Como determinacion analitica s6lo se hizo la de la, acidez volatil,
comprobandose que hubo ataque del dcido malico con produccion de
algo de acidez volatil. ‘

CUADRO N° 16

Baclerium acidovoraxr — Fermentacién de deido tartdrico
== ] =
Lo, | 28
‘8w = o
5 = 5
-— 5 \g
Agua lev. (8) sin Acido tartarico, estéril ...................... 0,93 0,60
> > (8) » » » + B. acidovorax a............ 1,67 1,20
> > (8) » » » + B. acidovorax b . ... ....... 1,71 1,20
» » (8) » > » B aetlotras, (€ i b v L 1,20
> > (8) » » » + B, aéidogoraz-d ... v 1,91 1,14
» » (8) con 2,5 ofoo de 4. tartérico estéril ............... 2,01 0,72
» e (8 s 25 M » + B. acidovorax a .. .. QL] 2,84
R o) e s T A S > + B. acidovorar b ... 1,96 2,40
» i e TR ) + B. acidovorax ¢ . ... 2,20 2,94
» 3 (8) 5 205 » » + B. acidovorax d ....| 2,36 1,56

El estudio de la fermentacion del acido tartarico (cuadro 16) por
Bacterium acidovorax se hizo en forma aniloga a la fermentacion de
acido malico.

Se us6 agua de levadura (8) de pH 6 que se llevo a pH mayor que
7 con NaOH N/1. Una parte se us6 para la fermentacion, y se esterili-
z6 en tubos con 50 c.c. de liquido; después de la misma se agrego el
acido, asépticamente, de una solucion concentrada esterilizada aparte
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por tindalizacion. Se obtuvo asi un pH 5 y una concentracion de aci-
dos de 2,5 ©/oo,

La otra parte se us6 para testlcrq, llevandose a, pH 5,3 con HCl al

=-8 0jo, igualandose la dilucion al mediol con cidos. Después de 23
dl‘as de incubacion a 30° se efectud el andlisis.

Puede verse que la acidez total después del desarrollo, faé igual o
menor que el testigo. La fermentacion ha sido evidente e intensa por
cuanto todas las cepas desarrollindose en el agua de levadura sin éaci-
dos, duplican aproximadamente la acidez.

Como productos de fermentacion se investigaron los acidos volatiles
comprobéndose su enérgica produccién, que oscilé entre las diversas
cepas entre 0,42 y 1,74 ©/°° en acido acético.

CUADRO Ne 17

Bacterium acidovoraxz — Fermentacién de sales larldricas

w0 | 8 B

o S s =89
S EE N

< § = c:; < ==

o [ o % ="

Agua lev. (20) sin crémor tartaro, estéril ......... . ... 0,83 0,24 0,54
» »  (20) » » <+ B. acidovoraz a .. 1,47 0,36 1,18
(20) » > > + B. acidovorax b 1,62 0,42 127

(20) » » » + B. acidovoraz c. . 1,47 0,36 1,18

20) » » 3 + B. acidovoraxr d.. 1,86 0,42 1,52

(20) 4+ 5 ©/oo crémor tartaro esteril ........ 2,11 0,36 1,81

(200 + 5 tart. + B. acidovorax a. 2,16 0,60 1,67

» (20) + 5 + B. acidovorax b. 2,52 0,72 1,98
» > (20) + 5 » 4+ B. acidovorax c. 205 0,60 1,86
»  (20) 4+ 5 + B. acidovorax d. 2,60 0,66 2,06

(17) sin tartr. neut. potas., estéril . ......... 0,88 0,42 —

a7 + B. acidovoraz c. . 3513 0,66 —

17) + 1 0/0 » ». + B. acidovorax c..| 0,73 0,99 -

Se hicieron dos ensayos de fermentacion de sales del acido tartarico,
uno con bitartrato de potasio y otro con tartrato neutro de la misma base
(cuadro No 17).

El primero se hizo con agua de levadura (20), adicionada de 5 /00
de bitartrato de potasio antes de la esterilizacion que se hizo por tindaliza-
cion (3 dias a 1009, 1/2 hora por vez). Después de efectuada ésta, se
determiné el pH, siendo igual a 4,5. El medio sin agregado de sales
tenia un pH 5.9.

Se incubd a 30° durante tres semanas.

De los datos analiticos se deduce que todas las cepas aumentan la
acidez al desarrollarse en agua de levadura sin bitartrato de potasio. En
el medio con esta sal la acidez total es igual o algo mayor que la co-
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rrespondiente al testigo estéril, pero nunca hay el aumento de aci-
dez del primer caso, que a veces es més del doble. Esto indica que hu-
bo ataque de la sal y que al destruirse el grupo acido de la misma
quedé en libertad la base que neutralizo la acidez del medio.

La determinacion de la acidez volatil demuestra que si hay produc-
duccion a expensas del bitartrato de k, sélo se efectia en débiles pro-
porciones.

La fermentacion del tartrato neutro se hizo en agua de levadura
(17) en igual forma queen el ensayo del malato de potasio. Se usé una
concentracion de sal de cerca de uno por ciento, incubandose durante
dos semanas.

Como se observo en el cuadro, hubo enérgico ataque de la sal, que-
dando en libertad la base que hizo disminuir la acidsz total del me-
dio. De la fermentacion del tartaro neutro de potasio, se produjo al-
go de acidez volatil.

CUADRO Ne 18

Baclerium acidovorar — Fermenlacién de deido cilrico
Aguna lev. (8) sin acido citrico, estéril ........................ 0,93 0,60
y > (8) » » » + B. acidovoraxz a ............. 1,67 1,20
» » (8) » » » + B. acidovorax b......... ... .. 1,71 1,20
» o (@) » » + B. acidovorax ¢ ............. %L 1,20
» » (8) » » » + B. acidovorax d.......... .... 1,91 1,14
> > (8) con 2,5 ofeo 4. citrico, estéril ................... 1,76 0,60
» Y T {8) T 2,5 » + B. acidovoraxr a ........ 2,06 2,28
» (8).; 372,550 » + B. axidovorax b ........ 1,96 2,16
» $o(8) . 25 » + B. acidovorax ¢ ........ 211 2,46
» 2 (8) 12,5 ' » » + B. acidovoraz d......... 2,11 2,22
» »  (17) sin citrato de N5 Bsterl sk e At SRt r e Em 0,88 0,42
» » (A7) » » > + B. acidovorax c. .......... 1,13 0,66
» »  (17) 3,63 /o0 ontmto de Na. + B. acidovorax c....... — 2525

El estudio de la fermentacion del acido citrico (cuadro N° 18) se
hizo simultaneamente y en las mismas condiciones que el de acido tir-
tarico, del cuadro N° 16, con igual duracion de 23 dias.

Se observa que hay enérgica producciéon de acidez por todas las cepas
al desarrollarse en ausencia de acido citrico. En presencia de este acido
la acidez total producida es sélo un poco superior al testigo estéril,
lo que demuestra que hubo ataque del 4cido en ‘todos los casos.

Se constato enérgica produccion de acidos volatiles por todas las ce-
pas, analogamente a la fermentacion del dcido tartarico. Las cantida-
des producidas oscilaron entre 0.6 y 1,26 0/00 en acido acético.



ALTERACIONES BACTERIANAS DE VINOS 201

El ensayo de fermentacion del citrato de sodio se hizo conjuntamente
con el de tartrato neutro de potasiq, incubandose durante 2 semanas; co-
mo el citrato de sodio es una sal alcalina, no se pueden comparar los da-
tos de la acidez total producida; pero la determinacion de la acidez
volatil total permiti6 comprobar que el citrato de sodio es destruido con
produccion enérgica de acidos volatiles, que alcanzaron la proporcion
de 1,59 0/00 en acido acético.

f) Micrococeus variococcus MirLLEr-Trurcau y OSTERWALDER

Cepas estudiadas. Cinco:

15y = Micrococcus variococeds cepa a
213 = » . 7 b
22— ) c
3, = » . v d
3!1,. = » » » e

1. Morfologia

Forma. — Se presenta como elementos esféricos desiguales de 0,8
a 1,3 p didmetro, variando éste con las diversas cepas. Son ligeramen-
te achatadés en uno de sus didmetros, encontrandose por lo general
aislados, o mas bien unidos en diplococos siendo casi siempre uno de
ellos mas grande; se presentan asi mismo en triadas o tetradas o bien
en cadenitas cortas de elementos achatados, o masas irregulares cons-
tituidas por la agrupacién de numerosos vocos sin orden determinado.

En los diversos medios nutritivos estudiados, presentan el mismo as-
pecto. En agua de levadura se pudo observar la presencia en mayor
cantidad de elementos sueltos (cocos-diplococos), que en el mosto de
cereales.

En general la forma diplococo es la mis corriente en los diferentes
medios.

Movilidad. — Negativa.
Esporulacion. — Negativa.
Coloracion de Gram. — Gram positivo.

2. Caracteristicas de cultivo

Colonias. — En agua de levadura levulosada desarrollan bien, pe-
ro mas lentamente que los otros gérmenes estudiados; las colonias tar-
dan un dia mas en aparecer.

FAC. AGRON. — VIII, II 1 &
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Las colonias son pequefias regularmente circulares o bien redondo-
ovaladas, blanquecinas, muy elevadas en el centro y achatadas en los
bordes, tomando aspecto de casquete. Superficie lisa; observadas con
gran aumento, algunas presentan alrededor de la parte central, una o
varias depresiones en forma de hoyo. Los bordes son lisos y la estruc-
tura interna amorfa.

Desarrollo en estria. — En agar de mosto de malta desarrolla bien
‘a los tres dias. El desarrollo, que comienza a las 48 horas, es difuso,
no elevado, mas o menos brillante, de superficie lisa opalescente-trasli-
cida, aspecto poco himedo mas bien seco, consistencia mantecosa, el
medio carece de olor y su color permanece inalterado.

Licuacion gelatina. — Negativa.

Desarrollo en los diversos medios nutritivos. — En mosto de cerea-
les con carbonato de calcio o sin él, desarrollan bien, a las 48-72 ho-
ras. Se produce un enturbiamiento persistente del medio que no se
aclara sino después de tres o cuatro semanas y atin mas, en algunas
cepas como en la a. La cepa e vuelve algo viscoso el liquido. En mos-
to sin CaCO; ninguna cepa formd6 gases. Se conservan vivos de 3
a D meses, en el medio.

En agua de levadura con o sin azicares desarrolla muy bien a los
dos o tres dias, pero menos energicamente que los bastoncitos estudia-
dos. Se produce enturbiamiento persistente del medio, que se aclara a
medida que se depositan los gérmenes, en forma progresiva, hasta que-
dar completamente limpido, quedando en el fondo del tubo la miasa
bacteriana aglutinada. No desarrolla en caldo acido o alcalino sin azii-
cares, pero si en caldo acido levulosado a los 3-4 dias; con 1 04 de
levulosa la acidez producida a los g dias fué la siguiente:

Testigo estéril ... ... ... ... 0,49 ofoo en H280,
Microc, multivoraxz a ... ... 078 » » »
| TSN s 0,08 » ) )
G i 0.6g ) )
) Aol 0,78
» N i 0.88 » ) »

3. Fisiologia

Relaciones de lemperatura. — En agar de mosto de malta en su-
perficie, desarrollan bien a temperatura ambiente (15-20° C.) yen es-
tufa a 259, 30° y 37°; no desarrollan a /2° en diez dias. A tempera-
tura ambiente el desarrollo es escaso a regular, comenzando a los 2-3
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dias y atin a los /4 dias (cepa e). A 250 y a 379 el desarrollo es regular
a bueno efectuindose a las 2/ horas. A 30° hay muy buen desarrollo
a las 2/ horas, excepto en la cepa e (ue, como en todos los casos, de-
mora algo mas en desarrollarse. Temperatura dptima aproximada:
3o° C.

Relacidn con el oxigeno. — Anaerobio facultativo.

Formacion de gases. — Negativa. No rompen el agar de mosto de
malta en tubos sembrados en anaerobiosis, perd desarrollan bien en
¢l a los dos o ftres dias.

Prueba de la catalasa. — Negativa.

Cultivo en leche. — Desarrolla a las 2/4-/48 horas, acidificando lenta-
mente; algunas cepascomolabyla e tardan 15 dias en comenzar la
acidificacion. En general lo hacen con poca intensidad. No coagula atin
después de un mes de desarrollo. No reduce el tornasol.

Hidrdlisis del almidon. — Negativa.

Influencia de la reaccion del miedio. — Se obtuvieron los resulta-
dos que siguen, en la fermentacion de agua de levadura (16) levulo-
sada al 1 04, a los 10 dias de incubacion:

Acidez producida por las diversas cepas en
F I I

- Acidez
pH A 2804 foo =R promedio en
a b c d e H,S0,
359 1.01 098 1.04 .14 0.67 0,93
h.3 1.18 113 1,28 122 0.91 .14
5 1,47 1,93 110 1.90 o 86 T, %47
5.8 1,47 L 135 1,47 0.8¢9 1.30
6.7 1.59 1 4o 1.40 1,99 0.98 1.39
=;6 1,17 105 11T 1,62 — 1;23

El desarrollo comenzo a los dos dias, observandose que era maés
enérgico a pH 6. En el valor més acido (3.5) y en el mas alcalino
(7.6) demoré 3-4 dias en aparecer. En ciertas cepas (b y ¢) también
en 6,7 el desarrollo aparecig a los 3-4 dias. La cepa e se mostr6é par-
ticularmente sensible, pues a las 48 horas solamente en pH 6 el des-
arrollo era neto.

Puede deducirse de los resultados de la fermentacion y de las ob-
servaciones del desarrollo, que un pH muy bajo o muy elevado le es
desfavorable. Se puede asignar, por lo tanto, un pH 6ptimo apro-
ximado de 6 a 7.

Inftuencia del alcohol. — La fermentacion en agua de levadura
(16) levulosada al 1 04, di6 después de 10 dias los resultados que si-
guen:
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Acidez
promedio en

Acidez producida en H,SO, °/,,
Alcohol S .

a c d H,S0, %y,
o 47 1,10 47 1.35
6,33 1,23 Iy:; I 1,36 1,30
8,03 1,16 153 0,71 1,13

11,80 sin desarrollo sin desarrollo sin desarrollo —

El desarrollo comenzo6 a los dos dias en 6.3300 y a los 3-4 dias en
8,53 o/0o. No hubo desarrollo en 11,85 0. Como puede verse en las
cifras de la fermentacion, el alcohol es perjudicial, y a grandes dosis

inhibe el desarrollo.
Gririco n.° 6
Micrococeus variococeus. Energia fermentativa de algunas sabstancias atacadas
.
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Glucoesa  levulosa  Mallosa Amigdalina
Influencia del SO2. — La fermentacion en agua de levadura (22)

con 1 0jp de glucosa después de 12 dias de incubacion a 30° di6 los
siguientes resultados:



ALTERACIONES BACTERIANAS DE VINOS 2505

Acidez producida por las diversas cepas en Nerdos
SO, %0 H,80, %o promedio

a b c d e ©n Hy80; %

o 8% {3 1.22 193 1.10 1,10 1,99
0.098 - 1.16 116 1.16 1.04 1.13
0.185 —> 1,35 1:10 1,16 1.10 1,18
0.294 — 1,10 = — 1,16 1,10
0.500 0.92 110 1,16 — 1,04 1,05
-

Como se ve, la fermentacion en general se atenud con elevadas can-
tidades de SO-.

Fermentacion de hidratos de carbono y otras substancias. — En el
cuadro que sigue se resumen los resultados obtenidos en la fermenta-
vién de las diversas substancias en medio liquido, y de algunas en me-
dio solido y en el grafico No 6 y cuadros 19, 20 y 21, que contindan,
se encuentra el detalle de la fermentacion de substancias en medio li-
quido:

Micrococcus variococcus MULLER-THURGAU y OSTERWALDER.

Fermentacion “
Medio Medio sélido
liquido (Variacién
(Titulacion) pH)
Glidcosas =il =a oty e -
Levulosa ... ... -k -
Galaetosa <7 - ot — —
Fractasa gt e R o — -—
Maltozsa : wn o il ik (+) (-+)
SaCATOSE 2ait s sy tak — -+
Rafinosa o8 o o=l =
Xeilosalms e s S0 8o —
Arabiosacel < e me L e —
Glicerma_ s 55 557 = —
Manita ... .. oA o -
Amigdahina 2o o e - -
De i G, o S et —
Acido malico ... ... -}

Acido tartarico ... ... —
Acido citrico ... ... —

La glucosa y la levulosa fueron atacadas enérgicamente, como pue-
de verse en el grafico No 6 y cuadro No 1g. El ensayo del cuadro nu-
mero 1¢ se hizo con agua de levadura (12) de pH 6 adicionado de los
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azicares y esterilizados juntos por tindalizacion (3 dias, 1/2 hora por
vez a 100°); se incub6 durante cuatro semanas.

Se observa que la fermentacion fué enérgica por todas las cepas,
siendo un poco menos intensa la ¢ y e. La acidez volatil producida es
igual a los testigos, lo que indica que no producen 4cidos volatiles a
expensas de esos azicares. Se comportan, en consecuencia, diferente
de los bacterios maniticos y en forma parecida a Bacterium acido-
vorazx.

CUADRO N-° 19

Mierococcus variococeus — Productos originados en la fermenlacién de glucosa y levulosa

= ) E < GO

o | == A

2 e 0 0 L= ¥

= e _E ~ &

&= N &9 2

=) LD O g

Foual SR S T

s ET

Agua lev. (12) sin azcares, estéril ................... 0,66 0,48 0,27
s (12) sin azGcares, + M. variococcus a . ... .. 1,62 0,5 1,00

»  (12) con glucosa, + M. variococcus a ...... 3,53 0,87 2,82

» (12) con levulosa + M. variococcus a ... ... 3,58 0,72 2,99
» (12) sin azhcares, + M. variococcus b ... . .. 1,64 0,66 1,10
> (12) con glucosa, + M. variococcus b ... ... 3,53 0.63 3,01

2) con levulosa + M. variocoecus b ... ... 3,77 0,75 3,16

» » (12) sin az@icares + M. variococcus ¢ ... ... 1,86 0,60 1,37
» »  (12) con glucosa -+ M. variococcus ¢ ... ... 2,74 0,78 211
» »  (12) con levulosa 4+ M. wvariococcus ¢ . ..... 2,94 0,66 2,40
» »  (12) sin azhGcares + M. variococcus d ... ... 2,16 0,66 1,62
» »  (12) con glucosa + M. wvariococcus d ...... 3,58 0,66 3,04
(12) con levulosa + M. variococcus d . ... .. BT 2 0,66 3,18

» > (12) sin azGcares + M. variococcus e . ... .. 1,91 0,81 1,25
» » (12) con glucosa -+ M. variococcus e ... ... 2.95 0,75 1,64
(12) con levulosa -+ M. variococcus e ... ... 2,65 0,78 2,01

La galactosa no fué atacada. Se hicieron ensayos con todas las ce-
pas en lev. (2), 0,7 %, 21 dias y en lev. (4), 1,25 0o, 26 dias; ade-
mas la cepa e en lev. (D), 1.4 0o, 27 dias.

La Tactosa tampoco fué atacada. Se ensayo en lev. (3), 1,25 0p,
19 dias, con las cepas a, b, ¢; en lev. (4), 1,25 0/, 26 dias con las ce-
pas a, e y en lev. aut. (1), 1,1 0/, 12 dias con las cepas b, ¢, d, e.

La maltosa ha sido poco fermentada, como puede verse en el gri-
fico No 6. Sélo la cepa d. la atacod con energia; ademds, en numerosos
ensayos permanecio inatacada. Por esto debe deducirse que cuando hay
fermentacion, solo se produce con poca intensidad.

La sacarosa no fué atacada. Se investigd en lev. (2), 1,25 0, 21
dias con la cepa, a, b, ¢; en lev. (4), 1,25 0/, 26 dias con todas las
cepas, y en lev. (5), 1,4 0, 27 dias con las cepas a, b, d, e.
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También fueron negativos los ensayos hechos con rafinosa, que fue-
ron: lev. (2), 0.4 9%, 21 dias, cepas a, b, ¢, d; lev. (4), 0,3 %,
26 dias, todas las cepas; lev. (14), 0.6 0o. 10 dias, cepas a, ¢, d;
y en lev. (1), 0,6 0o, 10 dias, cepa e.

La xilosa y la arabinosa no se atacaron. Se hicieron ensayos con lev.
(2). 0.3 9, 21 dias con todas las cepas y en lev. (4). 0.3 9. 26 dias
con las cepas a, c, d.

Tampoco la glicerina se ataco, en ensayos hechos con lev. (12), 0.5
por ciento, 21 dias y con lev. (4), 1.25 0o, 26 dias. Lo mismo en
cuanto a manita y dextrina ensayadas en lev. (14), 1,25 0, 10 dias
con las cepas a, b, ¢, d; y con lev. (15), 1,25 04, 10 dias con la ce-
pa e.

La amigdalina fué atacada con energia, como puede verse en el gra-
fico ntmero 6.

CUADRO Ne 20

Micrococcus variococcus — Fermenlacién de dcidos

Toie 2
& T ) 2
R §> %92« '3 oc
e A R
Agua lev. (10) sin Aacidos, estéril .................... 0,83 0,54 0,39 —
» > (10) 4+ 2,5 ¢foo 4cido malico, estéril ....... 0,83 0,60 | 0,34 —
» » (10( + 2,5 » a. tartérico, estéril ......... 1,08 0,60 | 0,58 —
. » - (10) + 2,5 » 4. citrico, estéril .. ......... 0,83 0,66 | 0,29 | 0,28
» »  (10) sin acidos + M. variococcus a ......... 2,65 0,87 1,94 | 3,57
» > (10) + 2,5 0/go 4. malico + M. variococcus a| 1,7 0,87 1,05 5,28
> »  (10) + 2,5 » 4. tartar. + M. variococcus a| 2,7 0,84 | 2,06 | 3,59
(10) + 2,5 » 4. citrico + M. variococcus a| 2,45 0,84 1,76 | 2,64
(10) sin écidos + M. wvariococcus b ... ... ... 2,25 0,87 1,53 | 2,49
> (10) + 2,5 0/go 4. méalico + M. variococcus b| 1,96 0,90 1,23 3,94
» »  (10) + 2,5 » a.tartarico + M. variococcus b| 2,45 0,78 1,81 —
» > (10) + 2,5 » a. citrico + M. variococcus b| 2,45 0,90 172 —
(10) sin &cidos + M. variococcus d ......... — 0,84 — 2,74
(10) + 2,5 /g0 4. malico + M. variococcus d| — 1,02 = 3,97
(10) + 2,5 » a. tartarico + M. variococcus d| — 0,84 — 2,61
(10) + 2,5 » a. citrico + M. variococcus d| — 0,84 — 3,05

La fermentacion de acidos del cuadro N© 20 se hizo en las mismas
condiciones de la correspondiente al cuadro N© 4, es decir, con agua
de levadura (10) alcalinizada y con agregado de 2,5 o/oo de acidos y
de 2 0/ de glucosa al final de la fermentacion, que duré un mes..

Para la interpretacion de los res-.ultados‘, analizando las cifras de la
acidez total, se observa que sélo con acido malico, en las tres cepas in-
vestigadas, la acidez fué menor que el testigo sin acidos sembrado.

’
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Con acido tartirico o citrico la acidez total fué, por el contrario,
mas elevada.

Como todos los testigos estériles tienen aproximadamente la misma
acidez, se deduce que tinicamente el dcido maélico fué atacado.

Analizando los datos de la acidez volatil se observa que ninguna de
las cepas originé acidos volatiles, del ataque del dcido malico. Por
el contrario, estudiando el Acido lactico formado resalta con eviden-
cia, su elevado porcentaje; bastante superior al testigo y al corres-
pondiente al medio con acido tartarico o citrico.

En estos ultimos su alto contenido se debe a la fermentacion de la
glucosa, que, segin las investigaciones de MiitLer-THurGAU y OsTER-
WALDER se produce originando grandes cantidades de acido lactico.

Todas las cifras de acido lactico del cuadro N° 20 son probablemen-
te superiores a las reales, que pueden deducirse del cooncimiento de
los porcentajes de diferentes productos originados en la fermentacion
lactica de la glucosa y del acido mélico; debe atribuirse ésto, a la
concentracion del medio que se produce en la fermentacién en tubos
abiertos, después de un mes de incubacion a 30°.

La elevada cantidad de &cido lactico producido, alrededor de 1.5
por mil, indica que Micrococcus variococcus fermenta enérgicamente
el acido malico. 5

CUADRO Ne 21

Micrococcus vartococcus — Fermenlacién de dcidos

= o e e
el e gl =98 &
== SR Rl )
Sa|yas| gZ 182
e O ] - =
T - i e
ol - o B =
Agua lev. (15) sin Acidos, estéril .................... 0,59 0,45 0,22 | 0,14
» > (15) + 1,96 ©fcc Acido maélico, estéril . ... .. 2,25 0,39 1,94 | 0,26
» » (15) 4+ 1,96 » A. tartarico,estéril......... 1,96 0,60 1,47 —
» »  (15) + 1,96 » 4. citrico, estéril .......... 1,91 0,66 1,37 —
» > (15) sin acidos 4+ M. vaciococcus b . ... ... .. 1,47 0,36 1,18 | 0,99
» » (15) + 1,96 9y 4. malico. + M. variococ. b ..| 2,21 0,30 1,96 | 2,26
» > (15) 4+ 1,96 » A&. tartarico + M. variococ. b| 2,65 0,42 2,30 —
» »  (15) + 1,96 » 4. citrico + M. variococ. b.| 2,65 0,36 2,35 ——
» »  (15) sin acidos + M. wvariococcus c......... 1,47 0,30 1,22 —
» » o (15) + 1,96 94 A. mélico + M. variococ. c.| 2,25 | 0,48 12821081
» » (15) + 1,96 » 4. tartarico + M. variococ. ¢| 2,65 0,39 2:33 —
(15) + 1,96 » a. citrico + M. variococ. c.| 2,74 0,36 2,45 —

» » (15) sin acidos + M. variococcus e . ........ 0,73(%)| 0,33 0,47
» v (15) + 1,96 9/, A. mélico + M. variococ. e.| 2,21 0,39 1,89 | 2,52

» » (15) 4+ 1,96 » a. tartarico + M. variococ. e| 2,55 0,30 2,30
» »> (15) + 1,96 » a. citrico + M. variococ. e.! 2,84 0,26 2,55 —

(1) En este cultivo habia escaso desarrollo.

.
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Los acidos citrico y tartarico no son, por lo tanto, atacados.

n el cuadro No a1 se detalla la fermentacion de acidos por la cepa
b. que se repitio, y los ensayos con las cepas ¢ y e.

istos experimentos se hicieron en igual formm y simultineamente
con los correspondientes a los cuadros No 5, No 7, No g y No 11,
con duracion de 3 semanas; se omiten, por lo tanto, los detalles.

Comparando la acidez total producida por las tres cepas en presen-
cia de dcido maélico, citrico y tartarico, con los testigos de acidos
estériles. se observa que, mientras con el primero de esos acidos no hu-
bo aumento de acidez, con los otros dos fué¢ muy enérgica. La con-
clusion es que solo el dcido malico fué atacado, mientras que los otros
dos permanecieron inalterados.

Como en los ensayos anteriores, no hubo formacién de acidos vola-
tiles a expensas del acido madlico atacado, pero si, gran producciéon
de acido lactico.

La conclusion general de los ensayos de fermentacion de acidos por
Micrococeus variococcus, es que todas las cepas estudiadas ferrmentan
enérgicamente el dcido malico con produccion de elevadas cantidades
de 4cido lactico, sin originar acidez volatil, y que no atacan los dcidos
tartarico o citrico.

g) Micrococcus multivorax (N. SPEC.)

Cepas estudiadas. Dos:
30, = Muerococeus mullivorar cepa a
207 = » ¥ » b

1. Morfologia

Forma. — Se presenta en forma de cocos desiguales, que tienen un
didmetro que varia de 0.8 a 1,2 penlacepaayderar.dpen la ce-
pa b, que se encuentran solos o unidos de a dos o tres y ain fetra-
das; ademas. forman pequeias cadenitas y aun agrupaciones irregula-
res, constituidas por numerosos elementos apretados. Los diplococos
que son los mas numerosos, se presentan generalmente algo achatados,
siendo casi siempre uno ‘de ellos de mayor didmelro; igualmente en
las cadenitas y en las tetradas, las formas son achatadas.

En mosto de cereales se presentan en la forma descripta y lo mismo
en agua de levadura. En ésta sin embargd son mas corrientes las
formas diplococos o bien cocos aislados, siendo mas raras las cadenitas
o tetradas, observindose asi mismo pocas masas agrupadas.

Movilidad. — Negativa.
Esporulacion. — Negativa.

Coloracion de Gram. — Gram positivo.
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2. Caracteristicas de cullivo

Colonias. — Sobre agar de agua de levadura levulosada desarrollan
en forma andloga a Micrococeus variococcus, tardando mas que
los bastoncitos estudiados en alcanzar completo desarrpllo.

Las colonias son pequeiias de forma redonda o redondo-ovalada bas-
tante regular, color blanquecino, muy elevadas en el centro y achatadas
en los bordes. presentando aspecto de casquete. La superficie es lisa y
tiene como la ofra especie de coco estudiada, algunas depresiones cen-
trales. Los bordes son lisos y la estructura interna amorfa.

Desarrollo en estria. — En agar de mosto de malta desarrolla bien
a los tres dias, comenzando a las 48 horas. El desaryollo es moderado,
difuso. esparcido, mas o menos brillante, de superficie lisa, opalescen-
te, aspecto poco humedo, mas bien seco, consistencia mantecosa. El
medio carece de olor y su colon permanece inalterado.

Licuacién gelatina. — Negativa. '

Desarrollo en diversos medios nutritivos. — En mosto de cereales
con o sin carbonato de calcio, desarrollan bien a los dos o tres idias.
Por el desarrllo se produce un fuerte enturbiamiento del medio, que
no se aclara sino después de tres o cuatro semanas. En mosto sin Ca
no forman gases. Viven de 3 a 5 meses, en el medio.

En agua de levadura con o sin azicares desarrollan a los dos o tres
dias, pero con menos energia que los bastoncitos. El aspecto del me-
dio se presenta en forma igual a Micrococeus variococcus: enturbia-
miento mas intenso cuando hay azicares, mas con levulosa que con
glucosa, y deposicion de los gérmenes después de la fermentacion con
aclaramiento del liquido.

En caldo sin aztcar sea acido o alcalinizado, no desarrolla. En cal-
do acido con 1 /o de levulosa desarrolla a los 3-4 dias. La acidez pro-
ducida a los ¢ dias de desaprollo fué la siguiente:

Testigo estéril ... ... ... ... 0.49 ofoo en H2SO,
Microc. multivorar a ... ... 0.6
b 0.88 » b »

3. Fisiologia

Relaciones de temperamra. — Sobue agar de mosto de malta en
superficie, desarrollan bien a temperatura ambiente (15-20° C) y en
estufa a 250, 300y 37°.  No desarrollan a 42¢ en 10 dias. A temperatu-
ra ambiente el desarmollo es escaso, comenzando a los 3 o /4 dias; a
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250 y 370 es bueno empezando a las 48 horas: a 300 es muy bueno a
las 48 horas, con comienzo a las 2/ horas. Temperatura éptima apro-
ximada: 30° C.

Relacion con el oxigeno. — Anaerobio facultativo.

Formacion de gases. — Negativa. No rompen el agan de mosto de
malta sembrado en anaerobiosis, a pesar de desarrollar bien a las 24-48
horas.

Prueba de la catalasa. — Negativa.

Guliivo en leche. — Desarrollan acidificando lentamente y con poca
energia, comenzando a las 24-48 horas. No reducen el tornasol. No
coagula después de un mes de desarrollo.

Hidrdlisis del almidon. — Negativa.

Influencia de la reaccién del medio. — Se obtuvieron los siguien-
tes resultados en la fermentacion de agua de levadura (16) levulosada
al 1 0, después de 10 dias de incubacion a 30°.

Acidez producida

Acidez
0 .
pH en H,80, %, promedio en
_, 0
Cepa a Cepa b H,80; °ly,
3,5 1,04 0,98 1,01
4.3 1,40 1,00 1,29
b 1,20 1,10 120
5.8 1.20 1 99 1,20
B 2 - o
6.7 1.31 1,47 1.39
7,6 - 1.35 IIT 1.23

El desarrollo empez6 a los dos dias excepto el valor pH mas acido
que en la cepa_a fué a los tres dias y en el mds alcalino que fué a
los cuatro.

Durante el mismo la energia fermentativa parecié mayor en pH 5
a 6. Los resultados de la fermentacion indican una pequeia sensibili-
dad a la acidez.

Influencia del alcohol. — La fermentacién en agua de levadura
(16) con 1 0p de levulosa a los 10 dias de fermentacion dié el si-
guiente resultado:

Acidez producida

M(;?h(’l en H,50, %/, proﬁf{ig?cf en
. Cepa a Cepa b H,S50, °/y,
o 1,20 1,20 1,20
6,33 1,23 092 1,07
8,53 0.43 058 0.,h0
11,85 sin desarrollo sin desarrollo —

El desarrollo empezo a los dos dias en 6,33 0o, y a los tres dias
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en 8,53; no se efectud con 11.85. El alcohol molesta sensiblemente la
fermentacion; como puede verse, mientras en 6,33 0/ la acidez es ve-
cina del testigo, en 8,503 se aleja bastante y en 11,85 es nula.

La sensibilidad al alcohol parece ser mayor que en Micrococcus
minltivorax.

Influencia del SO2. — Se obtuvieron los siguientes resultados en
la fermentacion con agua de levadura (22) glucosada al © 0/ después
de 12 dias de incubacion:

Alculez pro(]uc;;]ag(p)oro‘las e
SO, oo ehaiad Bt ne s o Bl (1 promedio en

7 H,80; %4,

a b
o 1.84 1,40 b2
0,008 1,60 1 4o 1.53
0,185 1,78 — 178
0.204 1.4ho 1,35 1.38
0.500 1,16 104 1,10

Puede observarse como con grandes cantidades de SO» hay bastante
disminucién de la fermentacion. :

Fermentacion de hidratos de carbono y olras substancias. — En
el cuadro que sigue se encuentran nesumidos los resultados de la fer-
mentacién en medio solido y en medio liquido, y en el grafico Nv 7
y cuadros NOs 92, 23 y 2/, el detalle de la fermentacion de las diver-
sas substancias en medio liquido.

Micrococcus multivorax (n. spec.). Fermentacion

Medio li- Medio s6-
quido (ti- lido (va-
tulaeién) riacion pH)
(B0l b e e = e -
Levulosa ... ... -+ -+
Galactosa = s e -+ -4-
IoactBeals S A= g iz -t- +
Maltosa -}- -
Sacarosa (--) -
Rafinosa (-+)
Xilosa nailn 25 —
Aralfinosa ... ... ... oY) -
Glicerina
Manita’ s fniie -
Amigdalina... ... -4- -4
Dextring .o faor: i —
Acido malico o wn s -+

Acido tartarico ... ... —

Acido. eftrico .. .. . —
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Gr4Fico 5.° 7
Micrococcus multivorax. Energia fermentativa de algunas substancias atacadas
acidez
o
4o
-~
2
o~
< - =
- : s -
-~ o
9l & i - b
- 2 e
= - s ;e A 3= < 2
o = -g =] < e P -g O 9
a i b s Tl S G ; ;
= : 23T H oo 3
bii ST R B E S N
= =13 W e L (S
a e L
| l ah.ab
S P T R BRI T SR S S
- o .- <
Gluc. Lev. Galac. Laclosa I"\ﬂltosa Sac. Raf. An\u.gd.

Del grafico n© 7 y del cuadro no

2 ‘)

se deduce que las d-os.cepas de
Micrococcus mullivorax investigadas Jer;mentan enérgicamente la glu-
cosa y la levulosa. Los ensayos del cuadro n® 22, efectuados en igual
forma y simultineamente con los del cuadro 19, permiten observar
que la fermentacion de estos azicares se efectia sin originar Aacidos
volatiles, analogamente a Micrococcus variococcus.

CUADRO N 22

Mierococcus mullivorax — Produclos originados en la fermentacién de glucosa y levulosa

i W T (e ]

=0 == e

o =18l =« O

el e

8:a N £ en

% 6: _i Og: —2 g

< -3 S-S Y
4 S i 2

Agua lev. (12) sin azfcar, eatéril ,.......0 .. ... 0. 0,66 0,48 0,27

(12) sin azGcar + M. multvorar a ......... 1,58 0,51 1,15

(12) con glucosa + M mullivorax a ......... 3,92 0,60 3,43

(12) con levulosa + M. mullivorar a ....... 3,82 0,63 3,31

(12) sin azGcar + M. mullivorax b...... ... . 1,51 0,66 1,00

(12) con glucosa + M. multivoraz b ... . . ... 3,63 0,72 3,04

(12) con levulosa + M. mullivorax b ....... 3,43 0,78 2,79
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La galactosa, también fué atacada por las dos cepas con regular ener-
gia; lo mismo en cuanto a lactosa. Con menor intensidad fué atacada
la maltosa. c i

La sacarosa, se ataco solo en un ensayo. No se consiguié fermenta-
cion en lev. (2) al 1,23 9o, en 21 dias con la cepa a; y en lev. (4),
al 1,25 0o en 26 dias, con ambas cepas.

Coincide el comportamiento de Micrococcus mullivorax frente a sar-
carosa en medio liquido, con lo que ocurre en medio solido, en que
tampoco la fermentacion es segura, pues unas veces se produce y otras no.

Con rafinosa sucedi6 algo anilogo a la sacarosa; en un ensayo fué
atacada, pero no en los efectuados con lev. (2), al 0,4 0% en 21 dias,
con la cepa a y con lev. (4), 0.3 0o en 26 dias con ambas cepas.

Como en el caso de sacarosa, el ataque de rafinosa se produce, en
consecuencia, solo en ciertas ocasiones y con débil intensidad.

La xilosa y la arabinosa no fueron atacadas por ninguna cepa. Se
ensayo en lev. (2), 0,3 0, 21 dias, con la cepa a y en lev. (4) 0.3
por ciento, 26 dias con ambas cepas.

Lo mismo ocurri6 con glicerina, ensayada en lev. (4), 1,25 0o, 26
dias y lev. (5), 1,4 9, 27 dias: y con manita y dextrina, investigadas
en lev. (14), 1,25 0, 10 dias.

La amigdalina, por el contrario, fué enérgicamente atacada, com-
portandose esta especie como Micrococeus variococcus.

CUADRO Ne¢ 23

Micrococcus mullivorar — Fermenlacién de dcidos

S S Sl 5]
N = e L‘:'wN =2
O = N oEen N oo

o |5°8| 2 = =

SasB LS ‘5 o |'B

el
Agua lev. (10) sin écidos, estéril ... ................ 0,83 0,54 0,39 —
> 5 (10) + 2,5 ofoo Acido maélico, estéril .. ... ... 0,83 0,60 0,34 —
> » (10) 4+ 2,5 » &cido tartérico, estéril . ... .. 1,08 0,60 0,58 —
> » (10) + 2,5 » A4cido citrico estéril ........ 0,83 0,60 0,29 | 0,28
(10) sin acidos + M. multivorax a ......... 2,16 0,90 1,42 | 1,46
(10) + 2,5 °foc 4. malico + M. multivoraz al 1,76 0,84 1,08 | 4,01
(10) 4+ 2,5 » 4. tartarico + M. multivor. a|,2,50 0,84 1817 72,57
(10) + 2,5 » 4. citrico + M. multivoraz a.| 2,30 0,78 1,671:2,57
(10) sin acidos + M. mullivoraz b . ... ... 2,45 0,84 1,76 | 0,94
(10) + 2,5 ofoo 4. malico + M. mullivorax b 157 0,84 0,88 | 2,78
» . (10) + 2,5 » 4. tartarico + M. multivoraz b| 2,16 0,96 1371200
» (10) + 2,5 » 4. citrico + M. mullivorax b.| 2,35 0,84 1671222

La fermentacion de acidos del cuadro 23 se hizo en las mismas con-
diciones que el cuadro n° 20, con igual agregado de 2 0/ de glucosa
al final del ensayo y con duracién de un mes.
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La acidez total producida: por las dos cepas, en presencia de acido
malico, fué mucho menor que el correspondiente testigo estéril; lo
contrario ocurrié en presencia de acido cifrico y tartarico en que la
acidez fué mayor o igual al testigo. Se deduce que sélo en el primen
caso hubo ataque del acido, permanediendo el citrico y el tartarico
inalterados.

Analizando las cifras de acidos volatiles, se ve que estos no se ori-
ginan a expensas del acido malico destruido. En dambio es evidente la
produccion de dcido lactico en abundantes cantidades.

Las cifras de acido lactico de los ensayos de los otros acidos, com-
paradas con las de los testigos sin acidos, parecerian indicar la existen-
cia de fermentacion; puede atribuirse sin embargo el bajo porcentaje
de los testigos a falta de ataque de la glucosa presente, a expensas de
la cual se produce.

En el cuadro n° 2/ se encuentran los resultados del ensayo, quese
repitio.

CUADRO Ne 24

Mierococeus multivorar — Fermentacion de dcidos

30133 |=5|8

2% 588|223 |3
2 — - ":3 =2 c—;—EUJ,, *é =3
e IR S S e

=5 | 29o¢c]| 8 o

e e T e s

B :\f % 5o 48
Agua lev. (15) sin acidos, estéril .................... 0,59 0,45 0,22 | 0,14
4 » - (15) + M. multivorax b ........ 1,47 0,36 118 5185

. L

(15) + 1,96 °/oo acido maélico, estéril . ... ... 2,25 0,39 (}1,94 | 0,26
(15) 4+ 1,96 4. méalico + M. multivorax b| 2,25 0,39 | _1,90 | 2,40
(15) + 1,96 ©feo 4cido tartarico, estéril . . . . . . 1,96 0,60 1,47 | —
3 » (15) + 1,96 » 4. tartarico + M. multivor. b| 2,60 0,30 2,35 —
(15) + 1,96 °/oc 4cido citrico, estéril ... .. .. 1,91 0,66 1,37 | —
(15) + 1,96 » A&. citrico + M. multivorax b| 2,84 0,48 2,45 —

La fermentacion del cuadro n° 24 se hizo simultaneamente con la
del cuadro n° 21 y en las mismas condiciones, con una_duracion de
tres semanas.

Se observa que solo en el caso de acido malico la acidez total pro-
ducida por el desalqollo del gérmen, fué igual al testigo; en presencia
de 4cido tartirico o citrjco fué muy superior. Esto rdemuestra que el
dc’do milico es atacado mientras que el tartarico y el citrico permane-
necen inalterados. :

La fermentacion del acido malido, es enérgica, y se produce dando
lugar a la formacion de negular cantidad de adido lactico (aproxima-
damentc 1 0/00), sin originarse acidos volatiles.
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11) Bacterium rectiforme (N. SPEC.)

Cepas estudiadas. Dos:

30, = Baclerium rectiforme cepa a

204 = » » » b

1. Morfologia

Forma. — Se presenta en forma de bastoncitos finos, alargados, de
0,4-0,6 u de ancho por 2 a 7 u de largo, aislados o unidos de a dos
o tres, de bordes rectos y extremidades apenas redondeadas. Por su
forma, caracteristica entre los bacterios de los vinos, se lo designé
Bacterium rectiforme.

En mosto de cereales con o sin CaCO3 se presenta igualmente en
forma de bastoncitos rectos sin agrnuparse en dadenas. En agua de le-
vaduras con o sin azﬁca(res también se observan bastoncitos rectilineos
que se agrupan de a tres o cuatro, pero sin formar cadenas; excep-
cionalmente se presentan bastoncitos muy alargados sin tabiques, peno
que no constituyen verdaderos filamentos.

Las dos cepas (a, b) estudiadas en esta especie presentan caracteres
morfologicos exactamente iguales.

Movilidad. — Inmovil.
Esporulacion. — Negativa
Coloracion de Gram. — Gram posilivo.

2. Caracteristicas de cultivo

Colonias. — En superficie de agar de agua de levadura levulosada
al 1 0/ desarrolla abundantemente en dos dias. Forma colonias gran-
des, las mas grandes de los gérmenes estudiados, de color amarillento ;-
forma redondeada, bien regulares, superficie lisa o casi lisa y homo-
géneamente elevadas en toda la extension, bordes lisos, estructura in-
terna amorfa o muy finamente granulosa.

Desarrollo en estria. — En agar de mosto de malta desarrollan ac-
tivamente, comenzando a las 2/ horas. El desarrollo es difuso, con
colonias separadas, no elevado, de lustre brillante, superflicie lisa, opa-
lescente, de consistencia mantecosa-acuosa, aspecto htimedo. El me-
dio carece de olor extrafio y su color permanece inalterado.

Licuacion gelatina. — Négativa.

Desarrollo en diversos medios nalritivos. — En mosto de cereales
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con o sin 011003 en aerobiosis o anaerobiosis, desarrolla abundante-
mente a las 24-48 horas, con enturbiamiento persistente del medio; s6-
lo después do cuatro o cincb semanas se aclara. La cepa a vive de 4 a
8 meses en el medio y la b, alrededor de 3 meses.

En ausencia de CaCO3 no se observa formacion de gases, no levan-
tandose el tapon de vaselina-parafina.

En agua de levadura con o sin agregado de hidratos de carbono,
desarrolla bien, produciendo un enturbiamiento espeso e inmediata-
mente se aglutinan por las paredes o en el fondo del tubo, fenémeno
(que se observa ya a las 24 horas.

Después de varios dias la masa bacteriana deposita totalmente y el
medio se aclara, quedando en el fondo los copos algodonosos, analogos
a Bacterium acidovoraxr, pero menos abundantes. Por agitacion o ro-
tacion del tubo suben en el liquido nubes espesas consfituidas por
bacterios aglutinados.

La levulosa parece fayorecer mas el desarrollo, analogamente a lo
que ocurre en los otros gérmenes, pues el enturbiamiento es mas enér-
gico, de color mas amarillento y més espeso que con glucosa u otros
azicares.

En caldo dcido o alcalino sin azticares desarrollan escasamente a las
2/i horas. En caldo 4cido levulosado desarrollan perfectamente a las
2/ horas; con 1 0 de levulosa, la acidez total del medio después de
9 dias de incubacion fué:

Testigo esténil, , .. .. .0 ol 0,49 %/, en H,SO,
Bact. 'rectiforme-a; .. ... . ... A7 »  » »
» » B e e 1,18 » »

De las dos cepas estudiadas. la a se nlostlo mas enérgica en los di-
versos medios ensayados.

3. Fisiologia

Relaciones de temperaiura,. — Sobre agar de mosto de malta des-
arrolla a temperatura ambiente (15°-20° C.) y en estufa a 259, 3oe,
379y 429, A temperatura ambiente desarrolla a los 2-3 dias, en los de-
mas casos a las 2/ horas. El desarrollo a 42° es regular. Temperatura
optima aproximada: 30°-37° C.

Relacion con el oxigeno. — Anaerobio facultativo.

Formacion de gases. — Negativa.

En agar de mosto de malta en tubos, en (umelobloua. desarrolla ac-
tnramentc a las 2/ horas sin romper el agar, por cuanto no forman
gases.

FAC. AGRON. — VIII, I 18
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Prueba de la catalasa. — Negativa.

Cultivo en leche. — Desarrolla bien acidificando a las 24 horas de
la siembra, con aumento progresivo. Después de una semana reduce el
tornasol; al cabo de un mes la reduccién del tornasol es muy intensa.

Coagula a los 15 dias de desarrollo, forn:ando un coagulo de regu-
lar consistencia, que no se redisuelve después de un mes.

Hidrdlisis del almidén. — Negativa.

Influencia de la reaccion del miedio. — La fermentacién en agua de
levadura (16) con 1 /o de levulosa, después de 1o dias de 1ncubact10n
a 300. di6 el siguiente resultado:

Acidez producida por cada oo
pli cepa en H,80, %, o

promedio en

112 s(“)i 0/00

a b
3.5 2,91 2 1D 2,18
h,3 2,82 2,76 2,79
5 e TEy I=,
5,8 3.88 3,13 3.50
6.7 3.67 3.86 3,76
=6 3.99 3.68 3.83

El desarrollo comenzo a las 2/ horas excepto en 3.5 que fué a las
48 horas. El pH. éptimo durante el desarrollo pareci6 oscilar entre 4,5
y 6.5.

Analizando las cifras de la acidez, se observa que esta aumenta con
el pH. hasta aproximadamente el punto neutro, en que se estabiliza,
habiendo bastante correlacidn. Hay mas sensibilidad a la acidez que en
Bacterium acidovorax. E1 pH. optimo, dificil de precisar, se encuentra
entre 4.5 y 6.5, aproximadamente.

Influencia del alcohol. — Se obtuvieron los siguientes resultados en
la fermentacién de agua de levadura (16), con 1 06 de levulosa, des-
pués de 10 dias de incubacién a 30°:

Acidez producida por cada Acidaz
Al?,;)lml Gt 9@,“‘,,‘Mooi promedio en
: a b H, SO, /5
o 2,88 3.13 3
6,33 2,64 2,70 2.67
8,53 1.95 183. 1.89
11,85 0,7k 1!80 1357

El desarrollo comenz6 a las 24-48 horas con 6,33 0/p de alcohol, a
las 48 horas con 8,53 0/o y al os/ dias con 11,85 0/p.
Ciomo puede verse en el cuadro, la acidez producida disminuye sen-
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siblemente con la alcoholizacion, siendo en 6.33 0/, bastante vecina del
testigo. lo que indican que resisten bastante bien-ese porcentaje de al-
cohol, corroborado con la anterior observacion de su primer comienzo
de desarrollo: aumentando el alcohol demora la aparicion del desarro-
llo.

Influencia del SO2. — La fermentacién en agua de levadura (22),
con 1 0 de glucosa, después de 8 dias de incubacion, dié los siguien-
tes resultados:

Acidez producida por cada Nt o
S0, °leo Yk lI} S0, o promedio en

3 a b H, 80, %y,
o 3.61 355 3’58
0.098 3.25 3,12 3.19
0,185 3.25 3}12 3.19
0.294 2.89 3 2 9d
0.500 1.59 1 o 1.50

Es evidente que una elevada proporcion de SO2 perjudica sensible-
mente la fermentacion, comportandose en esto en forma aniloga a Bac-
terium acidovoraz.

Fermentacion de hidratos de carbono y otras substancias. — Como
en los casos anteriores, antes de tratar en detalle la fermentacion de ca-
da substancia, se resumen los resultados obtenidos, en medio liquido y
en medio solido.

Bacterium rectiforme (n. spec.). Fermentacion,

-En medio En medio
liquido sélido

(Titulacion)  (Variacién pH)
Glucosa -1 -
Levalosa ... ... S 4=
Galactosa ... ... ... 1 -
Lagtoga: -~ os ot s e - -
Maltosa tom 30 Tt Faaa - -
SACATOBA. ir-nii e s - -
Rafingsa s Sadni (-+ -+
Xilosa o aiaris {4 (-+)
Arabinosa ... — -
Glicerina oo: .0v ... {-+) i
Meamita: .- ses oo s -+ =L
Amigdalina L - -+
Pextringies e et i (-H) -
Acido malico ... ... -+

Acido lartarico ... ... -—
Acido cilrico ... ... 3 -
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Como se deduce del grafico No 8 y del cuadro No 25, Bacterium
rectiforme fermenta energicamente la glucosa y la levulosa.

El ensayo del cuadro N° 25 se efectu6é conjuntamente con el del
cuadro N°© 12 y en las mismas condiciones, durando un mes. Como se
observa, el ataque fué muy intenso, pero no se produce acidez volatil
en cantidad muy elevada con respecto al testigo.

CUADRO No 25

Bacterium rectiforme — Productos originados en la fermentacion
de glucosa y levulosa

= B
= 8 = ?3 =
Sgfegs | a:m
25 BES | ul
T° B es| =e
S e o
Agua lev. (11) sin aztGcar + B. recliforme a .......... 1,40 0,66 0,86
> > (11) + 2 9, glucosa + B. rectiforme a....... 6,57 0,78 5,93
(11) + 2 9, levulosa + B. rectiforme a. . . ... 6,860 0,75 6,25
(11) sin azGcar + B. recliforme b ...... .... 1,47 0,50 1,06
(11) + 2 9, glucosa + B. rectiforme b ....". . 6,37 0,84 5,68
(11) + 2 9 levaiosa + B. rectiforime b ... .. )6,27 0,78 5,63

También en la galactosa, lactosa, maltosa y sacarosa son fermenta-
das con energia.

La rafinosa sélo fué fermentada en un caso y en forma débil; no
debe, por lo tanto, darse seguridad de su ataque por Bacterium rec-
tiforme. Resultados negativos se obtuvieron con lev. (4), 0,3 0o, 26
dias con ambas cepas y con lev. (2), 0.4 9, 21 dias con la cepa b.

Con xilosa se obtuvieron resultados anilogos; solo en un caso hubo
fermentacion en medio liquido, habiendo sido negativos los ensayos he-
chos en lev. (3), 0.3 0. 19 dias. con ambas cepas; enlev. (5) 0,7 %,
17 dias, cepa a ylev. (1). 0.700, 6 dias cepa b. l

La arabinosa no fué atacada por ninguna cepa. Se ensayé en lev.
aut. (1), 0,75 90, b dias, con la cepa a; lev. (3), 0.33 0/, 19 dias con
ambas cepas; lev. (4), 0.3 0o, 26 dias, cepa a y lev. (1), 0,7 %, 6
dias, con la cepa b.

La glicerina fué atacada a veces en medio liquido, pero con débil in-
tensidad, como puede verse en el grafico n® 8. Probablemente el ata-
que de esta substancia en medio liquido es dificil; en medio sélido, en
todos los casos estudiados hubo fermentacion.

En el cuadro n® 26 se encuentran los resultados de dos ensayos,
efectuados para investigar si habia produccion de édcidos volatiles aex-

pensas de la glicerina.
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CUADRO N° 26

Bacterium rectiforme — Productos originados en la fermenlacién de glicerina

=0 |Z.o 3
S =S S
3d | 288 | &2
8 = N = N
R e DS
o — 2 = =
) — ‘5 ©

ok TN
Agua ley. (11) sin glicerina + B. recliforme a ......... 1,40 0,66 0,86
» > (11) + 2 9 glicerina + B. recliforme a. ... .. 1,86 0,90 1,13
(11) sin glicerina + B. recliforme b ....... .. 1,47 0,50 1,06
(11) 4+ 2 9, glicerina + B. recliforme b ... .. 1,89 0,81 1,22
» (19) sin glicerina, estéril . ................. 0,69 0,36 0,39
» » (19) sin glicerina + B. rectiforme a ......... 1;32 0,42 0,98
» > (19) + 1 9, glicerina + B. recliforme b. ... .. 1,47 0,54 1,03
» » (19) sin glicerina + B. recliforme b ..... .. .. 1,27 0,48 0,88
» »  (19) 4+ 1 9 glicerina + B. rectiforme b .. ... 1,47 0,66 0,93

El ensayo con agua de levadura (11) se hizo conjuntamente con el
mencionado en el cuadro n° 13, con duracién de un mes. Se obser-
va que la fermentacion fué poco enérgica, produciéndose algo de aci-
dez volatil, pero en muy débil proporcion. i

El ensayo con agua de levadura (1q) se hizo también simultanea-
mente con el del cuadro n° 13, incubandose 16 dias. También en este
caso la fermentacion fué muy débil, mas que en el ensayo anterior
siendo la acidez volatil casi igual al testigo.

Unicamente con un poco de reserva, puede decirse que Bacterium
rectiforme produce algo de acidez volitil a espensas de la glicerina.

La manita es fermentada por ambas cepas con produccion regular
de acidez, lo mismo que la amigdalina. '

CUADRO Ne 27

Baclerium rectiforme — Productos originados en la fermenlacién de manita

=9 |Z e _E
a2 O[S e
S oA o BeRl  Bn
= -2 H
3 = N ~ =
RERTIR S el T e
< B S ET
Agua lev. (21) + 1 9, manita, estéril ................ 0,88 0,24 0,69
(21) sin manita + B. rectiforme a .......... 1,47 0,48 1,08
(21) + 1 9, manita + B. recliforme a ....... 2,74 0,30 2,50
» > (21) sin manita + B. rectiforme b ... ... 1,23 0,40 0,91
> > (21) + 1 9 manita + B. rectiforme b ....... 2,60 0,30 2,45

En el cuadro n° 27 se exponen los resultados de la fermentacion de
manita, efectuada simultdneamente con la del cuadro n° 14 y con los
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mismos propositos. La duracion fué de 17 dias. Como se observa, la
manita fué atacada con bastante intensidad, pero no se originaron aci-
dos volatiles.

En cuanto a la dextrina, la acidez producida no autoriza a decir que
hubo fermentacion; sin embargo, la fermentacion en medio solido fué
neta. Se trata, probablemente, de un caso analogo al de la glicerina.

CUADRO N- 28

Bacterium recliforme — Fermenlacién de dcido mdlico

= S s o
9|23 |74
2% 158392 |2
Ho| P .aba o = g
@ ol as s m En
Te |l [
3.2|3.2°38|3
e < = -~ -
Agua lev. (7) sin a. malico, estéril .,................ 1,08 0,48 0,69 | —
> ¥ () » » + B. recliforme a ..... ... 2,01 0,78 1,37 | 0,50
»  (T) > » -+ B. rectiforme b ...... .. 2,01 0,84 1,32 | 0,50
» (7) + 3 ofoo 4. mélico, estéril .............. 2,89 | 0,66 2353 —
> (H+3 » » + B. rectiforme a ...| 2,50 1,80 1,037 0,77
> > (I +3 » » + B. rectiforme b ....| 2,50 0,84 1,81 | 1,70

La fermentaciéon de acido malico del cuadro n® 28 se hizo simulta-
neamente con la del cuadro no 15, en las mismas condiciones, con una
incubacion de 43 dias.

Por el desarrollo de ambas cepas en presencia de acido malico, la
acidez total disminuy6 con respecto al testigo, lo que indica que hubo
fermentacion.

El ataque del acido malico se produjo originando acidez volatil ele-
vada y poco acido lactico en la cepa a, y por el contrario s6lo elevada
cantidad de acido lactico en la cepa b. .

CUADRO Ne 29

Bacterium rectiforme — Fermenlacién de deido tartdrico y deido citrico
IR |E58| =g
2 |8 8T | S,
N o«
SN T
S et R g g
S'g |85 | 8BS
S e O
Agua lev. (8) sin acidos, estéril ..................... 0,93 0,60 0,44
» » (8) » » 4= B. -reciforme a.. ... 1,76 1,08 0,88
» (8) » » + B. recltiforme b ....... .. .. L7 0,72 113
»  (8) + 2,05 ofoc 4. tartarico, estéril .......... 2,01 0,72 1,42
> (8) + 2,5 » » + B. recliforme a. 2,60 0,99 1,79
> (8) + 2,5 » + B. rectiforme b. 2,16 0,72 1,58
»  (8) + 2,5 °[oo a. citrico, estéril ............. 1,76 0,60 1,27
y » (8) + 2,5 » » + B. recliforme a 2,60 0.84 1,91
» » (8) 425 » » -+ B. rectiforme b 2,65 0,78 2,01
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Los ensayos del cuadro n° 29 se hicieron en idénticas condiciones a
los del cuadro n® 16 y n° 18, con duraciéon de 23 dias.

La acidez total producida por el desarrollo de las dos cepas en pre-
sencia de acido tartarico o citrico, fué superior a los respectivos tes-
tigos estériles, y en proporcion aproximada al aumento de acidez que
causan desarrollandose en el medio sin acidos (ver primera parte del
cuadro).

En ningim caso hubo fermentacion de los acidos.

CUADRO N- 30

Baclerium recliforme — Fermenlacion de deido mdlico, lartdrico y cilrico

P = \g Q

K| CREE s o fad
= SG o i B o
N = SR~
Agua lev (15)._sini;acidos, ~esteril .~ r i e B Lk i 0,59 | 0,45 0,22 0,14
(15) » » + B. rectiforme a .......... 1.57 | 0,93 0,81 | 0,61
(15) + 1,96 ofoo 4. "mélico, estéril .. ... ... .. 2,25 | 0,39 1,94 | 0,26
(15) + 1,96 »° + B. rectiforme a.| 2,20 1517 1,25 0,94
(15) + 1,96 +/'w 4. tartérico estéril ....... 196 | 0,60 | 1,47-] —
(15) + 1,96 » + B. rectiforme a| 2,69 | 0,93 1,89 —
(15) + 1,96 °/oo 4. citrico estéril .......... 1,91 | 0,66 1,37 —
(15) + 1,9 » » + B. recliforme a..| 2.79 | 0,99 1,98 —

Las experiencias del cuadro n° 3o son confirmatorias de los ensayos
de fermentacion de acidos, anteriores. Se hicieron en igual forma y
condiciones que las correspondientes al cuadro n° 5, incubindose du-
rante 3 semanas. i

De las cifras de acidez total se deduce que el germen ataco el acido
malico, pero no obré sobre los acidos tartarico y citrico. De la fer-
mentacion del acido malico se produjo muy poca acidez volatil y poco
acido lactico.

1) Bacterium spec. OTRA FORMA ENCONTRADA EN LOS VINOS ARGENTINOS

Ademas de los bastoncitos o cocos estudiados, he aislado de un vino
criollo sanjuanino alterado. por cultivo previo de enriquecimiento, un
bastoncito. que estudiado en cultivo puro, resultd tener algunas carac-
teristicas semejantes a los gérmenes de las alteraciones, pero por otra
parte, presenta ciertas propiedades, como la de no resistir concentra-
ciones de iones H mucho menores a las corrientes en mostos o vinos,
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que lo alejan de esos tipos de microorganismos. Probablemente se tra-
ta de un microbio accidental que tiene su «habitat» en un medio que en-
tra en contacto con el mosto o el vino durante su manejo, o que tal
vez se desarrolla en éstos, merced a alguna simbiosis o condiciones que
crean otros gérmenes.

Como en un vino de Jujuy, encontré un bacterio parecido a éste,
creo conveniente resumir las principales caracteristicas que he estu-
diado, sin identificarlo déandole nombre. '

1. Morfologia

Forma. — Se presenta en bastoncitos gruesos, alargados, de 0.8 a
1 u de ancho por 1,5-4 u de largo, aislados o unidos de a dos o tres
en linea recta, con separacién neta y espaciada y extremos ligeramen-
te redondeados.

En otros medios nutritivos tiene igual aspecto. En agua de levadura
presenta, ademéas de los bastoncitos gruesos unidos de a dos o tres,
otros alargados, semejantes a gruesos filamentos no tabicados.

Movilidad. — Negativa.

Esporulacion. — Negativa.

Coloracion de Gram. — Gram positivo.

2. Caracteristicas de cultivo

Colonias.—Sobre agar de agua de levadura levolusada desarrolla  bien
alos 2 dias, si se ha efectuado la siembra con un cultivo joven de mos-
to de cereales, en caso contrario desarrolla poco. Las colonias forma-
das son de tipo analogo a Bacterium rectiforme, p>ro algo més pe-
quenas y de color menos amarillento.

Desarrollo en estria. — Desarrolla abundantemente en dos dias. El
desarrollo es dif;uso, con colonias separadas, esparcidoy de lustre bri-
llante, superficie lisa, opalescente, de consistencia mantecosa-acuosa, as-
pecto hamedo, el medio carece de olor y el color permanece inalte-
rado.

Licuacion gelatina. — Negativa.

Desarrollo en diversos miedios nutritivos. — En milosto e cereales
desarrolla bien a las 24-48 horas, enturbiando el medio, que se aclara
después de dos o tres semanas. En mosto sin CaCO; no forma gases.
Se conserva vivo, en el medio, de 4 a 6 meses.

‘n agua de levadura con o sin hidratos de carbonos desarrolla, pe-
ro con poca energia. A veces, ain en presencia de azicares no desa-
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rrolla. En caso positivo comienza el desarrollo a las 2/-48 horas, mas
intensamente con levulosa que con glucosa. Después del desarrollo los
gérmenes se aglutinan depositandose con formacién pequefias masas
floculosas, que nunca tienen el volumen de las otras especies estudia-
das.

En caldo alcalinizado sin aziicar no desarrolla. En caldo acido con
azucar desarrolla apenas un poco. En caldo acido levulosado desarrolla
bien a las 24 horas; con 1 04 de levulosa produjo a los g dias la si-
guiente acidez:

Testigo'estéral . .. .. = (. ... 0,49 %, en HaSO,

Con 7 BE bacterto; .7 ~io i it o g 0,60 3. » »

3. Fisiologia

Relaciones de temperatura. — En agar de mosto de malta en su-
perficie desarrolla a 25°, 30° y 37°; no desarrolla a temperalura am-
biente (150-20° C.) ni en estufa a 42°, en una semana. A 25 y 37°
el desarrollo es escaso produciéndose a los tres dias. A 30° desarrolla
bien, comenzando a las A48 horas. Temperatura dptima aprorimada:
30° C.

Relacion con el oxigeno.

Anaerobio facultativo.

Formacion de gases. — Negativa.
Prueba de la catalasa. — Negativa.
Cultivo en leche. — Desarrolla a las 48 horas acidificando. Reduce

el tornasol progresivamente, a los 10 dias la reduccion es enérgica. No
coagula después de un mes, pero persiste la reduccion.

Hidrélisis del almjidén. — Negativa.

Influencia de la reaccion del medio. — En agua de levadura (16)
con 1 0 de levulosa, después de 10 dias de incubacion a 30° se obtu-
vieron los siguientes resultados de fermentacion:

pH I S S e 35 45D =D 5,8 6,7 7,6
Acidez producida en H,80, °/;, - o o 0,86 1,35  1.59 - 1,60

Como se ve, es muy sensible a la acidez, no desarrollando a pH 3,5
y 4.3; en los demés valores estudiados el desarrollo comenzo a las 48
horas, excepto en pH b que fué a los tres dias. El 6ptimo puede con-
siderarse aproximadamente alrededor del punto neutro.

Influencia del alcohol. — Analogamente al pH se mostr6 muy sen-
sible al alcohol; en agua de levadura (16) con 1 0 de levulosa mo
desarrolld con 853 y 11,85 0o de alcohol agregado. Con 6,33 9o
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desarrollo a las 48 horas, siendo la acidez producida bastante inferior
al testigo (0.87 y 1,35 o/oo en H280,, respectivamente).
Fermientacion de hidratos de carbono y otras substancias. — Co-
mo en medio liquido el desarrollo era poco intenso y a veces no se
producia, se estudi6 la fermentacién casi exclusivamente en medio
- s6lido, exceptuada la de acidos que se hizo necesariamente en medio
liquido, agregandose en forma de sales, pues la acidez elevada impe-
dia el desarrollo.
Los resultados obtenidos fueron los siguientes:

Glucos
Levulosa ...
Galactosa ...

sa

Lactosa
Maltosa
Sacarosa

Rafinosa ...

Xilosa ...

Baclerium spec. Fermentacion

_E Arabinosa ...

.A[< ,[4

Amigdalina

++++ |

Glicerina ...
...... R Manitasx Giiss =

Dextrina ...
Acido mélico ... ...
Acido tartarico

Acido citrico ... ...

En el cuadro n° 31 se consignan los productos. originados en la fer-
mentacion de glucosa, levulosa, manita y sales de los dcidos mélico,
tartarico y citrico.

CUADRO Ne 31

— =3
=0 |22 S
3 @ |2F, | &9
=g 282 | 2R
lc\; ——‘ N = 3 N
TS |28 3¢
= lus8 T 5
= 2
Agua tev. (11) sin az@icar a 30 dias de la siembra..... 1,45 0,60 0,96
» »  (11) con 2 9% glucosa, a 30 dias de la siembra| 2,94 0,66 2,40
» (11) con 2 9, levulosa, a 30 dias se la siembra. 2,16 0,48 1,76
» (11) con 2 9, glicerina, a 30 dias de la siembra| 1,52 0,78 0,88
» (18) sin glicerina, estéril................... 0,69 0,30 0,44
» » (18) sin glicerina, a 24 dias de la siembra. ... 1,47 0,45 1,10
> (18) con 1 9, glicerina, a 24 dias de la siembra| - 2,84 0,96 2,06
»~ (21) con: 19, manita, estéml. ... ..o .. 0,88 0,24 0,69
» » (21) sin manita, a 17 dias de la siembra. . .. .. 1,34 0,48 0,98
»  (21) con 1 9, manita, a 17 dias de la siembra. 1,72 0,60 1,23
» (24) sin agregado, estéril ......... ... . S 0,83 — —
» » (24) con 1,36 °[°° malato K, estéril ......... 0,25 — —
» » (24) con 1 9, tartratoK, estéril ............ 0,69 - —
» » (24) con 3,46 °[oc citrato Na, estéril ........ 0,74 — —
» »  (24) sin agregado, a 12 dias de la siembra. .. 1,47 —— —
» » (24) con 1,36 °[oo malato K, a12 dias dela siemb.| 0,88 — —
» »  (24) con 1 9, tartrato K, a 12 de la siembra. 1,23 — e
» » (24) con 1 ©ofoo citrato Na., a 12 dias de la
TS0 1Y 0) 3 e e e e o e 8 1,23 — —
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Como puede verse, Bacterium spec. fermenta la glucosa y la levulosa
sin formar acidos volatiles.

De la glicerina produce algo de acidos volatiles.

La fermentacion de las sales de acido tartarico, citrico y malico pue-
de considerarse negativa, pues hubo aumento de acidez; si la fermen-
tacion hubiera sido positiva quedaria en libertad la base del acido que
alcalinizaria el medio.

La poca resistencia a la acidez elevada, que se corrobora con la no
fermentacién de acidos, indica que este bacterio no pertenece al gru-
po de los causantes de alteraciones o fermentaciones favorables, como
son los estudiados anteriormente.

VII. COMENTARIOS SOBRE LOS BACTERIOS AISLADOS

Las caracteristicas generales de los bacterios estudiados, son con-
cordantes con los investigados por otros autores que se ocuparon de-
tenidamente del asunto, y que permitieron conocer el verdadero pro-
ceso de la actividad bacteriana de los vinos, entre los que se encuentran
en primer término, MirLER-THURGAU y OSTERWALDER.

+Los gérmenes causantes de las alteraciones bacterianas de nuestros
vinos, presentan un conjunto de caracteristicas semejantes como ya se
menciond anteriormente. :

Son anaerobios facultativos, no esporulados, inmoéviles, no licuantes
de la gelatina, Gram positivos, no segregan catalasa, no hidrolizan el
almiddn, desarrollan escasamente en leche y en medios nutritivos sin
alimentos hidrocarbonados. Son activos fermentadores de aztcares y
otras substancias ternarias.

La fermentacion de las diversas substancias que pueden encontrarse
en los mostos o vinos, y que, por consecuencia, producen las enferme-
dades, varia en los diversos gérmenes estudiados.

Todos son activos fermentadores de azicares, pero Bacterium! aci-
dovorax y los bacterios maniticos son los mas enérgicos, especialmen-
te el primero. Bacteriumi rectiforme y los microcococos, destruyen los
azticares con menor intensidad.

Por la fermentacion de levulosa todos los bacterios maniticos produ-
cen mucha acidez volatil y manita. De glucosa, igualmente, la mayo-
ria producen acidos volatiles.

Todas las demés especies estudiadas no producen acidos volatiles a
expensas de esos dos aziicares, o bien originan trazas no atribuibles
con seguridad a fermentacion.

Ni los micrococos ni Bactertum: acidovorax o Bacterium rectiforme,
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producen manita a expensas de levulosa. Sin embargo, como estas dos
Gltimas especies son capaces de fermentar la manita, es posiblo que si
la producen, sea atacada a medida que se origina. Con todo no se ca-
racterizd la manita en los liquidos de fermentacion, afin haciendo
pruebas a las pocas horas del desarrollo. La fermentacion del acido
tartarico o sus sales solo es producida por Bacterium acidovorar, gér-
men por esto se diferencia netamente de los otros grupos estudiados.
A expensas del dcido tartarico hay enérgica produccion de acidos vo-
latiles.

El dcido malico es fermentado por casi todas las especies investiga-
das: tGnicamente Bacterium: Gayoni no lo ataca. Los demas gérme-
nes lo hacen con intensidad variable, produciendo acido lactico. Los
micrococos son los mas activos fermentadores de dcido malico.

Ademas de Acido lactico, Bacterium acidovorax produce bastante aci-
dez volatil. En consecuencia, exceptuada esta especie, las demas desin-
tegran el acido malico produciendo fermentacion lactica pura.

El acido citrico s6lo es fermentado por un bacterio manitico, el
Bactertum cocciforme, y ademas, por Bacterium acidovorar. En am-
bos casos se forman acido lactico y acidos volatiles.

La fermentacion de polialcoholes, como glicerina y manita, sélo se
produjo con Bacterium wacidovoraxr y Bacterium recliforme, especie
que en esto son afines. De glicerina se forman trazas de acidos volati-
les, de manita no.

a) Los BACTERIOS MANITICOS

De las especies de bacterios maniticos aislados de vinos argentinos:

Bacterium (rayoni MirLEr-THURGAU Y OSTERWALDER;

Bacterium intermedium MivLER-THURGAU Yy OSTERWALDER

Bacterium cocciforme (n. spec.);

Bacterium Miiller-Thurgaui (n. spec.);
las dos tltimas, presentan caracteristicas morfologicas y fisiologicas,
completamente diferentes de las otras especies de bacterios maniticos
conocidos, lo que autoriza a considerarlas especies nuevas.

La otra especie de bacterio manitico tipico que se encuentra descrip-
ta, ademas de las citadas, es Baclerium mannitopoeum MirLER-
Taurcau y OsTERWALDER, uno de los mas activos que se conocen ¥
que estos autores estudiaron con toda amplitud, como anteriormente se
vio. >

Entre los bacterios que intervienen en la destruccion de acidos el
Bacterium gracile MivLLer-Taurcau, en presencia de levulosa tam-
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bién da manita. Sin embargo, no se incluye entre los tipicos microbios de
las fermentaciones lactomaniticas de los mostos y vinos, dado que si
bien es capaz de producirla, su principal actividad es, en cambio, la
destruccion enérgica del acido malico, con produccion de acido lactico.

La misma consideracion debe hacerse con otros bacterios causantes
de enfermedades e los vinos, que son capaces de dar manita a expensas
de levulosa, como por ejemplo los fermentos de la grasa estudiados
por Kayser y Manceawv, los fermentos filiformes aislados por Lasor-
pE de vinos torcidos, los microbios analogos estudiados por Maze y
Pacorrer, el Bactertum tartarophthorum MurLLer-Tuurcau y OsTER-
WALDER, elc.

Las diversas especies de bacterios maniticos de los vinos presentan
caracteristicas semejantes.

Morfologicamente considerados, estin constituidos todos por baston-
citos gruesos de tamaifio variable, pero que oscila entre 0,7 y 1.0 u;
algunas especies son mas gruesas que otras.

Bacterium mannitopoeum posee un grosor de 0,7-1,3 u, Bacle-
rium Gayoni 1-1,3 p; en la cepa argentina el grosor fué de 0,8-0,9.
B. intermedium 1,2-1,5 u en las cepas estudiadas por MirrLer-THUR-
Gau y OstErwaLDER; las halladas en el pais oscilan entre 0,7-1,2  u.
Finalmente Bacteriumi cocciforme o.7-1 p y B. Miiller-Thurgauio,7-
0,9 W.

Todas las especies se unen, a veces, en cadenitas de largo variable en
algunos medios nutritivos y aglutinarse en masas coposas con variada
intensidad.

Todos estos bastoncitos son formadores de gases. Su temperatura
optima oscila alrededor de los 300 C. (Bact. cocciforme menor y Bact.
Miiller-Thurgaui algo mayor).

Son enérgicos fermentadores de azicares, de los cuales producen
mucha acidez; la mayoria atacan écido maélico y algunas acido citrico.

Los diversos azicares se atacan con bastante intensidad, dando como
productos de fermentacion: acido lactico, acido acético, CO», algo de
glicerina y acido succinico, en proporciones variables segan la especie y
el azticar. De levulosa se forma manita y de los otros azicares alcohol
etilico.

La energia con que los azicares son atacados varia segun las espe-
cies, pero en general la levulosa es el més intensamente fermentado;
son activamente atacadas, también: glucosa, xilosa, galactosa, sacaro-
sa y maltosa. La rafinosa lo es en menor intensidad. La lactosa no es
atacada por Bacterium mannitopoeam y Bacterium Miiller-Thurgaui;
la arabinosa no es atacada por Baclerium Gayoni y Bacterium inler-
medium, las otras especies lo hacen con mucha intensidad.
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La tnica especie que desdobla la sacarosa es Bact. miannitopoeum.

De las otras substancias, la glicerina y la manita no es atacada por
ninguna especie, y la amigdalina solo por Bact. mannitopoeum, con
formacion de acidez volatil, acido lactico y aldehida benzoica.

De los écidos, el acido tartarico no es fermentado por ninguna es-
pecie. El acido citrico es algo fermentado por Bacterium mannilo-
poeum y bastante por Bacterium cocciforme, con formacion de aci-
do acético y lactico. En cuanto al acido madlico, salvo Bacterium Ga-
yoni que no lo ataca, las otras especies lo fermentan dando acido lic-
tico, pero no acidos volatiles. ;

La diferenciacion de las diversas especies de bacterios maniticos ti-
picos, es posible por la fermentacion de las diversas substancias; mor-
fologicamente seria dificil hacerlo porque todas son analogas: baston-
cifos gruesos de didimetro mas o menos igual.

Excluyendo las substancias que todas las especies fermentan la pri-
mera separacion puede hacerse por la fermentacion de arabinosa;
Bacterium Gayoni y Bacterium! intermedinm son las tinicas especies que
no la atacan. Estos dos bacterios se diferencian a su vez, entre si, por-
que mientras el primero no ataca el acido maélico, el segundo lo hace
intensamente. :

De las especies restantes, Bact. mannitopoeum fermenta amigdalina
mientras que Bact. cocciforme y Bact. Miller-Thurgaui no. Estas dos
especies a su vez se distinguen porque la primera ataca lactosa y aci-
do citrico, y la segunda no. .

Bact. cocciforme y Bact. Miller-Thurgaui presentan atn ofras ca-
racteristicas de fermentacion que los diferencia de las demés espe-
cies de bacterios maniticos.

Bacterium cocciforme se diferencia de Bact. Gayoni, porque ademés
de fermentar arabinosa, fermenta el dcido malico y el citrico, mien-
tras que ésta no. Se diferencia también de Bact. mannitopoeum por-
que fermenta amigdalina, pero no lactosa, mientras que con Bact. manni-.
topoeum ocurre lo inverso; con esta especie se asemeja por la fer-
se distingue de Bact. intermedium por [ermentar arabinosa y acido
citrico. ' "

1 Bact. Miiller-Thurgaut se distingue de Bact. Gayoni porque
porque fermenta el dcido malico, pero no la lactosa, mientras que
en la segunda especie ocurre lo inverso. De Bact. mannitopoeum' sé
diferencia por no fermentar acido citrico o amigdalina, que son ata-
cadas por ésta; se asemeja porque ninguna de las especies ataca lacto-
sa, pero fermentan arabinosa. La diferencia entre Bact. Miiller-Thur-
gaui y Bact. intermedium consiste en que la primera especie ataca ara-
binosa, pero no lactosa, mientras que en la segunda pasa lo inverso.
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En lo que respecta a la diferenciacion entre Buacl. cocciforme y
Bacti Miiller-Thurgaui, se efectia por la fermentacion de lactosa y
acido citrico, positiva en la primera especie y negativa en la segunda.
Ambas especies se parecen por fermentar arabinosa, pero no amig-
dalina.

Bact. gracile Miller-Thurgau que también puede dar, en determi-
nadas condiciones fermentacion lactomanitica, se distingue netamente
de las especies consideradas, por el didmetro de sus bastoncitos que
varia de 0,4 a 0,6 u, mientras que los tipicos bacterios maniticos son
siempre bastoncitos gruesos (méas o menos de 1 u didmetro). Bac-
terium gracile se distingue, ademiis, porque no ataca xilosa.

Considerando las diversas cepas de Bact. intermedium o Bact. Ga-
yoni encontrados en vinos argentinos, con las cepas estudiadas en la
descripcion de esas especies, se observa completa concordancia, si bien
no se estudié la fermentacion de todas las substancias en las cepas ar-
gentinas, como tampoco los productos originados en la fermentacion
de los diversos azucares.

Los ensayos de fermentacion de levulosa con las cepas argentinas
de ambas especies, demostraron abundante produccion, de 4cidos vola-
tiles, como igualmente la comprobaron MirLLErR-THURGAU y OsTER-
wALDER. Lo mismo ocurrié con Bact. Gayoni en la fermentacion de
glucosa.

En cambio, se observo comportamiento diferente de las cepas argen-
tinas de Bacl. intermedium. frente a glucosa\, con respecto a las ob-
servaciones de MirLLer-TrurGAU y OSTERWALDER.

Estos autores observaron que Bact. intermedium no produce acidos
volatiles a expensas de ese aziacar, mientras que las cepas argentinas
originaron regulares cantidades. Ademdas, observaron que en general
esa especie produce poca acidez volatil en la fermentacion de aztca-
res.

La resistencia a los principales antisépticos que actian en el vino,
como la acidez, alcohol y SO2, permite establecer algunas diferen-
cias entre los bacterios maniticos.

La influencia de la acidez en la actividad fermentativa de los bac-
terios maniticos es un hecho conocido, habiendo sido sefialada por
Gavon y Dusoure para Bacterium Gayoni y por MiLLErR-THURGAU ¥
OsTERWALDER para esa especie, y para Bacterium mannitopoeum y
Bacterium intermediums Pero las investigaciones de eses autores, fue-
ron hechas sobre la base de la acidez de titulacion de los medios de
cultivos. :

En las especies argentinas estudiadas en su actividad fermentativa
relacionada al pH del medio nutritivo, pudo observarse que tnica-
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mente Bacterium cocciforme es muy sensible a acidez elevada (pH
3.0): las otras especies demostraron algo de sensibilidad, pero menos
intensamente.

Con respecto al alcohol, las especies argentinas se comportaron en
forma andloga siendo Bacterium cocciforme la tnica especie muy
sensible a una alcoholizacion inicial de 11,85 0o en volumen; las
otras fueron algo sensibles.

Gavon y Dusoure, comprobaron que Bact. Gayoni es sensible al
alcohol, desarrollando con 12,1 0/p en volumen, pero no con 14,5 %
de alcoholizacion inicial y MirLER-THURGAU y OSTERWALDER encon-
traron que Bacl. mannitopoeum producia ain bastante fermentacién con
9.66 0o de alcohol inicial en volumen, no desarrollando con 14,6 9,
encontrandose el limite en 12 0. Con Bact. gracile el limite es mas
bajo, 9,66 00 en volumen.

En términos generales, puede decirse que los tipicos bacterios ma-
niticos resisten como méaximo una alcoholizacion inicial de 12 a 1/
por ciento en volumen.

Finalmente, el SO2, cuyo efecto atenuante sobre la actividad fer-
mentativa de los bacterios maniticos, y de los microbios del vino en
general, es conocida, también actia sobre las diversas especies argen-
tinas. Mientras Bacterium cocciforme y Bacterium Miiller-Thurgaui
se mostraron muy resistentes, Bacterium Gayoni y Bacterium inlerme-
dium, son algo sensibles, a las dosis investigadas.

b) Los BACTERIOS DEL TORCIDO

Hemos visto anteriormente que de los vinos argentinos, tipicamente
torcidos, se aislo siempre un bacterio filiforme, designado por Bacte-
rium acidovorar debido ‘a su actividad fermentativa sobre los acidos
del vino.

Morfologicamente considerado, este germen es analogo a los que se
describen en los vinos torcidos; son bastoncitos finos que forman lar-
gos filamentos. Su temperatura 6ptima es elevada: 300-370 C.

Su actividad fermentativa es enérgica; descompone activamente la
mayoria de los azicares; de glucosa y levalosa forman pequeiiisimas
cantidades de acidos volatiles. Fermentan polialcoholes como glicerina
y manita, formando del primero acidez volatil, y ataca amigdalina.

Descompone intensamente los acidos malico, citrico y tartarico, for-
mando grandes cantidades de acidos volatiles; del primero forma,
ademas, acido lactico.

El ataque activo del acido tartarico, con produccién de acidez vo-

FAC. AGRON. — VIII,*II 19
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latil, y la parcial destruccion de la glicerina, con formacion analor
ga.de algo de acidos volatiles, autorizan a considerar este gérmen co-
mo el tipico agente del torcido de nuestros vinos.

Hemos visto que MiLLER-THURGAU Yy OsTERWALDER aislaron de los
vinos suizos torcidos, dos gérmenes: el Bacterium tartarophthorum ca-

i s Rt e

paz de atacar intensamente acido tartarico y glicerina, y el Bacterium. -

Larlarophthorum a. que ataco también acido tartarico, pero débilmen-
te la glicerina.

Analogamente, con Bacterium| acidovorax se comprob6 siempre ac-
tiva destruccion del acido tartarico, mientras que el ataque de la glice-
rina fué mas lento y a veces no se produjo. Esto indica que existe
bastante analogia entre ambos tipos de gérmenes.

Existen, sin embargo, diferencias fundamentales que permiten con-
siderarlos como especies distintas. Una de ellas es el grosor; mien-
tras el germen de vinos argentinos es un bastoncito fino (0,4-0.7 )
los de vinos suizos son bastoncitos gruesos (0',8—1 w). Ademés, es-
tos Giltimos son fermentos maniticos, pues atacan la levulosa dando es-
te tipo de fermentacion.

El Bacterium acidovoraz, en cambio, es capaz de atacar la manita;
no puede decirse que no sea capaz de formarla, pues es posible que la
destruya a medida que la origina, si ello ocurre. La caracteristica de
atacar la manita autoriza a considerar diferente metabolismo para el
bacterio de nuestros vinos.

Debe hacerse notar que es esta la primera vez que se demuestra con
evidencia, la existencia de bacterios de vinos capaces de atacar manita.
Lasorpe (19o/4) habria conseguido hacer atacar manita a Bacterium
Gayoni; sin embargo, posteriormente (1912), Dusoure, demostrd el
error de ese autor.

Otra diferencia que se encuentra entre Bacterium tartarophthorum y
Bacterium acidovoraz, es el ataque del acido citrico. Si bien los auto-
res suizos no lo mencionan en sus estudios, es de suponer que hayan
estudiado el ataque del acido citrico, como hicieron con los gérmenes
de otras alteraciones que investigaron anteriormente;, considerando ade-
mas que es importante su conocimiento en el caso de vinos torcidos,
especialmente en los vinos suizos.

Bacterium acidovorax ataca activamente el acido citrico, con tanta
energia como ataca el tartarico, produciendo mucha acidez volatil. En
el caso de vinos argentinos, el torcido podria ser ocasionado no solo
por la destruccion del acido tartarico o de la glicerina’, sino también
de ese acido, pues se emplea a veces como correctivo de la acidez.,

En los vinos torcidos descriptos por MirLer-Tuureav y OsTer-
waLDER, el ataque de la glicerina_ fué comprobado en todos los casos,
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mientras que el acido tartarico a veces estaba intacto, lo que indica
fue la glicerina es el producto mas generalmente atacado.

En los vinos argentinos no se dosé la glicerina, pero todos los vinos
torcidos analizados tenian destruido el Acido tartirico; esto induce a
suponer que el ataque de este dcido sea el hecho més saliente en nues-
tros casos de vinos torcidos.

Una observacion interesante que debe hacerse con respecto a esta al-
teracion en nuestros vinos, ‘es la referente al periodo de su formacion
en que son atacados. Todos los casos de torcido estudiados se trataban
de vinos hechos, no presentindose en mostos en fermentacion. Esta es
por otra parte, una observacion efectuada en otras comarcas vinicolas,
siendo la enfermedad, de lenta evolucion.

Ademas, los vinos estudiados carecian de aztcar, lo que indica ma-
yor adaptacion de los bacterios del torcido, a medios nutritivos que
presentan como unica materia ternaria fermentescible, acidos orga-
nicos y tal vez alguna otra substancia no azucarada del extracto. Los
fermentos maniticos, por el contrario, no dan fermentacion en ausen-
cia de aziicares, salvo 'en el caso de ataque del acido malico.

No puede excluirse, sin embargo, el desarrollo de los bacterios del
torcido en mostos en fermentacion, sobre todo considerando queson
activos fermentadores de azicares, los mas enérgicos de todos los mi-
crobios estudiados. .

Sin embargo, parece que la forma normfal d2 ataque dsl vino por
estos bacterios, seria al final de la fermentacion principal, especial-
mente cuando ésta ha sido mal conducida o el mosto provenia de
materia prima deficiente por la higiene o afios de cosecha anormal
(¢mucho nitrogeno?), o tal vez por demorar el descube o los trasie-
gos. En estas condiciones el germen atacaria lentamente el acido tar-

<
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tarico o la glicerina o quizas otras substancias del extracto, no azu-
caradas, como el acido lactico, segan suponen MirrLer-THURGAU ¥
OsTERWALDER e igualmente LaBorpe (1917), y el vino, que en bo-
dega tiene, recién elaborado. acidez volatil poco superior a la normal, al
llegar a los centros de consuml se acetifica facilmiente, sobre todo
si estd expuesto a temperaturas elevagas. !

Ademas del Baclerium acidovorax, debo mencionar como participan-
te en el torcido a Baclerium rectiformi.

Esta especie, que se aislo de vinos maniticos, posee como aquella, la
caracterfstica de fermentar la glicerina, y de atacar el 4cido malico
dando a veces acidez volatil. Es capaz igualmente de descomponer la
manita. Su actividad fermentativa de los azicares es analoga a Bacte-
rium acidovorar, pero menos enérgica.
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Evidentemente, Bacterium rectiforme es un germen muy vecino al
del torcido y debe tener participacion en esta enfermedad.

Si bien fué aislado de vinos maniticos, se comprob6 posteriormen-
te que la manita habia desaparecido, lo que indica. que el vino fué en-
contrado tal vez al comienzo de la alteracion, o que Bacterium recti-
forme se desarrolla con posterioridad a, los fermentos maniticos, des-
truyendo la manita que estos forman.

La propiedad de fermentar la glicerina y de formiar acidez volatil
a expensas del dcido malico, hacen que deba considerarse a Bacterium:
recliforme como una especie complementaria de la descomposicion que
causa Baclerium acidovorax en los vinos. Igualmente, por dar a veces
fermentacion lactica pura del acido malico, puede coadyuvar a la des-
integracion de la acidez que causan los micrococos malolacticos.

La influencia de una elevada alcoholizacion inicial, es manifiesta so-
bre la actividad fermentativa de Baclerium' acidovoraxr y Bacterium
recliforme, pero toleran grandes cantidades. Con 11,85 0/p de alcohol
inicial la fermentacion se atenta, pero no se suspende. MiiLLER-THUR-
AU y OsTERwWALDER también comprobaron la resistencia, al alcohol de
los gérmches del torcido que estudiaron. Con respecto al SO2, Bacte-
rium recliforme se mostro mucho mas sensible que Bacterium acido-
vorax, el que también sufre algo por su influencia.

En cuanto a la acidez, expresada por la concentracion de iones H,
Bacterium rectiforme fué mas sensible que Bacterium acidovorar, al
maximo ensayado (pH 3.5).

Muchos autores que investigaron las causas del torcido (GrLENARD,
Gavon, Maze vy Pacorrer, Lasorpe, MirLLer-THURGAU y OSTERWAL-
peRr) senalaron el efecto de la acidez, pero sin referimse a su expre-
sion actual: el pH. Vexrre (19206-1931) que estudio el asunto con
este altimo criterio, comprob6 que un pH 3.4 es éptimo para el des-
arrollo del torcido en vinos de Montpellier, mientras que los vinos nor-
males tienen valores pH alrededor de 3.

¢) Los MICROCOCOS MALOLACTICOS

De las dos especies de micrococos aislados; Micrococcus multivoraz,
que se considerd especie nueva tiene caracteristicas que son analogas fa
los otros gérmenes de este grupo, conocidos, ya mencionados ante-
riormente.

LLos micrococos malolacticos se caracierizan, como su nombre lo in-
dica, por la enérgica fermentacion del acido malico, con formacion de
acido lactico y carbénico, pero sin formar acidos volatiles, es decir,
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dan fermentacion lactica pura. Ademéas son capaces de fermentar di-
versos azucares, variable seglin la especie, formando acido lactico en
abundancia, por el cual se deben considerar en el grupo df* los tipi-
cos microbios lacticos.

Micrococcus malolacticus SerFert, hace excepcion, sin embargo,
pues no es capaz de dar acido lactico a expensas de la glucosa. Da,
en cambio, acidos volatiles. lo que no ocurre con los otros gérmenes
del grupo.

Los otros acidos organicos de los vinos, como el tartarico, citrico,
succinico, no son atacados por los micrococos, pero son capaces de ata-
car algunos glucosidos; como la amigdalina o alfametilglucosido. No
atacan -glicerina, o manita.

Las caracteristicas morfologicas y fisiologicas son analogas en los
micrococos malolacticos.

Forman cocos desiguales de tamajio variable con la especie, que se
unen de a dos generalmente, y luego en ftriadas o tetradas y aGn en

cadenitas cortas siendo capaces de aglutinarse. Tienen temperatura 6p-
tima variable entre 25° y 300 C. Sobre agar dan colonias pequenas
redondeadas y lisas.

De las especies aisladas en vinos argentinos, Micrococcus variococcus
tiene caracteristicas iguales a la especie descripta por MirLERr-
Trurcav y OsterwALDER: La tmica diferencia consiste en que las ce-
pas argentinas no fermentan galactosa, mientras que las otras si.

En cuanto a las cepas de Micrococcus multivoraz, 1a fermentacion de la
mayoria de los azicares, autoriza‘ a considerarla especie nueva.

Como en el caso de los bacterios maniticos, no es posible diferenciar
las diversas especies de micrococos por el didmietro de los elementos’
porque es muy semejante, oscilando en la mayoria de ellos alrededor
de un micrén. Micrococcus acidovorax es la especie que forma cdcos
mas pequefios (0.9-0.7 u), pero Micrococcus variococcus y Micro-
coccus acidovorar forman al lado de los cocos de gran diametro
(1,5 w), también cocos chicos de 0,7 u.

La fermentacion de azticares permite la separacion de las diversas les-
pecies. Todas fermentan glucosa y la mayoria levulosa ; solo Micrococcus
malolacticus no ataca este ultimo aztcar.

De las especies restantes, Micrococcus variococcus no fermenta lacto-
sa, en cambio la atacan Micrococcus acidovorax y Micrococcus multivorax
especies que a su vez se distinguen porque la primera fermenta amig-
dalina, que no es descompuesta por la segunda.

Los antisépticos como el alcohol. acidez y SO», actian con intensi-
dad sobre la actividad fermentativa de los micrococos malolacticos.

MiiLLer-TuurGau vy OSTERWALDER encontraron como valor limite
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para el desarrollo de Micrococcus acidovorar 11-12 0y de alcohol ini-
cial en volumen y ro-11 04 para Micrococcus variococcus. Las cepas
argentinas de esta ultima especie no desarrollaron con 11,85 04 de
alcohol inicial, siendo sensibles a 8,53 04. Andlogo comportamiento
se observd con Micrococcus mullivorax.

La acidez elevada también miolesta el desarrollo ‘de los micrococos,
como lo demostraron aquellos autores con las especies que estudiaron,
y SerrerT con Micrococcus mialolacticus; en ambos casos, la acidez
se refierc a la titulacion. Las cepas argentinas investigadas en su com-
portamiento con respecto al pH del medio. demostraron ser sensibles
a un pH 3,5.°

in lo que respecta al SO-2, las dos especies de micrococos encontra-
das en nuestros vinos, resistieron bien las dosis maximas ensayadas,
demostrando ser poco sensibles.

VIII. RESUMEN DE LAS CARACTERISTICAS DE LOS BACTERIOS
AISLADOS
Y
CLAVE PARA DETERMINAR LOS BACTERIOS DE LOS VINOS

En el cuadro n® 32 se han resumido las caracteristicas morfologicas
y de cultivo, y los resultados del estudio de la fisiologia, de las diversas
especies de bacterios aislados en los vinos argentinos.

En el cuadro n© 33 puede observarse la energia fermentativa com-
parada, de las diversas especies, con respecto a las variadas substancias
investigadas, y en el cuadro n°® 34, la diversa intensidad con que se
originan los productos de fermentacion.

En los graficos nimeros g, 10 y 11, pueden compararse las diver-
sas especies, en su comportamiento en presencia de diversa acidez
(pH), alcohol y SO2, respectivamente.

Finalmente, se ha confeccionado una clave para la clasificacién de
los bacterios de los mostos o vinos, habiéndose utilizado, para ello, los
caracteres morfologicos y de fermentacion. En lo posible, se ha adap-
tado'la clave de MirLer-Tuurcav y OsTERwALDER (1917), amplidn-
dola en forma de incluir las especies argentinas.
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Influencia del pH sobre la actividad fermentativa de los bacterios estudiados
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GrArico N.° 10

Influencia del alcohol sobre la actividad fermentativa de los bacterios estudiados
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CLAVE PARA DETERMINAR LOS BACTERIOS DEL VINO

I. Cocos, prerococos o TeETRADAS, (Fermentan el 4cido mélico. con produccién de
acido lactico. No atacan 4cido citrico ni tartirico).
1. No fermentan levulosa, 1 micrén de didmetro; fermenta glucosa con for-
macién de 4cidos volitiles, pero no 4cido lictico.
Micrococcus MALOLAcTIcUS Seifert
‘ 5. Fermentan levulosa, (Fermentan glucosa sin formar 4cidos volatiles, lo mis-
mo que la levulosa).
a. Fermentan lactosa,
b. No fermenta amigdalina. 0.5-0.7 micr. didmetro. ;4
Micrococcus acmovorax Miiller-Thurgau y Osterwalder
bh. Fermenta amigdaling. 0.8-1.5 micr. diimetro.
MicrROGOGCUS  MULTIVORAX  N.  spec.
aa. No fermentan lactosa, 0.7-1,5 micr. didmetro. Ataca amigdalina.
Micrococcus variococcrs Miller-Thurgau y Osterwalder
II. BASTONCITOS Y FORMAS FILAMENTQSAS.,
1. No fermentan deido tartirico.
a, No fermentan manita. (Atacan levulosa dando manita).
b. Fermentan energicamente wilosa.

c. No fermentan arabinosa. (Atacan lactosa, pero no amigdalina o dcido
citrico).
No fermenla dcido mdlico, 0,8-0,9 micr. grueso.
Bacrerion Gavost Miiller-Thurgau y Osterwalder
dd. Fermenta dcido mdlico con produccién de écido lictico y car-
bénico. 0,7-1 2 micr. grueso.
Bacrerron ivrerveptom Miiller-Thurgau y Osterwalder
cc. Fermentan enérgicamente arabinosa. (Atacan el dcido malico, for-
mando 4cido lactico).
0. Fermenta amigdalina. 0,7-1,3 micr. grueso. Descompone algo el 4ci-
do citrico, formando 4cido acélico y carbénico. No ataca lactosa.
Bacrrrion maxzrroroevy Miiller-Thurgau y Osterwalder
00. No fermentan amigdalina,
x. Fermenta lactosa y li'cid'o citrico. 0,7-1 micr. grueso; del 4ci-
do citrico forma 4cido lactico y algo de acidez volatil.
BACTERIUM COCCIFORME n. Spec.
xx. No fermenta lactosa ni deido cilrico. 0,7-0.9 micr. grueso.
Bacrermn Minner-Trureavr n. spec.
bb. No fermenta wilosa. Ataca enérgicamente el 4cido mélico formando
4cidos lactico, carbénico y poco acético. Fermenta energicamente dci-
do citrico con formacién de écido acético, carbénico y poco lictico.
0.4-0,6. micr. grueso,
: Bacrerium eracice Miiller-Thurgau
aa. Fermenta manite, Fermenta écido malico con produccién de 4cido lic-
tico y tal vez a. voldtiles. Ataca, a veces, glicerina. O_Y[;—O.G micr. grueso.
BACTERIUM RECTIFORME M. spec.
o, Fermenlan energicamente el dcido taridrico, con produccion de &cidos vo-
latiles.
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a. 0,8-1 micr, grueso, No alaca manita. Fermenta energicamente el 4dcido
miélico; transforma mas o menos facilmente la glicerina en 4cido acé-
tico, propiénico y lactico. Fermenta levulosa dando manita,

Bacrerionm  TarraroprTHORUM Miiller-Thurgau y Osterwalder
aa. 0-4-0,7 micr, grueso. Ataca manita, Fermenta energicamente el é4cido
citrico produciendo acidos volatiles; descompone écido mélico con forma-
cién de 4cido lactico y 4cidos volatiles. Ataca debilmente la glicerina ori-
ginando vesligios de acidez volatil.
BACTERIUM ACIDOVORAX n. Kpec.

Obs. Pavart estudié un bastoncito muy vecino al Bactertum tartarophthorum, si
no es la misma especie, al que De’ Rossi llam6 Bacterium Pavarii. Es de 1 micrén
grueso, ataca inlensamente crémor tirtaro; fermenta energicamente la glucosa con
formacion de 4cido léctico, pero no gases. Temperatura 6ptima: 18°-25° C.

I\ JUICIO DE VINOS CON ALTERACIONES BACTERIANAS

a) La caTacron

Uno de los principales problemis que se presenta al analista, en
presencia de un vino enfermo, es el referente al tipo de enfermedad.

En los tratados clasicos se mencionan procedimientos de diagnosti-
co basados en la observacion de los caracteres organolépticos, pues era
opinion generalizada que éstos eran suficientes. Se escribe como
consecuencia, que los vinos torcidos se reconocen facilmente, porque
con la agitacion se forman ondas por levantarse en el liquido los sedi-
mentos depositados durante el reposo. Como anteriormente hemos vis-
to, no es posible caracterizar una alteracion por ese detalle; en la
fermentacion manitica igualmente se origina un depdsito que al agi-
tarlo forma nubes u ondas, siendo esa una caracteristica casi general del
desarrollo bacteriano, pues una vez agotadas las substancias fermentes-
cibles la masa bacteriana deposita quedando el liquido aclarado.

Analoga consideracion cabe para el desarrollo de CO2, que se cita
como caracteristico de la faz del torcido llamada «pousse», siendo que
en casi todas las alteraciones se produce y en algunas como en la fer-
mentacion manitica con mucha intensidad.

También se cita como caracteristica perceptible a la catacion, el gus-
to agridulce de los vinos maniticos. Esto que se presenta cuando exis-
te manita en el liquido, puede no ocurrir en aquellos casos en que el
vino sufre, simultaneamente o sucesivamente, otras fermentaciones
causadas por bacterios que atacan la manita, como he demostrado, y
entonces el liquido no se presenta agridualce. :

La catacién, por consiguiente, no es un é¢lemento absoluto en el
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juicio de la sanidad de un vino, pues generalmente los datos que pro-
porcionan son generales, permitiendo conocer si hay o no ‘alteracion,
por la acidez volatil elevada, el gusto malo, decoloracion, precipita-
ciones, etc. Sin embargo, constituye una orientacion, especialmente en
aquellas  regiones donde se conocen aproximadamente los tipos co-
rrientes de enfermedades.

El gran valor que se atribuyé a la catacion, se debe al concepto que
se habia generalizado después de los estadios de Pasteur, de que en
los vinos habia alteraciones definidas: el torcido, el amargo, etc., con
caracteristicas bien demarcadas.

Actualmente se sabe que microorganismos con diferente metabolis-
mo y causantes de transformaciones diversas, pueden desarrollarse en
un mismo vino, por lo cual es mis propio manifestar que hay vinos
alterados y no alteraciones de los vinos. Como ejemplo cito el caso
de los vinos de Catamarca (vinos m® 1 y n° 2) estudiados, de los
cuales se aislaron, el mismo germen manitico, el mismo coco malolac-
tico y el Bacterium rectiforme.

Esta observacion debe correlacionarse conlade los demas vinos, en
los cuales hay presencia simultanea de varios tipos de gérmenes, como
ser: bacterios maniticos con cocos malolacticos, o bien bacterios del .
torcido con cocos malolacticos, 0 atin dos especies de bacterios maniticos
con cocos malolacticos, como es el caso del vino en el cual se aislo
Bact. Miiller-Thurgaui y Bact. cocciforme (vino n° 5).

stas observaciones indican que no hay accion especifica definida de
los bacterios que producen las enfermedades de los vinos, y que si bien
éstas pueden diferenciarse en grandes grupos, también pueden pre-
sentarse grados intermedios o alteraciones complejas, que son la con-
secuencia del desarrollo simultineo o sucesivo de varios gérmenes.

Los vinos de Catamarca, ya mencionados, constituyen un buen ejem-
plo. Al hacerse el aislamiento el vino presentaba manita en abundan-
cia; después de varios meses pudo observarse que esa substancia habia
desaparecido; ésto indica que la manita producida por el Bacterium
intermedium, microbio manitico aislado, fué posteriormente destrui-
da por el Bacterium rectiforme, germen éste que es capaz de fermen-
tar esa substancia.

El vino de Jujuy, a que me referi al comienzo (cap. I) es otro ejem-
plo tipico. El aislamiento bacteriano permitio obtener dos gérmenes:
uno productor de manita, y otro destructor de acidos, con todas las
caracteristicas del Bacterium acidovorax de los vinos torcidos. El vino
habia fermentado sin acido tartirico, pero no presentaba manita.

s de suponer que por el desarrollo de Bacterium acidovorax, fué
atacado el dcido tartarico, e igualmente la manita que pudiera haber-
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se formado, dado que este microbio también posee la caracteristica de
fermentar esa substancia.

Por otra parte, es evidente que la existencia simultinea de gérmenes
activos, que tienen diferente metabolismo o exigencias nutritivas, de-
be producir alteraciones complejas, sea que su actividad fermentativa
se produzca al mismo tiempo, o bien sucesivamente aprovechando un
microbio, las condiciones favorables que pudiera crearle el otro.

De lo expuesto se deduce que no es sino con mucha reserva que de-
be hablarse de alteraciones definidas en los vinos.

b) Er anaLisis quimico

Si la catacién por si sola no sirve para diagnosticar la alteracion del
un vino, el analisis quimico puede ser una ayuda eficaz, que se com-
pleta luego con la observacion microscopica.

El andlisis quimico de los vinos alterados no debe limitarse a las
investigaciones sumarias que corrientemente se efectian en la practi-
ca industrial.

Las cifras globales de la acidez, a veces son insuficientes para in-
terpretar una enfermedad. Considerando, por ejemplo, el caso de los
vinos torcidos en que por el ataque del dcido tartarico, la acidez fija
disminuye, como hay formacion de &cido lictico, a expensas de la
glicerina, también atacada, acido que se incluye corrientemente en la
acidez fija, este dato puede ser insuficiente para diagnosticar la alte-
racion.
~ Lo conveniente en este caso es la determinacion del 4cido tartarico,
para saber en qué proporcion ha desaparecido; es claro que en nues-
iros vinos a veces no es posible orientarse, debido a que la tartrica-
ci6n es una practica industrial generalizada; sin embargo, en los vid
nos muy atacados todo el acido tartirico desaparece. En el caso su-
puesto corresponderia entonces investigar la glicerina para saber si ha
sido atacada; ademas, la caracterizacion de los acidos volatiles puede
indicar esta enfermedad, debido a que se forma 4cido propionico.

El dato global de la acidez volatil igualmente tiene escaso valor
diagnostico, porque en todas las alteraciones de los vinos s3 forma;
pero, si se investigan los principales acidos volatiles presentes, pueden
indicar el tipo de enfermedad. Caracterizandose el acido propionico,
como se dijo, hay casi seguridad de haberse desarrollado Tos bacterios
del torcido que lo producen a expensas de la glicerina.

La determinacion del extracto seco libre de azicares sirve a veces
para conocer el tipo de gérmenes desarrollados. Un extracto elevado
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en relacion al extracto mormal del mismbx vino. unido a la presencia
de manita, es indicio seguro de este tipo de fermentacion. Un ex-
tracto bajo, por el contrario, indica desarrollo de bacterios del torci-
do, produciéndose por ataque del crémor tartaro, glicerina y tal vez
otras substancias.

Pero, pueden presentarse casos de desarrollo simultaneo de estos dos
tipos de alteraciones, que son los de mayor importancia en nuestno
pais.

El ejemplo del vino de Jujuy, que anteriormente mencioné, es ilus-
trativo; dicho vino no contenia acido tartarico como tampoco manita,
pero la investigacion bacteriologica demostré la presencia de gérmenes
maniticos y del torcido; estos ultimos habrian destruido la manita
que producen los primeros. '

En casos como el mencionado, el anilisis quimico por si solo es in-
suficiente para diagnosticar los tipos de desconiposicion producidas;
es imprescindible, entonces, el analisis bacteriologico a que mas ade-
lante me referiré. : "

Antes de concluir estas consideraciones sobre el analisis quimico de
los vinos enfermos, debo lamar la atencion sobre la gran importan-
cia que presenta la determinacion del acido lactico.

Como anteriormente hemos visto, este acido es un constituyente
normal del vino, proveniendo de la fermentaciéon malolactica; sus
proporciones dependen de la intensidad de este proceso, condicionado
por las modalidades vinicolas de las zonas de elaboracion (madurez
y composicion de las uvas, temperatura, etc.) (*). :

El 4acido lactico se forma también, como oportunamente vimos, por
el ataque de substancias fermentescibles por los bacterios de las enfer-
medades (principalmente de los azicares, por los gérmenes maniticos,
de la glicerina, por los del torcido, eftc.). Las cantidades de acido lic-
tico en vinos enfermos son, por consiguiente, mayores que en vinos sa-
nos y en proporcion al grado de ataque por los bacterios.

Puede interpretarse, entonces, las condiciones de sanidad de un vi-
no, por la comparacion de las cifras de la acidez volatil y del acido
lactico. \

Estas consideraciones fueron aplicadas con éxito en vinos suizos por
Baraciora y Gober (2), y por MirLeER-THURGAU Yy OSTERWALDER.

(1) Mayores datos sobre el contenido de 4cido lictico en los vinos mormales y so-
bre la determinacién del acido lactico en los vinos se encuentran en mi trabajo: Al-
teraciones bacterianas de los vinos, etc., ya citado. 1

(2) Baracrora, W. J. und Gooer Ch., 1912 Die Wertung der Milchsiure bei
der Weinbeurteilung. Mitt. a. d. Geb .d. Lebensmitteluntersuchung u. Hygiene.
Berna, 3, pags. 235-66. ;



ALTERACIONES BACTERIANAS DE VINOS 299

Los primeros. distinguen vinos con poco acido lactico. menos de 2
por mil y vinos con mucho acido lactico, formado, sea por la fermenta-
cién malolactica o bien por los bacterios de las enfermedades con
producciéon simulténea de 4cidos volatiles.

Miirrer-THURGAU ¥y OsTERWALDER establecen una clasificacion de .

los vinos por su contenido en acido lactico y acidez volatil, la que apli-
caron con, buenos resultados en vinos italianos, Mensio y Garino-Ca-
NINA (1Q14).

Aquellos autores distinguen.:

1) Vinos con poco dcido ldctico y poca acidez voldtil

Es el caso de los vinos sanos, recientemente elaborados, bien prepa-
rados; MirLEr-Trurcav y OsteErwaLpEr dan como ejemplo un vi-
no con' 7,7 o/oo de acidez total en dcido malico, 0,60 o/oo de acidez
volatil en acido acético, y 1,18 0/0o de acido lactico; se observan mi-
Crococos, pero en pequeiio nimero.

Mensio y Garino-CaniNa dan como cifras en este grupo, menos de
1 o/oo de acidez volatil y de 2 o/oo de acido lactico.

2) Vinos con mucho deido ldctico y poca acidez voldtil

Corresponde a vinos que han sufrido una intensa fermentacion ma-
lolactica. Los autores suizos dan como ejemplo un vino con 3,34 o/oo
de acidez total en acido mélico, 0,62 o/oo de acidez volatil en acido
acético y 2,72 o/oo de écido lactico. La observacion microscopica de-
nol6 abundancia de micrococos (Micrococcus variococcus, Micrococeus
acidovorax, Micrococcus malolacticus) y Bacterium gracile.

El acido lactico puede provenir también del ataque de azticares por
Micrococcus acidovorax y Micrococcus variococcus, pero no por Bac-
terium gracile o Micrococcus malolacticus, que producen de ellos aci-
dos volatiles.

Los autores-italianos encontraron vinos que se incluyen en esta cla-
sificacion, conteniendo mas de 2 o/oo de acido lactico y menos de 1,5
por mil de acidez volatil., La cantidad de acido lactico variaba con el
tipo de vino; en vinos de alta graduaciéon alcohdlica como el Barolo,
Barbera, Barbaresco, oscilaba alrededor de dos gramos por litro, en
vinos de baja graduacion como el Gattinara, Cessona, efc., y aun los
vinos tintos comunes de mesa, alcanzaba 3-3.5 o/0o0.

En estos vinos, Mexsio y GarmNo-Caniva encontraron gérmenes del
tipo Bacterium gracile, pero mas resistentes al alcohol, y raramente

FAC. AGRON. — YVIII, I 10
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micrococos. Atribuyen la formacion del acido lactico a la desintegra-
cién del acido malico, que disminuyendo la aspereza del vino, los hace
méas morbidos y bebibles, observando que cuando aquella es muy avan-
zada el vino se vuelve insipido y amarillento, lo que se designa por vi-
no muy maduro.

3) Vinos con poco dcido ldctico y mucha acidez voldtil

Corresponde a los vinos precozmente acetificados, antes de la fer-
mentacion malolactica, dependiendo la cantidad de &cidos volatiles,
del grado de ataque por los organismos causantes de la misma, que la
observacién microscopica permite conocer (micodermas, bacterios acé-
ticos).

En presencia de cantidades superiores a 1 0/oo de acido lactico, puede
suponerse que ademas de los gérmenes acetificantes pueden haber-
se desarrollado bacterios de las enfermedades, origing'mdose el acido
lactico por ataque de los azicares y de los acidos del vino.

Con respecto a esta observacion, Mexsto y GariNo-CANINA mani-
fiestan la importancia que tienen posteriores investigaciones de Mii-
LLER-THURGAU y OSTERWALDER, quienes comprobaron que los bacte-
rios acéticos forman acido lactico.

Los autores italianos dicen no haber encontrado vinos que pudie-
ran incluirse en esta clasificacién, por no existir en la zona vinicola
experimentada, vinos acetificados.

4) Vinos con mucho dcido ldctico y mucha acidez voldtil

Es el caso de los vinos con alteraciones bacterianas, como la picadu-
ra lactica que observaron los autores suizos, correspondiente al desa-
rrollo de Bacterium Glayoni y Bacterium maninitopoeum, y excepcio-
nalmente Bacterium gracile.

La cantidad de 4cidos volatiles (2-3 0/00) no alcanza regularmente
las proporciones del 4cido lactico, cuyo contenido varfa segin el gra-
do de evolucion de la enfermedad.

En los vinos italianos, Mexsio y Garino-Cainga consideran para es-
ta clasificacion, los vinos enfermos, no solamente los maniticos, sino
también los torcidos en que igualmente hay formacion de acido lac-
tico. Como cifras de acidez volatil dan 2-3 o/oo y de acido lactico 4-5
por mil. A

Mexsio v Garino-CANINA concluyen que la determinacion del acido
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lactico no debe faltar, para juzgar la genuinidad de un vino, por su
influencia sobre el extracto.

En presencia de acidez fija normal y acidez volatil normal, el dci-
do lactico prov"iene de la fermentacion malolactica, pero si-la acidez
fija se encuentra aumentada, su origen es el ataque de aziicares por
esos mismos gérmenes o por los causantes de las enfermedades, ha-
biendo entonces aumento de acidez volatil. La observacién microsco-
pica y los caracteres organolépticos dan entonces indicaciones ttiles.

Una observacion interesante que hacen Mexsio v GAriNo-CANINA, es
la referente a las aplicaciones de reglas como las de Gauvrier,
Avpuex, Brarez y Roos, ete.. para juzgar la genuinidad de los vinos.
En estas reglas se considera la acidez fija del vino después de la fer-
mentacion alcohélica; si después de éstase produjo la fermentacion
malolactica, la acidez fija disminuyo, por la descomposicion del aci-
do malico. En este caso. la aplicacion de las reglas se hace mal, soste-
niendo que se debe agregar a la acidez fija del vino la acidez malica
correspondiente al 4cido lactico presente, de acuerdo a la ecuacion
de la fermentacion malolactica.

Es necesario, por consiguiente, establecer previamente el origen del
acido lactico del vino, porque si éste proviene dela fermentacion de
aziicares o substancias del extracto. la aplicacion de la regla puede
hacerse directamente sobre la acidez fija del vino.

De Astis (1924, pag. 359). manifiesta, sin embargo, haber apli-
cado la correccion de la acidez en esta clase de calculos sin obtener
resultados favorables en la generalidad de los casos, y lo atribuye a
pérdida de acidos orgénicos, que losbacterios malolacticos destruirfan
directamente.

En lo que respecta a la aplicacion: de los conceptos mencionados,
sobre 4cido lactico y acidez volatil de los vinos argentinos, es del ca-
so referirse nuevamente a la falta de un estudio sobre el contenido en
acido lactico en los vinos normales, tnica base sobre la cual es posible
aplicar las clasificaciones citadas.

La importancia del conocimiento del #cido lictico en nuestros vinos
es evidente, considerando que no se usa para corregir la acidez como
otros acidos (tartarico, por ejemplo), y que de su contenido, compa-
rado con la acidez volatil, podrian conocerse las condiciones de su ela-
boracién y su grado de salud. Es éste, por consiguiente, un estudio
que urge efectuar.

Como tltinla consideracion respecto al anélisis quimico de los vinos
alterados, creo conveniente repetir las observaciones de Ventre sobrle
sobre la acidez real de los vinos. Este autor, en Montpellier, observo
que los vinos normales tienen pH 2.9 a 3.2 mientras que los vinos
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torcidos, por la desaparicion de] 4cido tartirico, tienen valores pH.
mas elevados, hasta 3,8. La determinaciéon del pH, serviria, entonces,
de guia en el juicio de los vinos enfermos.

Para ésto, lo mismo que para el acido lactico, hace falta conocer el
pH de los vinos normales, y de las variadas regiones, asunto que tam-
poco ha sido investigado en el pais (7).

(‘) LA OBSERVACION MICROSCOPICA Y EL ANALISIS BACTERIOLOGICO

La observacion microscopica es indudablemente lo primero que se
efectia en presencia de un vino sospechoso de alteracion. Pero, ana-
logamente a la catacion, la observacion microscopica aislada suministra
datos muy generales, y es insuficiente para diagnosticar una enfermedad.

La combinacién de la catacion y la observacién microscopica, per-
miten definir un estado de enfermedad, pero no caracterizar el tipo;
es necesario el analisis quimico, y, como ya hemos visto, a veces con-
viene dosar determinados constituyentes del vino con especialidad.

Cuando se trata de diferenciar bastoncitos de cocos, es muy facil
hacerlo por simple observacion. Sin embargo, en ciertos vinos resulta
dificil a veces diferenciar bacterios maniticos, que forman bastoncitos
cortos unidos de a dos, de los micrococos, que también se presentan
en esta forma; es el caso de Bacterium cocciforme que como su
nombre lo indica, presenta formas redondeadas, siendo completamen-
te dificil su diferenciacion de los cocos, por simple observacion.

Los mismos micrococos se presentan a veces en los vinos, en condi-
ciones tales, que es dificil distinguirlos.

En el caso de bastoncitos, es atin mas dificil diferenciar las diversas
especies enfre si. Si es posible con mucha practica distinguir los finos
bastoncitos del torcido, de los gruesos bacterios maniticos, es imposi-

(1) El estudio del pH de los vinos normales, seria doblemente ulil, pues serviria,

ademds, para comprobar la adicion de dcidos minerales que aumentan la concentra-
ciéon de iones H del vino. -
- El estudio en este ultimo caso, que es obvio, debe efectuarse sobre vinos de au-
téntica e indudable procedencia, podria hacerse, como indica Moraxi, por la com-
paracién de las curvas de titulacion potenciomsétrica de vinos normales y los vinos
problemas. (V. Morant, Investigacidn potenciomélrica de la adicidon de dcidos mine-
rales a los vinos Ann. Chim. Applic.. 1930).

La investigacién del pH también interesa, para establecer las condiciones de con-
servacion de los vinos, en la medida en que influye, porque segin algunos autores,
conslituyentes orgnicos del vino, de nucleo fendlico, pero de baja concentracién de
iones Hidrégeno, también tendrian importancia. (Semrcrox y Frawzy, Ana. Fals.
. Fraud., 1930. 23:5-19).
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ble, por més experiencia que se tenga, la diferenciacién de las diversas
especies de estos ultimos por la simple observacion microscopica; to-
dos son bastoncitos gruesos, cortos, de bordes rectos, unidosa veces en
cadenas, o filamentos no tabicados.

Por otra parte, en los vinos se presentan a veces varias especies bac-
ferianas son simultaneidad, lo que hace mas engorroso el problema.

De lo expuesto se deduce que para conocer con certeza la altera-
cién de un vino, es necesario la catacion, el analisis quimico completo
y el aislamiento y caracterizacion rapida de los gérmenes presentes.

En base a las caracteristicas de los bacterios estudiados, considero
conveniente usar la siguiente marcha de analisis bacteriologico rapido
de los vinos:

a) Observacion microscopica del vino, que permita conocer morfolo-
gicamente la flora bacteriana presente;

b) Siembra en mosto de cereales en anaerobiosis, con tapén de va-
selina-parafina; :

¢) Desarrollo de colonias sobre placas de agar de mosto de malta,
sembrando directamente del vino y del cultivo previo de enriqueci-
miento ;

d) Picado de las colonias y desarrollo en mosto de cereales sim
CaCO; en anaerobiosis, con tapén de vaselina-parafina, prefiriendo,
cuando son iguales, los que provienen del vino.

Una vez obtenido el desarrollo se puede saber aproximadamente los
gérmenes que existen.

Si habia bacterios acéticos, por la anaerobiosis del cultivo no habrian
desarrollado, eliminandose.

Si en uno de los cultivos aparece un germen movil, se trata con to-
da seguridad de una infeccién, o del desarrollo de esporos presentes
en el vino. Los bacterios de las enfermedades del vino son inmoviles y
no esporulados. {

Los bacterios maniticos se diferencian netamente de los demas por
la formacion de gases. Por esto, los tubos con mosto de cereales sin
CaCO; aparecerdn. por su presencia, con el tapén levantado. La com-
probacion se obtiene por la observacion de las colonias, y por el des-
arrollo en agua de levadura levulosada, donde forman manita a las
2/-48 horas.

Esta misma prueba conviene hacerla en caso de que no haya for-
macion de gases.

Los demis gérmenes se separan por observacién directa y por las
colonias.

Los micrococos se reconocen enseguida, morfologicamente ; ademas.
forman colonjas muy pequeifias, redondeadas, lisas.
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Bacterium acidovorax y Bacterium rectiforme se reconocen facil-
mente, por la observacion de un cultivo de agua de levadura levulosa-
da y glucosada. Mientras el primero forma cadenitas de articulos cor-
tos, a veces en namero elevado, hasta 50-60, el segundo da bastoncitos
rectos muy alargados, que no se unen en mayor nimero que tres o cua-
tro. La observacion de las colonias ayuda también al reconocimien-
to de esos dos gérmenes.

Este método rapido de investigacion bacteriologica de los vinos en-
fermos, permite conocer en pocos dias, con bastante aproximacion, la
flora bacteriana de los mismos. Para la determinacion exacta de los
gérmenes debe seguirse el método general empleado para su caracte-
rizacion.

X. CONCLUSIONES :

A. Considerando el proceso fermentativo de los microbios estudiados,
y el establecido por los investigadores que se ocuparon de las altera-
ciones bacterianas de los vinos, pueden sacarse las siguientes conclu-
siones :

1. Los bacterios maniticos estudiados son' los causantes' de las alte-
raciones lactomaniticas de los vinos argentinos, pudiéndo éstas des-
sarrollarse en los mostos en fermentacién, o en los vinos ya hechos, si
la presencia de alimentos hidrocarbonados, azicares especialmente, y
demas condiciones fisiologicas se lo permiten.

2. El hecho de que haya especies de bacterios maniticos con tempe-
ratura 6ptima de 250 a 300 C., mas bien baja, y de que se encuentren esos
gérmenes en completa actividad en vinos elaborados en zonas de cli-
ma no muy célido, autoriza a manifestar que la alteracion lactomaniti-
ca no es exclusiva de las regiones calidas, a pesar de presentarse espie-
cialmente en ellas.

3. Los micrococos aislados son los causantes de la desintegracion
del 4cido mélico que pueda ocurrir en nuestros mostos, en aquellas zo-
nas vinicolas cuya cosecha sea suficientemente rica en dicho acido, co-
mo para permitirla.

4. El Bacterium rectiforme por su propiedad de fermentar el aci-
do mélico, con produccion de acido lactico, puede considerarse como
uno de los agentes de la fermentacion malolactica, si bien a veces es
capaz de originar &cidos volatiles a expensas del mismo.

Las especies de bacterios maniticos que atacan el acido malico, de-
ben también considerarse como participantes de la desintegracion de
la acidez, especialmente porque producen la fermentacion de ese aci-
do originando 4cido lactico, pero no dcidos volatiles.
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5. De acuerdo al proceso bioquimico de la enfermedad del torcido
estudiado experimentalmente por MiiLLErR-THURGAU y OSTERWALDER
y las observaciones e investigaciones de otros investigadores, compara-
das con los presentes resultados, debe considerarse el Bacterium waci-
vorax estudiado, como el microbio tipico que origina el torcido de
nuestros vinos. :

Su actividad principal es la destruccion enérgica de los acidos tar-
tarico, citrico y malico, con produccion activa de Acidos volatles, for-
méndose, ademas, acido lactico a expensas del dcido mélico; y la par-
cial descomposicion de la glicerina con formacion de acidez fija y
algo de acidez volatil.

6. El Bacterium rectiforme, microbio que tiene algunas caracteris-
ticas semejantes con el Bacterium acidovoraz. como ser el ataque de la
glicerina y de la manita, y la fermentacién del dcido maélico, debe
considerarse un bacterio del torcido, especialmente por su capacidad de
fermentar glicerina.

7. Las investigaciones efectuadas concuerdan, por lo tanto, con el
proceso del torcido que establecieron MiiLLer-THURGAU y OsTERWAL-
DER, quienes demostraron que el mismo consiste en la destruccion del
cido tartarico con formacion de 4cido acético y carbonico y en el
ataque de la glicerina con produccion de 4cido acético, propidnico y
lactico, estableciendo que este wltimo proceso era general en los vinos
torcidos que estudiaron, mientras que el ataque del acido tartirico a -
veces faltaba. ;

En la especie Bacterinm tartarophthorum que ellos describen, hay
formas que atacan ¢l acido tartirico y la glicerina, y otras que s6lo
atacan esta Gltima.

En la enfermedad del torcidol, el ataque de la glicerina serfa, por
lo tanto, una de las caracteristicas generales y més importantes, lo
que autoriza a considerar el Bacterium rectiforme estudiado, como
participante de esa alteracion.

En todos los vinos estudiados, sin embargo, habfa destruccion (del
acido fartarico, y todas las cepas de Bacterium acidovorax investigadas,
atacaron intensamente el acido tartarico en cultivos artificiales.

8. La presencia casi general de micrococos malolacticos en todos los
vinos enfermos estudiados, puede correlacionarse con las investigacio-
nes de MiLLer-THurGau y OSTERWALDER, quienes demostraron ex-
perimentalmente la intervencion que esos gérmenes pueden tener a
veces en el torcido, pudiendo sugerirse, que en determinadas condicio-
nes esos micrococos contribuyan conjuntamente con el Baclerium rec-,
tiforme, al progreso de la enfermedad del torcido que causa Bacterium
acidovorax. i
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9. Habiéndose encontrado le torcido en vinos hechos, ya fermenta-
dos, y considerando que los éacidos tartarico, malico y citrico, son
atacados por Baclerium acidovorar con mucha lentitud, puede supo-
mnerse que esa alteracion es propia de los vinos hechos, y que si co-
mienza en el mosto, ocurre al final de la fermentacion, por ataque
lento de las substancias del extracto- especialmiente del acido tartaricoy
y la glicerina, llegando a su méaximo desarrollo cuando el vino se en-
cuentra en las vasijas de conservacién o ya en los centros de consumo.

No puede excluirse, sin embargo, la posibilidad de que los gérme-
nes del torcido se desarrollen intensamente durante la fermentacion
alcohdlica, sobre todo si se considera que son activos fermentadores
de azticares, los mas enérgicos de todos los bacterios estudiados.

10. La facultad de fermentar manita por los bacterios de los vinos,
que fuera considerada por Lasorpe, como posible en los biacterios
maniticos, pero no demostrada, y que, antes bien, fuera desvirtuada
por DuBourg, posteriormente, con respecto a Bacferium Gayoni, que-
da establecida en estas investigaciones.

Bacterium acidovorax y Bacterium recliforme, en efecto, son capaces
de atacar facilmente esas substancias sin producir 4cidos volatiles, por
lo que su desarrollo en vinos maniticos ocasiona la desaparicion de la
misma. contribuyendo a aumentar la descomposicion por los produc-
tos que origina, entre los que se comprobo la existencia de acidos fijos.

11. Dado que no esti bien establecido en qué consiste el proceso
quimico de la enfermedad del torcido, si bien las investigaciones Mii-
LLER-THURGAU y OsTERWALDER, aclararon muchos puntos, es conve-
niente realizar el estudio de la fermentacion del édcido tartarico y la
glicerina, por bacterios del tipo fartarophthorum o acidovorar, con
métodos que permitan hacer el balance de las substancias destruidas,
y de los nuevos productos formados. Esto podria ventajosamente efec-
tuarse mediante el procedimiento que se sigue en el Laboratorio de Mi-
crobiologia de la Escuela Técnica de Delft (Holanda).

12. La coexistencia en un mismo vino de bacterios causantes de di-
ferentes alteraciones, como es el caso general encontrado, demuestra
una vez mas que las enfermedades de los vinos, 'si bien pueden reali-
zarse por especies bacterianas aisladas, casi siempre son el resultado
de la actividad de varios microbios que se desarrollan simultineamen-
te, o bien sucesivamente, aprovechando las condiciones favorables que
unos pueden crear a los otros.

Resulta asi que las alteraciones de los vinos son procesos bioquimi-
cos mas complejos de lo que comunmente se cree.

13. El método de aislamiento directo de los gérmenes de las enfer-
medades de los vinos, utilizado, que por primera vez se cita en la bac-
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teriologia vinica, permite el conocimiento completo y seguro de los
agentes de las alteraciones, y, como consecuencia, el conocimiento de;
los tipos de descomposiciones sufridas por los vinos.

Gracias a ese procedimiento es posible la caracterizacion inmediata
de los bacterios, evitindose que puedan considerarse los gérmenes que
accidentalmente invaden los cultivos de enriquecimiento, como los ver-
daderos causantes de las enfermedades, como probablemente ha ocu-
rrido con los gérmenes que dieron origen a las polémicas que se
encuentran descriptas en la bibliografia.

El método directo de aislamiento tiene, ademés, la ventaja de evi-
tar la reproduccion artificial de las alteraciones.

B. De los resultados obtenidos en la investigacién quimica y bac-
teriologica de los vinos estudiados, pueden hacerse, ademés, las con-
sideraciones que siguen, algunas de interés practico;

1/. Juicio de vinos enfermos.

La catacién y el analisis quimico aislado, son elementos insuficien-
tes para juzgar con acierto las alteraciones que ocurren en un vino en-
fermo.

La catacion, a la que en otro tiempo se atribuyé importancia fun-
damental en el juicio de vinos alterados, tiene importancia muy se-
cundaria, y en muchos casos el unico dato que puede proporcionar, es
el de si el vino esta o no enfermo, por la acidez volatil, elevada, el
gusto alterado, la materia colorante precipitada, etc.

El anélisis quimico, factor importantisimo para considerar la enferme-
dad de un vino, pierde su valor sino se ejecuta sobre los principales com-
ponentes del mismo, capaces de ser atacados por los microbios. Tie-
ne poco valor el andlisis sumario de un vino que sélo da a conocer el
contenido total en compuestos afines.

De lo expuesto se deduce que siempre es necesaria la observacion
microscopica escrupulosa, para juzgar el vino enfermo, siendo ésla,
por otra parte, insuficiente por si sola.

El conocimiento racional de un vino enfermo debe el resultado de
la catacién, del andlisis quimico completo, y de la observacion mi-
croscopica seguida de la caracterizacion, aunque sea grosera, de los
gérmenes presentes.

Las principales determinaciones quimicas que deben hacerse en los
vinos enfermos, ademés de las corrientes, como alcohol, acidez total,
acidez volatil, extracto, etc., son: acido lactico, Acido tartarico, glice-
rina y manita.

El acido lactico por ser un compuesto que lo originan todos los bac-
terios del vino. ;

El 4cido tartarico y la glicerina, para-apreciar por su disminucion si
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se trata de un vino torcido. La investigacion del dcido propionico, en-
tre los acidos volatiles, puede servir de corroboracién, pues se origina
a expensas de la glicerina.

La manita, dado que por si sola indica la existencia de la enferme-
dad que le da origen.

Como método de andlisis bacteriologico rapido de un vino enfermo,
puede seguirse el descripto, que permite diferenciar los micrococos, los
bacterios del torcido, y los bacterios maniticos de los vinos argenti-
nos, por medios de cultivo en mosto de cereales sin calcio en anaero-
biosis, con tapén de vaselina-parafina; y ligera caracterizacion por
desarrollo en agua de levadura levulosada, y formacion de colonias.

1. El Acido lactico en los vinos.

Dado que todos los bacterios estudiados, exceptuando Bacterium
Gayoni, fermentan el acido mélico con produccion de acido lactico, y
que, ademas, este acido es producido por los diversos gérmenes en la
fermentacion de otras substancias, como los aztcares, sobre todo con-
siderando que son fermentos lacticos, se deduce que el contenido en
acido lactico de un vino es un dato valioso para juzgar su salud,

Pero, para ello es necesario conocer la proporcién de ese acido en
vinos normales, dato que se desconoce con respecto a nuestros vinos,
por no existir estudios efectuados, por lo menos al tiempo de hacer
estas investigaciones. ]

Las determinaciones hechas a titulo informativo, en vinos sanos,
permiten considerar el contenido normal de nuestros vinos en acido
lactico, variando entre 1 y 2 o/oo, aproximadamente.

Como en vinos enfermos se constataron siempre cantidades superio-
res a ésas, que a veces llegaron a 5 0/00, se deduce lo importante que
es el conocimiento del contenido normal de nuestros vinos en 4cido
lactco, maxime considerando que esta substanciia no se usa corriente-
mente como correctivo de la acidez. Se podria conocer, entonces,
aproximadamente, el grado de salud de un vino por el contenido en
acido lactico y acidez volatil como es usual en algunos ppises de Eu-
ropa, desde hace muchos anos.

16. Como todas las especies bacterianas encontradas en vinos ar-
gentinos, atacan con intensidad el dcido mélico con produccion de
acido lactico, y si bien muchas de ellas ocasionan la llamada desinte-
gracion pura de la acidez, otras, en cambio, originan acidos volati-
les, es necesario tener en cuenta las convenientes condiciones de hi-
giene vinicola que debe reunir la practica del agregado de jugo de
uvas verdes para corregir la acidez, que se estd usando en Cuyo, a
fin de evitar su fracaso.

Teniendo en cuenta esta practica enologica y la presencia constante
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de bacterios malolacticos en casi todos los vinos observados, es conve-
niente estudiar el rol que incumbe a este tipo de gérmenes en nuestra
vinificacion.

Analoga observacion a las anteriores, debe hacerse a la prac-
tica de la acidificacion con acido citrico, en regiones que por su cli-
ma sea més fécil el desarrollo de bacterios, dado que algunas especies
descomponen intensamente ese acido, 01'iginando acidez volatil.

17. El comportamiento de las diversas especies bacterianas en me-
dios nutritivos arlificiales, frente a los diversos antisépticos como son
la acidez, el alcohol, el SO2, demuestra la necesidad de hacer estudics
en vinos y mostos y en las diversas condiciones de conveniencia indus-
trial, para establecer la proporciéon y la oportunidad del empleo de
los mismos, incluso el tanino, para prevenir o combatir las enferme-
dades de nuestros vinos.

RESUMEN

1) Se investigaron las alteraciones bacterianas presentes en vinos de
variadas regiones vinicolas de la Repiblica Argentina (Mendoza, San
Juan, Rio Negro, La Rioja, Catamarca, Jujuy, Buenos Aires), los que
por sus caracteres organolépticos, observacion microscopica y analisid
quimico, se podian considerar enfermos, constatandose la existencia de
fermentaciones lactomaniticas y del torcido.

2) Se aislaron los bacterios presentes directamente del vino, em-
pleando un método nuevo en bacteriologia vinica, y se estudiaron
los mismos en cultivo puro, utilizando algunos procedimientos no usa-
dos todavia en la investigacion de las alteraciones de los vinos.

3) Se comprob6 que los gérmenes aislados producen, en medios nu-
tritivos artificiales adicionados de las substancias fermentativas pre-
sentes en los vinos normales, las mismas transformaciones quimicas
constatadas en los vinos de donde fueron aislados. Se consideraron,
en consecuencia, como los agentes de las alteraciones observadas, da-
do que fueron aislados directamente de los vinos, sin cultivos previos
de enriquecimiento. :

4) Se estudiaron en total, 22 cepas de bacterios, que se agruparon
en ocho especies, de las cuales cinco se describen como nuevas, por
presentar caracteres morfologicos, y fisiologicos distintos de las des-
criptas en la bibliografia.

5) Cuatro de las especies: Baclerium Gayoni MivLLer-TrURGAU Y
OsTERWALDER, Bacterium intermedium Miir.LEr-THURGAU y OsTER-
WALDER, Bacterium cocciforme (n, spec.), y Bacterium Miiller-Thur-
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gaui (n. spec.), son gérmenes lactomaniticos, causantes de este tipo de
alteracion en los vinos estudiados. :

6) Dos especies: Micrococcus variococcus MiLLer-Taurcau y Os-
TERWALDER Y Micrococeus multivorax (n. spec.), son bacterios malo-
lacticos que se consideraron como representantes de los microorganis-
mos de la fermentacion mialolactica de los vinos argentinos, pues se
observé su presencia casi general en los vinos investigados y no son
los agentes de las enfermedades encontradas. ;

7) De las otras dos especies, Bacterium acidovorax (n. spec.), ais-
lada exclusivamente de vinos torcidos, se verificé que es el agente de
estas alteraciones, mientras que la otra, Bacterium rectiforme (n.
spec.), ademas de ser un germen complementario de las mismas, se
comprobé que por sus caracteristicas de fermentacion debe intervenir
en la desintegracion del acido malico, conjuntamente con los micro-
€OCOS. :

8) Se analizan las caracteristicas de los gérmenes estudiados y las
transformaciones que causan, comparandolos con los tipos analogos
conocidos, y se da una clave para la determinacién de los bacterios de
los vinos, basada en los caracteres morfologicos y de fermentacion.

9) Se discute el criterio que debe seguirse para juzgar un vino
con alteraciones bacterianas, considerandose que la catacién, la obser-
vacién microscopica y el analisis quimico, aislados, son elementos de,
juicio insuficientes, debiendo utilizarse combinados. Se propone, en
consecuencia, un método rapido de analisis bacteriologico de los vi-
nos enfermos, y se considera la importancia que tiene la determinacion
del acido lactico en los vinos.

RESUME

1) On a recherché les altérations bactérienncs de quelques “vins de diverses ré-
gions vinicoles de la République Argentine (Mendoza, San Juan, Rio Negro, La
Rioja, Catamarca, Jujuy Buenos Aires), qu’en raison de leurs caractéres organo-
leptiques, et des résultats de I'observation microscopique et de l'analyse chymique,
pouvaient étre considérés malades, en y constatant des fermentations lactomanniti-
ques et de la tourne.

2) On a isolé les bactéries présentes, directement du vin, au moyen‘d’une mé-
thode nouvelle en baclériologio vinicole, et on a étudié les mémes en culture pure,
par quelques procédés mon employés jusqu’ aujourd’hui dans linvestigation des
altérations des vins.

3) On a vérifié que les germes isolés produisent, dans des milieux nutritifs ar-
lificiels pouryus de substances fermentatives propes des vins normals, les mémes
transformations chimiques constatées dans les vins dont ils furent isolés. On les
a consideré, en consequence comme les vrais agents des altérations obsarvées, car
ils furent isolés directement des vins, syns culture préalable d’enrichissement.
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4) On a étudié, en total, 22 cultures de bactéries, qu'on a groupé en huit espéces,
dont cing sont décrites comme nouvelles, en raison de leurs caractéres morphologi-
ques et fisiologiques differents des caractéres des espéces décrites dans la biblio-
graphie,

5) Quatre des especes: Bacterium Gayoni MiiLer-Taurcav y OSTERWALDER, Bac-
terium intermedium MivLer-Taurcav y OsteErwanper, Bacterium cocciforme (n,
spec), et Baclerium Miiller-Thurgaui (n spec), sont des germes lactomannitiques, qui
causerent ce type d’altération dans les vins étudiés.

6) Deux espéces: Micrococcus variococcus MivLer-Trurcau y OsTERWALDER ef
Micrococeus mullivoraxr (n. spec.), son bactéries malolactiques, que furent consi-
derées comme répresentantes des. microorganismes de la fermentation malolactique
des vins argenlins, car on a observé leur présence presque général dans les vins
étudiés, et elles ne sont pas les agents des maladies trouvées.

7) Quant aux autres deux espéces, Bacterium acidovorar (n. spec.) isolée exclu-
sivement des vins tournés, on a constaté qu’il est l'agent de ces altérations, tandis
que 'autre, Bacterium rectiforme (n. spes.), en plus d’étre un germe complemen-
taire de celles-ci, on a vérifié que par ces caractéristiques de fermentation, doit
participer avec les microcoques, dans la désintegration de l'acide malique.

8) On analyse les caractéristiques des germes étudiés et les transformations qu’
ils produisent, en les comparant avec les types analogues connus, et on donne une
clef pour la détermination des bactéries des vins, basée dans les caractéres morpho-
logiques et de fermentation.

9) On discute le critérium a suivre poar juger des vins avec d’altérations bac-
tériennes et on considére que la dégustation, I'observation microscopique et I'analy-
se chymique, isolés, sont facteurs de jugement insuffisents et qu'ils doivent étre
appliqués en combinaison.

On propose, en consequence, une méthode rapide d’analyse bactériologique des
vins malades, et on considére l'importance de la détermination de I'acide lactique
dans les vins.
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EXPLICACION DE LAS LAMINAS

LAmina 1

Aumento 1000 didmetros

4. — Micrococeus multivorax (n. spec.).

Extracto seco de un vino manitico

5. — Tamano natural.
6. — Aumentado cuatro didmetros.

1. — Bacterium Gayoni, MULLER-THURGAU y OSTERWALDER.
2. — Baclerium inlermedium, MULLER-THURGAU y OSTERWALDER, cepa «
3. — » » » » » » b.
4. — » » » » » » e
S. — » » » » » . » d.
6. — » » » » » » €
7. — » » » » > R I
8. — Baclerium cocciforme (n. spec.).
9. — Bacterium Miiller-Thurgaui (n. spec.).

LimiNa 2

Aumento 1000 didmetros
. 1. — Bacterium acidovorax (n. spec.) cepa a.

2. — » » » » c.
3. — » » » > d:
4. — Mier vari , MULLER-THURGAU y OSTEWALDER, cepa d.
5. — » » » ». » » e.
6. — Mier s mullivoraz (n. spec.) cepa a.
7. — » » » 3B
8. — Baclerium rectiforme (n. spec.)
9. — > spec.

LAmiNa 3

Colonias. Aumento 40 didmetros
ig. 1. — Bacterium Gayoni, MULLER-THURGAU y OSTERWALDER.

2. — Bacterium inlermedium, MULLER-THURGAU y OSTERWALDER, cepa (.
3. — » » » 'K » » b.
4, — » » » » » »> ds
5. — Baclerium cocciforme (n. spec.)
6. — Bacterium Miiller-Thurgaui (n. spec.)

LAmiNA 4

Colonias. Aumento 40 didmetros
. 1. — Baclerium recliforme, (n. spec.).

2. — Baclerium acidovorax (n. spec.), cepa a.
3. — Mier vari , MULLER-THURGAU y OSTERWALDER, cepa C.
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Téenica de parul,iroi(loclomia externa en el caballo

y su posible mfluencia en las funciones |'vs[)irﬂl0rias

Por er Da. LUCIANO F. LAURINO

Con respecto a mi trabajo publicado en la Revista de la Facultad de
Agronomia y Veterinaria, del mes de octubre de 1930 (entrega 1, to-
mo 7, pagina 31). referente a «Técnica de paratiroidectomia externa
en el caballo y su posible influencia en las funciones respiratorias»,
cumplo en comunicar a los lectores de la revista, que el caballo del
primer caso. operado el 19 de octubre de 1928, ha muerto el dia 25
de marzo de 1935, siendo las 4 horas, de colico por sobrecarga gas-
trica.

‘n la autopsia efectuada el mismo dia a las 8 horas, no ha presen-
tado ninguna anomalia en su esquelefo, sistema muscular, ni en los
organos, presentando buena deposicion de grasa.

En cuanto a las ‘tiroideas eran de tamaifio, consistencia y color nor-
mal; paratiroideas externas no fueron halladas en el sujeto, lo que
quiere decir que no tenia ]lﬂ@,ﬂlﬁﬁ_([u&lﬂ&.di)i,YB‘_QXﬁEPﬂdE\_S_»w— i

En la inyestigacion macroscopica de las tiroideas para descubrir las
paratiroideas internas, fué negativa y la invesligacién microscopica
efectuada por el profesor adscripto y jefe de trabajos practicos de ana-
tomia patologica, de la Facultad, doctor Ratl Mosconi, no le ha per-
mitido descubrir tejido de las glandulas paratiroideas dentro de las ti-
roideas; por lo tanto el caballo ha vivido sin paratiroideas durante
6 anos, 5 meses y 6 dias, sin presentar ningan trastorno ni anomalia
en sus organos, quedando firmes las conclusiones expuestas en dicho
trabajo. vy demostrando que la extirpacion de las paratiroideas exter-
nas e internas conocidas parecen no ser necesarias para la vida normal
en los equinos, siempre que no se demnestre la existencia de paratiroi-
deas en sitios hoy desconocidos.

\
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Algo sobre la apomorﬁna

Por gr Dr. LUCIANO F. LAURINO

Al hacerme cargo de la Farmacia de la Facultad en abril de 192/,
encontré entre los medicamentos una pequeiia cantidad de apomorfina
(clorhidrato) vieja y ya de color verde obscuro que me sugiri6 la idea
de controlar su poder vomitivo para lo cual efectué con dicha droga
en clases practicas de cada afio con los alumnos del curso de terapéu-
tica una serie de experiencias al respecto con el proposito de determi-
nar si la apomorfina asi alterada por accion del tiempo conserva su
poder activo y era eficaz para producir el vomito.

Antecedentes. — Su accion vomitiva fué descubierta por Mathiessen
y Wrigt en el aino 1869. Es un polvo amorfo de color blanco que ex-
puesto al aire se colora de verde. Usandose el sulfato y el clorhidrato
de apomorfina que tienen las mismas propiedades vomitivas y presen-
tan la ventaja de ser solubles en agua, mientras que la apomorfina es
poco soluble en agua; en efecto, el clorhidrato de apomorfina es so-
luble en 30 partes de agua y en 20 partes de alcohol.

Segin M. Kaufmann, las soluciones se tifien de verde al cabo de al-
gunos minutos. Esta coloracion aumenta, pero sin influir en nada so-
bre las propiedades fisiologicas del producto. Las soluciones acuosas
viejas de dos afios, son de un verde obscuro, pero la accion fisiologi-
ca no ha variado sensiblemente.

Las dosis vomitivas de clorhidrato de apomorfina son las siguientes:
Perro grande, O gr. 0,1 a O gr. 00,5; chico, O gr. 00,5 a O gr. 00,8.

A. Manqual cita a Boyer y Guinard que dicen: «sélo las soluciones
recientes dan resultados rapidos, seguros y por lo regular exentos de
complicaciones desagradables».

Dres. Minuto y Levati, dicen: «por laaccion del aire y de la luz se des-
compone, tomando sus cristales un color gris o verdoso; asi altera-
do debe desecharse para el uso terapéutico. Se conserva en tubos co-
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Joreados. En solucién también se altera, por lo que conviene hacerla
en el momento de usarla».

Efectué una experiencia con solucion de apomorfina que tenfa una
antigiiedad menor de 6 meses y pude comprobar que a pesar de ino-
cular la dosis de O gr. 0.1 era ineficaz demostrando que es errénea
la afirmacion de Kaufmann que atribuye a la accién vomitiva de dicha
solucion una duracion de dos anos; la misma sal fué eficaz y en 1
minuto produjo el vomito a la dosis de O gr. 005 preparada fresca.

La accion vomitiva de la apomorfina se pierde por la esterilizacion a
bafio-maria; pues sus sales se alteran y pierden su accién por el calor.

El clorhidrato de apomorfina viejo de mas de 10 afios y de color
verde obscuro (verde botella) conserva su poder vomitivo y produce
el vomito en todos los casos tardando de 1 a 3 minutos mientras que
el sulfato de cobre tardaba de 1o a 15 minutos en las pruebas simul-
taneas efectuadas para comparacion; en algunos casos hubo que repe-
tir su administracion para obtener el vomito: los perros empleados en
eslas experiencias estaban siempre en ayunas desde el sibado al lunes,
dia de la demostracion.

En el cuadro que sigue detallo las experiencias efectuadas:

No de experiencias Dosis Fecha Resultados
1 0 gr. oI 14 julio 1924 positivo
I o gr. 008 g mayo 102D posilivo
I 0 gr. 00d 8 mayo 1026 positivo
I 0 gr. 00D 15 mayo 1926 positivo
1 0 gr. 00d 18 abril 1927 positivo
I o gr. 00d 25 abril 1927 positivo

(L) T 0 gr. o1 © 10 octubre 1927 positivo
2 0 gr. 00 15 octubre 1928 positivo
2 o gr. 009 26 agosto 1029 positivo
2 0 gr. 00d 11 agosto 1930 positivo
2 0 gr. 00d 1D junio 1931 positivo
2 0 gr. 00d 27 junio 1932 positivo
2 0 gr. 00 12 junio 1933 positivo
Total. 19
CONCLUSIONES

12 El poder vomitivo de la sal de apomorfina dura por lo menos 10
afios, a pesar del cambio de color, siempre que se conserve en lugar
seco y a la sombra,

(1) Perro intoxicado presentado a la_Clinica.
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24 Las soluciones viejas pierden su poder vomilivo ya a los 6 meses.

32 Las sales de apomorfina en soluciones no pueden esterilizarse a
bano-maria, pues pierden su accion vomitiva,

42 Cuando haya necesidad de emplear la apomorfina en casos
de intoxicaciones con inminente amenaza de muerie, en los que se de-
be actuar con rapidez; me permito recomendar cuando no fengan la
apomorfina de reciente preparacion, puede usarse la de color verde
obscuro, puesto que ella produce siempre el vomito empleada a las do-
sis clasicas.
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