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«Je me piáis a rattacher aux explications de la Science 
les usages techniques. lis sont presque toujours le fruit 
d’observations justes».

Pasteur (Eludes sur le vinaigre et sur le vin, pág. i45).

Las alteraciones bacterianas de los vinos no han sido objeto espe­
cial de estudio por los investigadores de la enotecnia argentina, no co­
nociéndose con rigurosidad científica cuáles son las especies bacterianas 
presentes en nuestros mostos o vinos, si bien están establecidos los 
principales procesos de transformación que se presentan.

Como las alteraciones microbianas de los vinos no constituyen ac­
tualmente en el país un problema, debido a la técnica enológica avan­
zada, su investigación no presenta beneficios económicos inmediatos. 
Pero, como existen procesos bacterianos que normalmente se presentan 
en los vinos y como, además, las pequeñas zonas de elaboración em­
plean aún métodos de vinificación atrasados, constituyendo aquéllas 
una de las más serias consecuencias, motivadas las más de las veces 
por la falta de higiene, como he podido comprobarlo!, la determina­
ción científica de los gérmenes de las enfermedades y de las transfor­
maciones que causan en los vinos, tiene aún, además del interés cien­
tífico, importancia económica real.

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

(i) Trabajo realizado como adscripto «ad-hojiorem» al Laboratorio de Microbiolo­
gía de la Facultad de Agronomía y Veterinaria de Buenos Aires, durante los años 
1932 y 1930.
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indujo a abordar la investigación de este asunto, cuyos resultados cons­
tituyen el presente trabajo.

Los estudios realizados, consistieron en la determinación de la com­
posición química y alteraciones de los vinos enfermos investigados,¡ y 
en el aislamiento y caracterización de los gérmtenes presentes, causan­
tes de aquéllas. La reproducción artificial de las enfermedades, que no 
efectué, fué subsanada con el método de aislamiento adoptado

El trabajo hecho, está lejos de ser un estudio completo del tema, 
lo que hubiera significado intensificar la investigación química de 
las transformaciones causadas por los gérmenes en míostos o vinos, 
cosa que no he efectuado, debido a su amplitud para ser abordada in­
dividualmente. Considero que esas investigaciones serían un comple­
mento del estudio realizado, del cual podrían sacarse, tal vez, conclu­
siones prácticas, como las que se derivarían de la investigación de los 
procesos bacteriológicos útiles, según se verá en el texto.

Al publicar los resultados de las experiencias hechja^ no creo ha­
ber resuelto el problema de las transformaciones bacterianas de los vi­
nos del país. Las conclusiones obtenidas sólo constituyen una contri­
bución a su esclarecimiento, basada en datos propios, quedando como 
consecuencia de las mismas, numterosas lagunas y planteados algunos 
problemas, que únicamente pueden resolverse en las propias zonas de 
elaboración, perteneciendo más al campo de la práctica industria], que 
a la investigación de laboratorio.

Deseo con el presentó trabajo trazar los lincamientos 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
logía, ingeniero agrónomo Santos S. Soriano, por las atenciones y 
consejos dispensados mientras hacía las investigaciones, y por ha­
berme sugerido algunos de los métodos utilizados. Agradezco tam­
bién al jefe de trabajos prácticos de la misma cátedra, ingeniero agró­
nomo Jubo A. Paso, por las facilidades que me dió para su ejecu­
ción.

Agradezco igualmente a los profesores doctor Federico Reichert e 
ingeniero agrónomo Emilio F. Paulsen, por las indicaciones suminis­
tradas durante la ejecución de las determinaciones químicas en el Labo­
ratorio de Química Agrícola de la Facultad; al doctor Andrés L. Cor­
so, quien hizo efectuar en el laboratorio a su cargo, de la Oficina Quí­
mica Nacional, algunas determinaciones analíticas de los vinos estu­
diados; y al estudiante de agronomía A. II. do Pico, quien me sirvió 
de ayudante en algunos anáfisis de vino.

Agradezco también al profesor ingeniero agrónomo José Testa, al



ingeniero agrónomo Alfredo Boltshauser, y a todas aquellas persona^ 
que hayan suministrado algún aporte para el presente trabajo.

1. ANTECEDENTES GENERALES SOBRE LAS ALTER ACIONES 

MICROBIANAS DE LOS VINOS

a) Evolución del concepto de las alteraciones de los vinos

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

Los antiguos, según Galeno, determinaban la época en que cada 
vino debía beberse, a fin de evitar las alteraciones, y según Trillat, 
Plinio el viejo (1) y Teofrasto (2) citan vinos con tendencia al amar­
go-

(i) Lib. XIV Insigna Culturae Vinearum.
(2) De Causis, lib. VI, cap. X.

Mucho antes de Pasteür se intentó dar la explicación de las enfer­
medades. Se admitía entonces, que el vino estaba siempre en un esta­
do de trabajo interno, y que después de la fermentación, si no se es­
tablecía el equilibrio entre los diversos constituyentes, el líquido en­
fermaba.

Hacia 1800 el conde Chaptal emitió su teoría sobre las enfer­
medades, como consecuencia de los estudios de Fabroni sobre la fer­
mentación vinaria. Chaptal suponía que la fermentación era nor­
mal si había equilibrio entre la substancia vegeto-animal, que según 
Fabroni producía la fermentación, y el azúcar. Cuando este estaba en 
exceso, el vino quedaba dulzaino, pero si la substancia végeto-ajiimal 
era la que abundaba, el resto que no se utilizaba en la fermentación, 
producía, decía, todas las enfermedades propias del vino.

El concepto de Chaptal fué sostenido por todos los autores que 
se ocuparon del problema, posteriormente, hasta Pasteür. Fué 
después de las investigaciones del fundador de la Bacteriología, que 
las verdaderas causas de las alteraciones de los vino.s se conocieron, y 
al señalarse la presencia del micro-organismos como causantes de las 
mismas, se pudo, no solamente dar la real explicación del fenómeno, 
sino también establecer los procedimientos para prevenirlo o corre­
girlo.

Las primeras observaciones de Pasteür en vinos alterados, comenza­
ron en i858, y sus estudios se prosiguieron hasta 1866, en que publi-
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có sus: «Eludes sur le vin. Ses maladies,, cauces qui le provoquen. 
Procedés nouveaux pour le conserver et pour le vieillir», cuya segunda 
edición apareció en i8~3.

Pasteur no solamente demostró la existencia en los vinos, de micro­
organismos (hongos y bacterios), a los cuales consideró como cau­
santes de las alteraciones, sino que estudió cada tipo de enfermedad, 
considerando las substancias normales del vino desaparecidas, y los 
nuevos productos formados como consecuencia de la actividad micro­
biana; y describió en cada caso los gérmenes que a su juicio pro­
ducían las alteraciones. Consideraba así: la enfermedad de la acetifi­
cación. 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
ción directa v la constatación de la alteración: 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 numerosos microorganis­
mos que, estudiados en cultivo puro, permitieron dar la explicación 
actual del proceso délas alteraciones microbianas de los vinos, demues­
tran la exactitud del punto de vista con que el gran maestro resolvió 
el problema, y muchas de sus observaciones, aún actualmente, después 
de casi tres cuartos de siglo, conservan, dentro de las modificaciones 
a que está naturalmente sujeto todo conocimiento científico, el valor 
v la importancia que se atribuyó en aquella época.

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

Se aislaron bacterios, y se estudiaron en cultivo puro, haciéndose 
la reproducción artificial de las alteraciones. Se constataron en esta 
forma la existencia de enfermedades que no habían sido descriptas por 
Pasteur, como la fermentación manítica, y otras de menor importan­
cia, y se reconoció, además, la presencia en los mostos, de procesos 
bacterianos que no influyen desfavorablemente en la fermentación al­
cohólica normal, sino que, antes bien, pueden ser necesarios y útiles en 
algunas ocasiones: tal es la destrucción del ácido málico con produc­
ción de ácido láctico.

Las investigaciones de los diversos autores que se ocuparon del asun­
to, entre los que debe mencionarse en primer término a Müller-Thur­
gau y Osterwalder, por el gran aporte efectuado al conocimiento 
científico de la bacteriología de los vinos, el mayor sin duda después 



de los estudios de Pasteür, permitieron establecer los procesos bio­
químicos que corresponden a las diversas alteraciones conocidas.

Sin hacer un análisis detallado de los conocimientos actuales sobre 
las diversas alteraciones bacterianas de los vinos, que expongo en otro 
trabajo (1), consideraré brevemente a continuación cada una de ellas, 
señalando los agentes que las causan.

b) Las diversas alteraciones 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, y la acetificación. Entre las segundas se 
tienen: la fermentación lactomanítica, el torcido, la fermentación ma­
loláctica. 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 fermentación butírica, la alteración 
sulfhídrica, y el olor a ratas.

i. La flor del vino. La acetificación

Estas alteraciones son causadas por microorganismos (hongos y 
bacterios) exclusivamente aerobios, cuya principal actividad es la oxi­
dación del alcohol en ácido acético y en CO2. La circunstancia de desa­
rrollarse únicamente en presencia del oxígeno del aire, hace que esta 
alteración, en la práctica, sin perder la importancia que tiene, sólo 
sea un accidente de la industria, motivado por la no observación 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 (composición del mosto, etc.).

Mencionaré aquí, por lo tanto, sólo los organismos que las provocan 
y las principales consecuencias de su actividad, dado que por laslcarac- 
terísticas que presentan debe ser objeto de estudio aparte.

La flor del vino se caracteriza por la producción 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 Rayendo al fondo.

Al lado de la alteración del gusto o aroma, hay cambios quími-

(t) Arena, A., ig35. Las alteraciones bacterianas de los vinos. Con especial refe­
rencia a las encontradas en la Repúblicp Argentina (inédito).
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eos causados por la oxidación del alcohol y otros procesos de degra­
dación de los azúcares, del, ácido málico, succínico, tal vez de la glice­
rina, de las substancias tánicas y colorantes con producción de áci­
dos volátiles, éteres, alcoholes superiores y aldehidas (De Rossi).

La principal actividad es la oxidación del alcohol con formación de 
ácido acético; pero la presencia de éste puede decirse que es transito­
ria, por cuanto lo resisten en poca cantidad y lo oxidan hasta GOa, 
casi a medida que lo produce. La principal alteración, que se produ­
ce en los vinos es, por lo tanto, la disminución del girado alcohólico, 
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 Williai Estos dos úl­
timos Sacaromicetáceas. Las micodermas son Deuteromicetas, flogóti­
camente consideradas vecinas de las levaduras. Se han señalado en 
vinos:

Mycodenna vini De Rossi
Mycoderma duplex De Rossi
Mycoderma tenax De Rossi
Mycoderma acidificans De Rossi
Pichia membranaefaciens Hansen ■(= Sacch. membranaefaciens 

Hansen)
Pichia californica Seifert (= Sacch. membraimefaciens var. cali­

fornicus Seifert)
Pichia táurica Seifert (= Sacch. membranaefaciens var. táuricas 

Seifert)
TEiZZia anómala Hansen (— Sacch. anómalas Hansen).

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

La principal característica es la oxidación del alcohol a ácido acé­
tico, en forma enérgica, con la intervención del oxígeno 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 según la especie que interviene, 
los que ascienden igualmente por las paredes de los recipientes y final­
mente se depositan.

A la acetificación del vino, sigue, como consecuencia, la modifica­
ción de los caracteres organolépticos y demás acciones físicas y quími­
cas que constituyen la transformación del vino en vinagre, que no 
es del caso citar en este lugar.



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 título ilustrativo se citan las siguientes tomadas 
de De Rossi:

Bacterium aceti Hansen
Bacterium Pasteurianum Hansen
Bacterium Kützingignum Hansen
Bacterium oxydans Henneberg
Bacterium industriam Henneberg
Bacterium Schützenbachi Henneberg
Bacterium orleanense Henneberg
Bacterium curvum Henneberg
Bacterium ascendens Henneberg
Bacterium acetosum Henneberg
Bacterium vini acelati Henneberg
Bacterium acetigenum Henneberg
Bacterium xylinoides Henneberg
Bacterium xylinum BrowN 
Etcétera.

2. La fermentación lactomanítica

He agrupado bajo un mismo título dos alteraciones que hasta el 
presente se han descripto como cosas distintas: la fermentación lác-- 
tica y la fermentación manítica.

En realidad, como bien lo sostienen Müller-Thurgau y Oster­
walder, se trata de un mismo proceso fermentativo, causado po¡r los 
mismos gérmenes, cuyos productos de fermentación varían según subs­
tancias hidrocarbonadas que destruyen, azúcares especialmente. Se en­
cuentran entre los principales el ácido láctico y la manita; el prime­
ro es constante, mientras que la producción de manita está ligada a la 
existencia de levulosa, substancia a expensas de la cual se forma y, por 
lo tanto, no siempre se observa.

La distinción principal entre la fermentación láctica y la fermen­
tación manítica, se debe, entonces, a la presencia o ausencia de ma­
nita, dado que los otros productos originados son iguales.

La alteración lactomanítica se presenta en los mostos en fermenta­
ción, especialmente al final de la misma, o en los vinos ya hechos, so­
bre todo si quedaron con azúcar sin descomponer. Los caracteres or­
ganolépticos del líquido se altera: el olor es acético, y a veces aro­
mático, el gusto acídulo y algo picante enla fermentación láctica pu­
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ra. v dulzaino en la fermentación manítica. debido a la presencia de 
manita formada a expensas de ia levulosa, el color permanece gene­
ralmente inalterado. El aspecto es casi siempre turbio, por la masa 
microbiana en suspensión, pero dejando el líquido en reposo, se acla­
ra, por deposición de la misma; con la agitación se levantan nueva­
mente en el seno del mismo en forma de ondas o nubes.

La principal transformación química que se observa, es la fermen­
tación de azúcares, con formación de elevadas cantidades de ácido acé­
tico y láctico que elevan l¡a acidez volátil y la acidez fija. Y también 
de CO2, glicerina, y ácido succm¡co7T)e levulosa se forma, además, 
ifltflfíTay de los otros azúcares alcohol etílico. La manita eleva el ex­
tracto del vino, característica esta que tiene mucha importancia; sin 
embargo" aveces no es posible constatar su existencia, a pesar de ha­
berse originado, por cuanto por el desarrollo de otros gérmenes ha 
desaparecido (i).

A veces hay también destrucción da acidez fija, pues el ácido má­
lico y el ácido cítrico, pueden ser fermentados con producción de áci­
dos volátiles y de ácido láctico.

Los causantes de la enfermedad son bacterios de los quq se han 
aislado varias especies. En un comienzo se creyó que había un solo 
tipo de fermento manítico, específico de la alteración, pero posterio­
res investigaciones demostraron que hay varias especies, las que isin 
embargo presentan un conjunto de características semejantes.

Entre los primeros investigadores que estudiaron los bacterios maní- 
ticos se encuentran : Basile, De Cillis, Peglion, París, entre los ita­
lianos; Gayón y Dubourg, Laborde, Mazé y Pacottet, en Francia; 
Müller-Thurgau y Osterwalder, en Suiza, etc.

El primer bacterio manítico estudiado en cultivo puro y descripto, 
cuya autenticidad se demostró, es el : fermento manítico» de Gayón 
y Dubourg, estudiado por estos autores (1894, 1901, 190/1) que se 
aisló en un vino blanco manítico de Algeria y 'fué cultivado en caldo 
Liebig (20 — 3o g. por I.). agua de levadura (200-250 g. por L), o 
jugo de uva diluido.

Este germen se consideró durante mucho tiempo como el represen­
tante típico de fermentos maníticos sin darle nombre. Müller-Tiu r- 
gau y Osterwalder ampliaron la descripción morfológica (1917), 
al estudiarlo comparativamente con los gérmenes que aislaron de vi­
nos suizos, y lo designaron Bacterium Gayoni.

Los bacterios maníticos que estudiaron Laborde (1894-190/1), y

(1) Lo lie podido constatar en vinos alterados que presentaban simultáneamente 
bacterios maníticos, y otros fermentadores de manita.



Maze-Pacottet ( igo'i). sin establecer las diferencias con el; fermento 
manítico de Gayón y Dubourg, presentan como todos los bacterios 
maníticos, características análogas.

Además del estudio de Gayón y Dubourg, se encuentran como prin­
cipal contribución al conocimiento de los bacterios maní ticas, las in­
vestigaciones de Müller-Thurgau y Osterwalder quienes al estudiar 
los diversos bacterios por ellos aislados, en detalle, y comparativamen­
te con otros gérmenes, corroboraron los resultados de Ga'yoni y Du­
bourg sobre la fermentación manítica, y establecieron las diferencias 
morfológicas y fisiológicas de los mismos dando la clave para su 

clasificación.
Las investigaciones de estos autores se efectuaron; en Suiza,, sobre 

vinos alterados, de uva y otras frutas, comenzándose en i8go. Mü­
ller-Thurgau estudió entonces, la fermentación láctica de los vinos 
de frutas describendo un- Bacterium pilluliformans (1), gérmen que 
en posteriores estudios se consideró vecino al Bacterium mannitopoeum 
aislado por el mismo autor de vinos de frutas con picadura láctica (2) 
(iqi3).

(1) Müller-Thurgau, H., Eine bisher noch nicht béschriebene Weinkrankheit. 
III. Jabresber. d. deusch. Sweitz. Versuchsstat. und Schule f. Obst. Wein und 
Gartenb. in Wadenswil. 1892-1893. p. 98.

Müller-Thurgau, II., Der MÜchaurestich der Obst und Trauben weines. 
Centralb. f. Bakt. Abt. II. Bd. 4, 1898, p. 8^9-

(2) Müller-Thurgau, II., M tinnit gárung in Obst und Trauben iveinen. Landvv. 
Jahrb. d. Schweiz, 1907.

Müller-Thurgau, H., Bakterienb lasen (Bakterio cysten). Oentralb. f. Bakt. 
Abt. 11. Bd. 20, 1908 (pág. 463 Bact. mannitopoeum, pág. 464 Bac. gracile).

Müller-Thurgau describió otro bacterio manítico perteneciente al 
grupo de los gérmenes enérgicos destructores del ácido málico y ex­
cepción,'límente productor de fermentación manítica, al que designó 
Bacterium gracile (2) (igi3).

Años más tarde, Müller-Thurgau y Osterwalder estudiaron un 
nuevo bacterio manítico (igi^). que llamaron Bacterium intermedium, 
aislado de vinos tintos suizos alterados, gérmen capaz también de dar 
fermentación láctica pura del ácido láctico, como el Bacterium gracile.

En sus primeras observaciones, Müller-Thurgau y Osterwalder 
utilizaron como medio de cultivo, jugo de peras de diversas variedades 
óperas 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 más enérgico, agua 



-de fevadura azucarada y acidificada, aislando sobre gelatina nutriti­
va, picando las colonias bajo el microscopio.

Los típicos bacterios de la fermentación lactomanítica de los'vinos, 
son, en consecuencia: Bacterium Gayoni, Müller-Thurgau y Oster­
walder; Bacterium mannitopoeum, Müller-Thurgau y Osterwal­
der; y Bacterium intermedium, Müller-Thurgau y Osterwalder.

Las diversas especies de bacterios maníticos se distinguen especial­
mente por la fermentación de azúcares, glucósidos y ácidos' orgánicos, 
pues morfológicamente algunas se parecen.

3. El torcido

Esta es una alteración 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 alteración de sus 
caracteres organolépticos. El olor es desagradable; acético, picante. El 
gusto es a veces insípido o acre, y aún ligeramente amargo. La ma­
teria colorante sufre transformaciones; leves al principio de la enfer­
medad con decoloración del vino, son más enérgicas luego, producién­
dose una verdadera «casse» con precipitación completa de la misma, 
presentando el líquido un abundante depósito, de aspecto mucoso, que 
con la agitación se eleva, en igual forma que en los vinos maníticos.

El torcido de los vinos es una alteración compleja,' y la modifica­
ción de los caracteres organolépticos es una consecuencia de las trans­
formaciones químicas producidas por la actividad bacteriana, que se 
efectúa especialmente sobre las substancias del extracto.

El ácido tartárico y sus sales desaparecen y la glicerina es atacada. 
Con la disminución de la acidez fija, la materia colorante precipita, 
produciéndose una verdadera quebradura del color, tornándose el vi­
no achocolatado; y si es expuesto al aire, el oxígeno lo vuelva ne­
gruzco.

De las escrupulosas investigaciones de Müller-Thurgau y Oster­
walder, se deduce que el torcido no es una fermentación propiónica 
del ácido tartárico y sus sales, como lo sostuviera Duclaux, sino que 
estas substancias son fermentadas con producción do ácido acético y 
carbónico, y la glicerina, además, con formación de ácido acético, pro- 
piomco y láctico. Los autores observaron que la glicerina siempre es 
atacada, mientras que el ácido tartárico a veces no está alterado; ade­
más, sugieren que otras substancias del extracto, como el ácido láctico, u --  r - - I I —
pueden ser atacadas.



La consecuencia principal de las transformaciones que se producen 
en los vinos torcidos, es el aumento de la acidez volátil, la disminución 
del extracto, característica ésta diametralmente opuesta ala fermenta­
ción lactomanítica, y la quebradura del color.

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

Es corriente oír hablar de las ondas sedosas de los vinos torcidos, 
como si fuera una característica específica de la enfermedad, cuando 
no es más que el efecto de la agitación de una suspensión coloidal se­
dimentada, y que se presenta igualmente en vinos maqíticos, o con 
otras alteraciones.

De la misma manera, reina confusión en la descripción que hacen 
los autores franceses e italianos de la enfermedad, cuando consideran 
que existe la «pousse» o «subbol 1 i mento» y la «tourne» o¡ «girato», 
no distinguiéndose ambas más que por la presencia de CO2 en la pri­
mera.

Como bien lo observan Müller-Thurgau y Osterwalder no exis­
te fundamento para caracterizar una enfermedad por el desarrollo de 
COa, pues esto se observa en la fermentación lactomanítica, la fermen­
tación de ácidos, la gratidud, etc. Estos autores sostienen que los in­
vestigadores franceses tal vez han descripto como vinos con «pousse», 
lo que no era más que una fermentación maloláctica, o comienzo de 
picadura láctica.

Como agentes de la alteración del torcido, descubrió Pasteur, bas­
toncitos finos agrupados en filamentos de largo variable, del grosor 
de un micrón, que encontró muy parecidos a los gérmenes ¡del la 
fermentación láctica; Müller-Tiiurgau y Osterwalder suponen que 
Pasteur no haya tenido en estudio verdaderos vinos torcidos, sino ca­
sos de picadura láctica.

Después de Pasteur se describieron muchos gérmenes como los 
agentes del torcido, pero con características qué los descartan como 
tales. Así se pueden considerar el Bacillus saprógenas vini I—-VII y 
Micrococcus sapro genes vini I—II, de Kramer, estudiado en 1890, 
y el Badius roseus vini A y B de Bordas, Joulin y de Backowsk'i 
(1898 b, 1898 d).

En Italia, Galeazzi, en i8g5, señaló gérmenes de vinos torcidos con 
características que presentan otros bacterios de los vinos, pero sin de­
mostrar que fueran los agentes de esa alteración. Forti en 1901 describió 
el Bacterium Abbae, aislado de vinos torcidos por cultivos de enri­



quecimiento, con el que habría conseguido reproducir la enfermedad 
en vinos sanos. Llama la atención 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, aisló también de vinos torcidos italianos un bac­
terio al que De Rossi llamó Bacterium Pavarii. Este germen es; ¡el 
único de los estudiados en Italia que por sus características sería uno 
de los típicos agentes del torcido. Si bien se aisló por cultivos pre­
vios de enriquecimiento, se habría conseguido reproducir la alteración 
en vinos sanos, pero no se menciona como se constató. Tampoco se 
cita si comprobó ataque de glicerina o ácido tartárico, pues los carac­
teres organolépticos son insuficientes para saber si un vino está tor­
cido.

En Francia, Mazé y Perrier (igo3) y Mazé y Pacottet (190^) 
aislaron gérmenes que se describen como agentes del torcido, los que 
presentan características análogas a los bacterios maníticos. Como 
bien lo sostienen Müller-Thurgau y Osterwalder, estos autores han 
estudiado fermentos maníticos del tipo Bact. mannitopoeum o Bact. Ga­
yoni, pues no se comprobó desaparición del ácido tartárico en el 
vino originario ni su ataque en medios nutritivos artificiales o en vi­
nos sembrados.

Laborde (1898-190/i) aisló gérmenes de vinos torcidos, con carac­
terísticas de bacterios maníticos a los que consideró como los agentes de 
la alteración, la que habría conseguido reproducir en vinos esterilizados, 
constatando destrucción del ácido tartárico y producción de ácidos vo­
látiles.

Müller-Thurgau 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 ácido tartárico destruido. 
Con respecto a la reproducción de la enfermedad, dicen que sólo com­
probaron escasa desaparición del ácido tartárico (o,8-1,1 0/00) quedi-x 
cen podría explicarse por precipitación del crémor-tártaro. En cuan­
to a la producción de ácidos volátiles, 3,13 0/00, manifiestan que sólo 
una parte sería producido a expensas del ácido tartárico, siendo el res­
to originado del azúcar existente (2 0/00) al comienzo del ensayo; de­
ducen en consecuencia que Laborde reprodujo más bien la picadura 
láctica que iel torcido.

Sin dejar de considerar que el Bacterium Pctvarii de los vinos italia­
nos, y tal vez el Bacterium Abbae, o bien los gérmenes estudiados por 
Laborde pueden ser realmente agentes del torcido, las únicas investí- 



gaciones sobre vinos torcidos, científicamente inobjetables son las de 
Müller-Thurgau y Osterwalder.

Estos autores investigaron (igig) numerosos vinos torcidos que te­
nían el ácido tartárico y la glicerina alterados, aislando un Bacterium 
tartarophthorum capaz de destruir activamente estas substancias, y, ade­
más, otro germen igualmente activo en la destrucción del ácido tartá­
rico, pero que atacó débilmente la glicerina, presentando característi­
cas análogas al primero, que fué designado Bacterium tartarophtho- 
rum a considerándose como una variedad. Ambos son fermentos 
maníticos.

El Bacterium tartarophthorum, que debe considerarse uno de los 
agentes típicos del torcido, ataca el ácido tartárico formando ácido 
acético y carbónico, y descompone lentamente la glicerina originando 
ácidos acético, propiónico y láctico.

4- La -fermentación maloláctica

Como anteriormente se mencionó, este es un proceso biológico que 
tiene lugar durante la formación del vino, como consecuencia del 
cual pueden mejorarse sus caracteres organolépticos, por lo que só­
lo excepcionalmente constituye una enfermedad.

Es sabido que la acidez originaria del mosto, disminuye sensiblemen­
te durante la fermentación alcohólica. Durante mucho tiempo se tra­
tó de explicar el fenómeno, por la precipitación del crémor-tártaro, 
y luego por la acción de la levadura sobre el ácido málico, u otros áci­
dos orgánicos, que algunos autores ponen en duda. Pero ninguna de 
las dos formas de disminución de la acidez, permitió explicar la des­
integración de ácidos del mosto en las proporciones en que tiene lugar.

Los verdaderos agentes del fenómeno, son bacterios, como lo sostu­
vo Müller-Thurgau en sus primeros estudios sobre el asunto en i8go, 
que comprobaron luego Kogh y Seifert, y estudiaron detenidamente 
jMüller-Thurgau y Osterwalder (igi3).

La desintegración de la acidez del mosto («Saure-abbau» de los 
alemanes), reside fundamentalmente en la fermentación del ácido má­
lico, especialmente al final de la fermentación primaria, con forma­
ción de ácido láctico y carbónico, sin originarse ácidos volátiles, o sea 
la transformación”'de un ácido bibásico en uno monobásico, que trae 
como consecuencia la disminución de la acidez total, y el enríqueci- 
miento del vino en ácido láctico.

Este es el origen 3eTacT3oTactico de los vinos sanos, que, por lo tanto, 
debe considerarse un constituyente normal del vino, como lo demostraron 
por primera vez Müller I. J. en i8g6, Kunz y Moeslinger en igoi 



y corroboraron posteriormente Roesler en 1902, Sostegni y Prandi 
en igo3, París (igo7), y confirmaron en escrupulosos estudios Ba- 
ragióla y Godet en igi2, y los autores que investigaron el asunto 
con posterioridad.

Como bien lo observaron Müller-Thurgau y Osterwalder, la 
destrucción del ácido málico no es una enfermedad, por cuanto no 
hay alteración desfavorable de los caracteres organolépticos del vino, 
sino que, por el contrario, suele ser un proceso conveniente, sobre to­
do en las regiones vinícolas que producen mostos muy ácidos, en don­
de la fermentación maloláctica contribuye a la obtención de vinos 
más armónicos.

Deben exceptuarse los procesos de destrucción de ácidos del mosto, 
causados por los mismos gérmenes de la fermentación maloláctica. que 
señalaron Müller-Thurgau y Osterwalder (igo3) en los que se 
observó una alteración idéntica al torcido causado, por la destrucción 
del crémor-tártaro, con producción de ácidos volátiles, quebradura del 
color, gusto malo, etc. Esa alteración, los autores la constataron en 
mostos pobres en ácidos y consiguieron reproducirlas artificialmente 
en mostos desacidificados.

Los agentes conocidos de la fermentación maloláctica son microco­
cos, y también bastoncitos.

Müller-Thurgau (x) en i8go comprobó que la fermentación ma­
loláctica era causada por bacterios. Posteriormente Kocn ((i) 2) en igoo 
hizo estudios sobre la misma utilizando cultivos puros de los gérme­
nes, que. no describió, ignorándose si usó bastoncitos o cocos.

(i) Müller-Thurgau, H., Ueber die Ergebnisse neuer Untersuchungen auf dem 
Gebiete der Weinbereiturig. Beri. d. XII Deutsch Wémbaukongr. in Worms. 
Mainz, 1891, p. 128.

(2) Kocn Ale., Ueber die Ursachen. des Verschwindens der Sáure bei Gñrung und 
Lagerung des Weines. Weinbaukong. Colmar. Weinbau and Weinhandel, t.
18. N° 4o, 1900.

(3) Seifert, W., Ueber die Saureabnahme in Wein und den dabei sich vollzihen- 
den Gürungs prozess. Mitt. a. d. Garungs physiol. Lab. Klosterneuburg, 1901.

Seifert (3) en igoi aisló de vinos con intensa fermentación malo- 
láctica un micrococo, que cultivó en agua de levadura, con el que con­
siguió la fermentación del ácido málico, al que llamó Micrococcus ma- 
Isj laeticus.

Posteriormente, Müller-Thurgau y Osterwalder (igi3) en es­
crupulosas investigaciones, aislaron dos micrococos más, de caracterís­
ticas análogas al de Seifert, a los que llamaron Micrococcus acido­
vorax y Micrococcus variococcus, que dan fermentación láctica del áci­
do málico y de los azúcares.



Además de los micrococos, son gérmenes activos de la fermentación 
maloláctica, el Bacterium gracile Müller-Thurgau, anteriormente 
mencionado como fermento manítico, y algunos bacterios maníticos 
como el Bacterium intermedium, que destruyen el ácido málico sin 
formar acidez volátil.

Los diversos micrococos malolácticos se distinguen por la fermenta­
ción de azúcares y glucósidos, y algunos por el diámetro de sus ele­
mentos.

5. La viscosidad, grasitud o ahilamiento

Esta alteración, como su nombre lo indica, se caracteriza por la pro­
ducción en los mostos o vinos atacados de una substancia viscosa que 
dá al líquido 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 formación de hebras como los ja-, 
rabes. Hay producción de ácidos volátiles y de CO2.

Los típicos agentes de la alteración son bacterios, estudiados por 
numerosos autores.

Pasteur señaló en vinos, gruesos elementos esféricos reunidos en 
rosario.

Kramer en 1889 describió un Bacillus viscosus yini que formaría la 
substancia viscosa a expensas de glucosa, de la cual se originaría ade­
más CO2 y manita.

Boerscii en 1898 señaló sarcinas que consideró vecinas de la Sarcina 
■flava De Bary, pero no consiguió reproducir la alteración. El ger­
men aislado según Behrens, 1896, es un micrococo.

Aderhold en 1894, atribuyó la enfermedad a un Diplococcus I, 
sin conseguir reproducirla.

Maze y Pacottet (190'i) aislaron de vinos grasos, un bastoncito 
que se comportó como fermento manítico, el que tambic[n| encontra­
ron en vinos torcidos o amargos.

Laborde al mismo tiempo en 190/), aisló de vinos grasos dos bas­
toncitos: N° 1 y N°2. El N° 1 dá fermentación alcohólica de la glu­
cosa y fermentación manítica de la levulosa. El N° 2 dá los mismos 
productos, pero no desprende CO2 y no forma manita de la levulosa (1).

Las investigaciones más completas sobre la viscosidad de los vinos, 
son las efectuadas por Kayser y Manceau (1906 a, 1906 b, 1908, 
1909), quienes aislaron de vinos grasos bacterios que estudiaron sin

.(1) Laborde, J., Sur les fermifflvts des vins gras ou filwits. Exlract. d. Procés. 
verb. d. sé anees de la Soc. d. Scienc. pliys. et Natur, de Bordeaux, 1904.
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darles nombres. Son éstos, bastoncitos, capaces de dar fermentación 
manítica. que morfológica y fisiológicamente pueden separarse en 
dos grupos. Igualmente constataron la presencia de cocos en rosa­
rios, análogos a los dibujados por Pasteur. Con los gérmenes ais­
lados reprodujeron la alteración en vinos sanos, estudiando las condi­
ciones que influyen en la misma.

Los microorganismos estudiados por Kayser o Manceau deben con­
siderarse como los típicos representantes que causan la viscosidad.

Es interesante hacer notar que las características de esos bacterios 
son análogas a las que causan la misma alteración en otras bebidas 
fermentadas, como comprobó Kayser en la sidra (1911), y en la 
cerveza (igi3).

Además de los bacterios mencionados, se han señalado en los mostos 
o vinos, la presencia de otros microorganismos capaces de provocar la 
viscosidad, sea por degeneración de la membrana celular en Algunos 
casos, por productos del metabolism'o en otros, etc., comjo por ejem­
plo Dematium pullulans, Botrytis cinerea, Tondas, y aún bacterios 
acéticos del grupo de Bacterium', rancens.

6. El amargo

Esta es una alteración propia de los vinos tintos envejecidos en bo­
tellas, que se presenta especialmente en Francia e Italia. Se caracteriza 
por el sabor amargo penetrante, característico, precipitación de la ma­
teria colorante y formación de ácidos volátiles y CO2.

Como agente de la enfermedad describió 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 puede decirse 
que no se ha aislado un bacterio en cultivo puro, que pueda conside­
rarse el típico representante que cause la enfermedad, pues faltan las 
rigurosas pruebas científicas que así lo aseguren.

Estudiaron bacterios de los vinos amargos: Perroncito y Maggio- 
ra en 1887, quienes cultivaron un bastoncito grueso con el que ha­
brían reproducido la alteración; Aderholh en i8g4, que no hizo cul­
tivos puros; Labobde (1898), quien encontró gérmenes con caracte­
rísticas análogas a los maníticos o torcidos; Bordas, Joulin y De 
JIackowski (1898 a, 1898 c), quienes aislaron un bastoncito móvil 
con el que habrían reproducido la enfermedad; Wortmann en 1900 
quien citó un Bacillus vini que no tuvo en cultivo puro y que lo ha­
bía encontrado en vinos no amargos; y, finalmente, Maze y Paco-



ttet (igo4) quienes encontraron gérmenes análogos a los de Labor- 
de, evidentemente bacterios maníticos.

Uno do los autores que más se ocupó del estudio do los vinos amar­
gos es Voisenet (1910 a 1929) quien aisló un bastoncito móvil, ae­
robio al que llamó Bacillus amaracrylus, cuya principal característica 
es fermentar la glicerina produciendo acroleína, que daría sabor amar­
go al vino. Este germen el autor lo encontró también en las aguas, y 
lo considera vecino al coli-bacilo y bacilos tíficos y paratíficos.

Las investigaciones de Voisenet sobre el Bacillus amaracrylus, no 
son aceptadas por la mayoría de los investigadores. Laborde (1917 
b), estudió gérmenes de las aguas capaces de dar acroleina de la gli­
cerina, en forma exactamente igual a los estudios de Voisenet, y 
no obtuvo desarrollo en vinos. Como bien lo sostiene Laborde, el 
Bacillus amaracrylus es, tal vez, una infección de los cultivos, que se 
aisló como el agente del amargo.

Finalmente, debe citarse a Müller-Thurgau y Osterwalder quie­
nes en 189/1 encontraron en vinos suizos amargos, bacterios análogos a 
los dibujados por Pasteur, con los que habrían reproducido la alte­
ración (según Kayser y Delaval, 1927), sembrando vinos sanos.

Además de los bacterios, se han señalado como causantes del amar­
gor de los vinos, otros microorganismos, como Botrytis cinerea, Pen- 
nicillum. glaucam y Raccodtiiim cellare.

En lo que respecta al origen del sabor amargo, no sp conoce exac­
tamente a que es debido; se sabe que es una consecuencia de la ds- 
aparición de la glicerina, que ya lo' había demostrado Pasteur; sin 
entrar a analizar las diversas investigaciones hechas, que por otra par­
te no lo demuestran en forma concluyente, parece qutei el amargo se 
debe a la polimerización, resinificación, etc., de productos aldohídicos, 
formados, según Trillat (1908-1906) y Trillat Santón (1910) a 
partir de la aldehída etílica, y según Voisenet, a partir de la acro­
leína o aldehida aerifica. Esta última substancia fué encontrada tam­
bién por Warcollier y Le Moal (1982) en sidras y peradas anormales.

Algunos autores atribuyeron el amargo a descomposición de subs­
tancias tánicas, opinión que no comparten Müller-Thurgau y Oster­
walder en base a sus observaciones.

Debe citarse finalmente, la importancia que tiene la secreción de 
oxidasas de amargor, por parte de los bacterios de la enfermedad, que 
cita Mathieu (1928), las que Duclaux anteriormente había señalado.

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 químicas o física-químicas.



7. Otras alteraciones

Finalmente, debe mencionarse el enturbiamiento o azul del vino 
champagne, que según Maze y Pacottet es producido por el Goccus 
anómalas por ellos descriptos (1904-1907), pero que según Manceau 
(1907), lo originan los fermentos de la viscosidad, actuando solos o 
asociados con levaduras o bacterios aerobios, aislando entre estos úl­
timos, un bastoncito, dos cocos y una sarcina.

La fermentación butírica, alteración completamente excepcional que 
puede producirse en vinos muy anormales, por verdaderos fermentos 
butíricos.

El olor a rata o «Maüsel-geschmack» de los alemanes, caracteri­
zado por el olor a acetamida (orín de rata) , que lo causa según Mü­
ller-Thurgau y Osterwalder, el Bacterium mannitopoeum, al ata­
car glucosa, levulosa o sacarosa, y por último:

La alteración sulfhídrica, caracterizada por la presencia en abundan­
cia de SII2, que se origina al parecer, por influencia de la levadura 
sobre el azufre Ubre, o compuestos de azufre, debido a la secreción 
de reductasas (hidrogcnasas).

No se conoce alteración sulfhídrica en vinos por acción de bacte­
rios (J).

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 vinícola, este asunto ha perdido en gran 
parte la importancia económica y el peligro que en otras épocas tuvo,

(1) He tenido oportunidad de observar un vino con elevado contenido en SH2. 
que presentaba un olor insoportable. Sei trataba de un vino de Vitis labrusca, de la 
zona vinícola de Perico del Carmen (Jujuy). La observación microscópica denotó 
abundante presencia de gérmenes, pero un rápido estudio de és¡tos, por los proce­
dimientos que mencionaré más adelante, demostró que se trataba de gérmenes corrien­
tes . de alteraciones.

Pude identificar dos especies bacterianas: un fermento manítico y un bastoncito) 
filiforme capaz de destruir ácidos málico, cítrico y tartárico, evidentemente una ce­
pa del Bacterium acidovorax que más adelante describiré.

La producción de SH2 en este caso no debe, por lo tanto, atribuirse a actividad 
bacteriana, obedeciendo tal vez su existencia, a algunas de las causas anteriormente 
enumeradas, por cuanto la formación de SH2 en vinos, por reacciones químicas, nó 
ha sido aún comprobada.



en los comienzos del presente siglo constituyó un gran problema a 
resolver en la enotecnia argentina.

Ya en igo3 en los informes de la Comisión Nacional encargada de 
investigar el estado de la industria, manifestaba P. N. Arata, refi­
riéndose a las enfermedades de los vinos, que esta era la «condición 
de nuestros vinos de Cuyo, mal elaborados», señalandjo las diversas 
causas de deficiencia de técnica que la ocasionaban.

Puede formarse una idea aproximada de la importancia que en esa 
época tenían las alteraciones de los vinos, en la observación del estudio de 
los ingenieros agrónomos P. y J. Lavenir (igo5), sobre la compo­
sición del vino de Mendoza, en el cual, de 877 muestras analizadas, 
82 presentaban caracteres de vino manítico, es decir, que el 21.75 0/0 
de los vinos investigados tenían esta alteración. A título ilustrativo 
transcribo un extracto de los datos analíticos de los principales vinos 
enfermos estudiados, de Mendoza (cuadro N° 1).

A pesar de que las enfermedades de los vinos constituyó un gran 
problema, no se ha efectuado en el país un estudio de carácter 
científico 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
grafía de este asunto es completamente nula

Pacottet en su libro sobre la vinificación en la provincia de Men­
doza (ign) se refiere también a las alteraciones bacterianas, trans­
cribiendo íntegro el estudio realizado en vinos europeos conjuntamen­
te con Maze (igo4). 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 más respandidos, dice, son los microbios de la graise y de la 
tourne». Además, dicho autor manifiesta haber encontrado en vinos 
blancos de Chile y Argentina, en botellas, el Coceas anómalas 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 más 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 completamlente diversos, que, 
aún pudiéndose comprender en los grupos conocidos, presentan di­
ferencias morfológicas o fisiológicas suficientes para desvirtuar las 
afirmaciones de Pacottet.

Recuerdo a propósito, que con respecto al problema de las enfer­
medades de los vinos, manifestaba el ingeniero agrónomo José Alaz-



C
om

po
si

ci
ón

 quí
m

ic
a de

 alg
un

os
 vin

os
 ma

ní
ti

co
s ar

ge
nt

in
os

, se
gú

n P
. y 

J.
 La

v
en

ir



raqui (x), uno de los principales propulsores de la técnica vinícola en 
el país, «que eran necesarias investigaciones propiais para opinar res­
pecto de lo que ocurría entre nosotros».

En general se han aplicado en el país, en la lucha contra las alte­
raciones bacterianas, las normas técnicas de los principales países de 
Europa, adaptadas a nuestra modalidad vinícola, sin ocuparse de la 
investigación científica de los agentes que la causan, o del estudio de 
otros procesos bacterianos comunes en el vino, como la desintegración 
de la acidez, que no lo perjudican en sus caracteres orgalépticos.

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

En las regiones de clima cálido como en las de Cuyo, las altera­
ciones lactomaníticas constituían uno de los mayores inconvenientes 
de la industria, como se observó en el estudio de los ingenieros La- 
venir, agravado por su presentación durante la fermentación alcohó­
lica del mosto. El torcido igualmente contribuía a complicar el pro­
ceso de la obtención de vinos sanos.

Con el progreso de la técnica vinícola y la generalización de las ope­
raciones de acidificación y refrigeración de los mo|StO|S, grandes pre­
ventivos de las alteraciones maníticas, y de la sulfitación, que además 
favorece la fermentación alcohólica normal, como así mismo de la 
pasteurización 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 problemla en las zonas vinícolas de 
enotecnia atrasada, en donde la vinificación se efectúa sin seguir a 
veces preceptos elementales de higiene, y sin el empleo de las maquina­
rias o procedimientos modernos que tienden a. eliminar esos inconve­
nientes.

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

Igualmente en otras regiones vinícolas pequeñas, conto Jujuy, En­
tre Ríos, etc., 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 está relegado, por otra parte, en la generalidad de 
los casos, a bodegas pequeñas, poco higiénicas.

(1) Alazraqui, J., Apuntes’de Enotecnia (publicados por el Cent. Est. Agron, 
Buenos Aires, 1927).



En San Juan suelen ser frecuentes aún las alteraciones lactomaníti- 
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 conservación; pero con todo suelen encontrarse 
vinos hechos, con bastante posterioridad a su elaboración, 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
rácter científico y práctico que presenta la investigación 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 fermentación 
vinaria, pues es lógico 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 país algunos 
estudios que no es del caso citar aquí, los que isi bien no han resuel­
to el problema del conocimiento de nuestras especies y variedades de 
levaduras, dan por lo menos una orientación que permite aplicar a la 
práctica industrial isus resultados.

No ocurre lo mismo, como hemos visto, con respecto a la flora 
bacteriana del mosto; por eso he considerado útil 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 
República Argentina sólo constituye una contribución a su conoci­
miento, basadas en experiencias personales.
> Durante todo el proceso de la vinificación, se encuentra el mosto 
en la posibilidad de contaminación bacteriana, ya sea por la flora mi­
crobiana acarreada con las uvas, por la falta de limpieza de las va­
sijas de fermentación o locales respecti vos, por las operaciones eno­
técnicas correspondientes, etc.; el vino hecho presenta igualmente du­
rante su manipuleo, numerosas ocasiones de contaminarse. Por estas 
causas, es difícil 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 país, Capital Federal especialmente, y vi­
nos alterados obtenidos directamente en las bodegas de las zonas de 
producción. He investigado vinos en elaboración, vinos hechos, y en 
algunos casos vinos de algunos años de estacionamiento; en cuanto a 

resultados.de


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, Río Negro y Capital Federal. En síntesis, 
he tenido oportunidad de examinar los diversos tipos de vinos que se 
obtienen en el país; 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 vinícolas geográficamente 
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 elaboración, y durante los diversos períodos de 
la misma, para poder así aclarar las inevitables dudas restantes.

Los vinos utilizados, como he dicho, tienen origen muy diverso ; al­
gunos provienen de las grandes zonas vinícolas de Cuyo, mientras que 
otros son originarios de comarcas de pequeña elaboración y menos im­
portantes como Río Negro, La Rioja y Catamarca y aún vinos ela­
borados en la propia Capital Federal.

Estos vinos han sido obtenidos, en algunos casos, en las propias bo­
degas de elaboración y existe en consecuencia mayor seguridad de que 
su composición química sea el fiel resultado de la alteración 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 último 
caso, la confianza que puedan suministrar los datos analíticos es más 
Emitada, 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 consideración de enfermedad; tal es, como caso general, la 
acidez volátil elevada, encontrándose 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 desaparición de algunos componentes, como el 
extracto que en vinos nuevos sólo ocurre en presencia de microbios 
que lo destruyen.

Indudablemente, lo más inobjetable sería que el investigador pose­
yera los vinos en alteración, cuyo inconveniente no siendo en las zonas 
propias de elaboración, 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 químicas ocurrí-
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das. Este último procedimiento, si bien factible, no está exento de al­
gunos inconvenientes1, como sería por ejemplo el caso de un vino que 
ya se encuentre en estado avanzado de alteración 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 quími­
co de los vinos alterados, sino más bien su estudio bioquímico, para 
lo cual, una vez aislado el gérmen, son suficientes los datos analíti­
cos más 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 analíticos, es posible 
sacar una conclusión aunque sea aproximada del tipo de alteración 
presente, y luego con el gérmen al estado puro, reproducir las altera­
ciones observadas en el vino original, sea en medios nutritivos artifi­
ciales, como he procedido, o bien en vinos sanos esterilizados y con­
seguir ¡así la comprobación.

Las investigaciones que he efectuado, consistieron en el estudio de 
la composición química de los vinos enfermos, determinando; en ba­
se a los datos analíticos, los componentes desaparecidos y los nuevos 
productos formados, para establecer, por comparación con la compo­
sición normal del vino, el tipo de alteración.

Al mismo tiempo, efectué el aislamiento do los gérmenes presen­
tes, directamente del vino, y, una vez obtenidos los bacterios en cul­
tivo puro, procedí a su estudio morfológico y fisiológico. Caractericé 
las diversas especies y comprobé en cultivos artificiales, la fermenta­
ción de las substancias desaparecidas en el vino y la producción de 
compuestos presentes en los vinos alterados, que no se encuentran en 
los vinos normales. Demostré en esta forma, que los gérmenes aisla­
dos constituían los verdaderos agentes de la alteración, lie considera­
do innecesario, por esto, la reproducción artificial de la misma en 
vinos sanos, asunto que, por otra parte, debe ser objeto de investiga­
ción especial y que ha sido subsanado con el método, d|e aislamiento 
pdoptado.

IV. METODOS SEGUIDOS EN LAS INVESTIGACIONES REALIZADAS

a) Métodos utilizados en las investigaciones químicas

Las investigaciones químicas efectuadas, consistieron en los análi­
sis de los vinos alterados, de los que se aislaron los gérmenes de las 
enfermedades, y las determinaciones efectuadas en el estudio fisioló-



gico de los bacterios en cultivo puro. De estas últimas me ocuparé más 
adelante: trataré aquí el método seguido en el análisis de los vinos.

Se hicieron en éstos algunas de las determinaciones analíticas co­
rrientes en el control oficial de los vinos, las que se efectuaron en la 
Sección Policía del Vino de la Oficina Química Nacional. Ellas fue­
ron : densidad, alcohol, extracto, cenizas, azúcar reductor y acidez 
total; siguiéndose el método establecido en las normas oficiales de aná­
lisis de vinos (1).

(1) Norma de interpretación y clasificación 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, pág. 36g y sig. 1928.
c (2) J. Pbarm. Chim. i8g3. (5), 29-103.

(3) Halenke y Móslinger, Zeits. Analyt. Chem., i8g5, t. XXXIV, p. 270.

Además efectué personalmente otras determinaciones en el Labo­
ratorio de Química Agrícola de la Facultad, que consistieron en: 
acidez volátil, ácido tartárico total, ácido láctico yj manita.

Los métodos seguidos en estas determinaciones fueron los siguientes:

Acidez volátil.

Se determinó por el método Borgmann: ,
5o c.c. de vino (o,a5 c.c. vino -f- a5 c.c. II2O destilada en vinos con mucha aci­

dez volátil), se ponen en un balón efectuándose el arrastre de los ácidos volátiles con 
corriente de vapor de H2O. El destilado se titula con NaOH y fenolftaleína co­
mo indicador. Para la acidez volátil total se agregan unos cristales de ácido tartá­
rico en el mismo balón de destilación.

Manita.

Se determinó por el método Segou (2 3) operando sobre 100 c.c. devino:
Se evaporan 100 c.c. de vino, colocados en un vaso de precipitación, has­

ta consistencia siruposa, en baño-maría. Se deja en un sitio fresco uno o 
dos días para favorecer la formación de cristales. Se extrae con alcohol de 
85° saturado de manita a la temperatura de operación, filtrando el líquido 
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 85°. Se 
filtra, evitando la evaporación del alcohol, y se toma una parte pro­
porcional del filtrado, que se evapora a baño-maría hasta consistencia sirupo­
sa, en cristalizador tarado; después de 2'1 horas se pesa la manita cristalizada.

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

Acido tartárico total.

La determinación se hizo siguiendo el método de Halenke y Mólin- 
ger (3) operando sobre 100 c.c.: >

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



0,5 c.c. de una solución al 20 0/0 de acetato de K., y i5 gramos KC1. Des­
pués de agitar, se agregan 20 c.c. de alcohol de g5° 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 solución formada por 100 c.c. de agua 
destilada, 20 c.c. de alcohol de g5° y i5 gramos de KC1. Se coloca el filtro en 
el vaso original, se agrega II2O destilada y se titula en caliente con NaOH 
y fenolftaleína. Acido tartárico, total por litro es igual a 0,3-5 X (c.c. álcali 
N/4 + 0,6).

Acido láctico.

Como no existe en el país ningún estudio sobre la determinación 
del ácido láctico en nuestros vinos, y no teniendo mi propósito ensayar 
métodos, elegí entre los diversos procedimientos de determinar el áci­
do láctico en los vinos, el que consideré más adecuado.

El método más conocido es el de Moeslinger (1) basado en la 
extracción del lactado de bario soluble en alcohol al 85 o/o, qué mo­
dificó Baragiola (2 3).

(1) Moeslinger, W., 1901. Ueber die Sdure des Weines und den Sdureruckgang, 
Zeitsch. Unters. Nahr. u. Genussmitt., 4: 1120.

(2) Baragiola, W. I. u. Godet Ch., 1912. Die Wertung der Milchsáure bei der 
Weinbeurteilung.Mitt. a. d. geb. d. Lebensmittel untensuchung u. hygiene, 3:24o.

— Baragjola, W. I u. Schüpli, O./1914- Zeits. Unters. Nahr. u. Genus. 27: 
84i-83.

(3) Bonifazi, Annales de Chimie Analytique, 1926 p. 193.
— Bonifazi-Ferre, Ann. Fals. et Fraud, 1928, p. 83.

Bonifazi (s), modificó el procedimiento Moeslinger separando ace­
tato y lactato de bario soluble en alcohol, y a su vez Michel (ip3i). 
introdujo al método Bonifazi una modificación análoga a la de Bara­
giola con respecto al original de Moeslinger.

He considerado conveniente proceder de acuerdo al método Moes­
linger modificado por Baragiola, pero con la técnica de Bonifazi 
adoptando las precauciones que se deducen de los trabajos de París 
(1907) y de Semichon-Flanzy (ig3i) en lo que respecta al arrastre 
de ácido láctico, en la determinación de la acidez volátil del vino.

Procedí en la siguiente forma:
20 c.c. de vino se colocan en una cápsula de porcelana de 5o-ioo c.c. de 

capacidad, se agregan 2 c.c. de solución de BaC12 al io o/o, se neutraliza 
con agua de barita saturada en caliente, agregada gota a gota. El viraje de 
la materia colorante y el papel de tornasol sirve de indicador. Se concentra 
a baño-maría hasta unos 20 c.c., controlando la reacción neutra con IIC1 di­
luido o agua de barita. Se lleva a un frasco de vidrio de 100 c.c., de tapa 
esmerilada, se lava la cápsula con 3-5 c.c. de agua, frotándose las paredes 
con varilla de goma, llevándose el líquido al frasco habiendo un total de 
25 c.c .Se agrega alcohol de 1950-96° goita a gota (se continúa lavando con 



las primeras porciones la cápsula), agitando hasta llegar a 100 c.c. Se deja unas 
horas hasta un día; se filtra por papel seco y 85 c.c. del filtrado se adicionan de 
i5 c.c. de una solución al 10 o/o de Na2SO4, se agita, se deja reposar io-i5 minu­
tos y se vuelve a filtrar por papel seco-, evitando en ambos casos la evaporación 
del alcohol. 70-80 c.c. del filtrado se evaporan a sequedad al baño-maría, 
en cápsula 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 cápsula fría, con exceso de HC1 
N/10 (10-20 c.c.) y fenolftaleína, llevando al baño-maría hasta cerca de tem­
peratura de ebullición y titulando el exceso de ácido en caliente con NaOH 
N/10 hasta comienzo de coloración rosada.

Se obtiene así el dato correspondiente al ácido láctico -|~ ácidos volátiles. 
Estos se determinan aparte en la forma que sigue: 5o c.c. de vino se colo­
can en un balón de a5o-5oo c.c. sobre tela de amianto, se destila con corrien­
te de vapor de H2O manteniendo el volumen constante y recogiendo 200 c.c. 
en una media hora. En vinos muy acéticos se usan 25 c.c. 25 c.c. de 
agua.

Conocida la acidez volátil se efectúa la corrección al dato de la alcalini­
dad de las cenizas.

b) Métodos utilizados en las investigaciones bacteriologicas

i . El aislamiento y cultivo de los bacterios de los vinos

Uno de los puntos de más 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 más seguro, es la reproducción artificial de la al­
teración, mediante la infección de vinos sanos con cultivos puros del 
bacterio aislado. Pero a veces es difícil conseguirlo y aún imposible, 
por desconocerse las reales condiciones biológicas del medio en el 
momento de producirse la proliferación del gérmen y comienzo de 
la alteración. Circunstancias especiales de riqueza en substancias ni­
trogenadas, en azúcar, poco grado alcohólico, reacción del medio, o 
tal vez de interrelaciones entre todos los factores que favorecen la ac­
tividad bacteriana, pueden obrar para dar oportunidad a la infección. 
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 alcohó­
lico en los vinos todavía nc> hechos, y en determinado momento se 
desarrollan activamente favorecidos por desequilibrios físicos o quími­
cos que puedan producirse, o biológicos como por ejemplo: en los 
mostos, aprovechando una inactividad pasajera de la levadura.



Por otra parte, un vino sano es antiséptico por definición, por lo 
tanto, solo alterando su normal equilibrio se puede a veces conseguir 
la reproducción de una alteración. Es así que se recurre en ciertos 
casos, a la dilución, para disminuir el grado alcohólico, al agregado: 
de substancias nitrogenadas o de azúcar, para dar alimento al ger­
men, etc.

He salvado el inconveniente de la reproducción artificial de la alte­
ración, con el aislamiento directo de los gérmenes del vino alterado, 
procedimiento que permite tener la certeza de su acción, que es co­
rroborada luego con su comportamiento fisiológico 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 más variados y todos han efectuado previamente al aislamien­
to, cultivos de enriquecimiento.

Para citar los principales mencionaré a Laborde que utilizo jugo 
de uva a veces diluido con agua de levadura, aislando sobre placas; 
a Maze y Pacottet que usaron cultivos previos de enriquecimiento 
en anaerobiosis, en caldo de porotos con 3 o/o de sacarosa, neutro o 
débilmente ácido, aislando sobre placas de gelatina del mismo medio: 
a Kayser y Manceau que usaron jugo de uva desacidificado, caldo 
de porotos, agua de levadura, agua de «touraillons», en anaerobiosis; a 
Forti que usó caldo al 2,5 o/o de extracto Liebig glucosado y acidifi- 
ficado, aislando sobre gelatina; a Müller-Thurgau y Osterwalder 
que usaron como medio de cultivo, jugo de peras poco ácidas o de 
uva desacidificado y también agua de levadura con 2-3 o/o de azúcar 
y i o/o de ácido málico o tartárico, aislando en placas a la gelatina 
o agar.

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

La preparación se efectuó en la siguiente forma:

Mosto de Malla. Fórmula de Henneberg.

Se emplean 25o gramos de harina do malta para i litro de agua. Se ca­
lienta el agua a 5o°, se agrega la malta y se mantiene en baño-maría 1/2 hora 
a 45° C., con el objeto de poner las diastasas en libertad, que pasan al líquido. 
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 reacción del iodo si 



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

La menor temperatura al comienzo de la operación, tiene por objeto per­
mitir la acumulación de dextrina, pues la amilasa tiene un óptimo a 5j° C. 
mientras que la transformación de dextrina en maltosa es favorecida por 
una temperatura más elevada (62o).

Efectuada la sacarificación, se separan las partes sólidas por un lienzo 
(granos gruesos de almidón, glumelas, etc.), y se procede a la clarificación 
del líquido. Esto se puede hacer hirviendo y filtrando por papel; pero por 
sucesivos calentamientos vuelve a precipitar, por lo que conviene, para abre­
viar las operaciones, enfriar a 5o° G., agregar clara de huevo y llevar 20 -3o’ a 
autoclave a 100o C. Una vez límpido, se reparte en tubos y se tindaliza 3-4 
días a 100o, 1/2 hora por vez.

Para solidificar este medio líe utilizado agar al 2 0/0 previo arreglo 
de la reacción a pH 6. dado que el mosto es siempre lo bastante áci­
do como para dificultar una buena solidificación.

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

Mosto de cereales. Fórmula de Henneberg.
Se emplean 25o gramos de harina de cereales (compuesta por dos parles de 

malta y una de centeno) en un litro de agua. La preparación se hace como 
para el mosto de malta, hasta la sacarificación inclusive, pero en vez de fil­
trar, se deja en reposo un rato en probetas, y luego se decanta dejando sólo 
el precipitado más grueso. El líquido decantado con el precipitado más fino 
se reparte. Se puede preparar con GaGOs o sin él. En el primer caso-, se 
agrega 3-4 °/o de CaC03 previamente esterilizado (i hora a 160o 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 tapón de vaselina-parafina, que consiste en agregar a cada 
tubo, en el momento de distribuir el mosto de cereales, una mezcla 
de partes iguales de parafina y vaselina previamente licuada. Una vez 
retirados los tubos esterilizados, del autoclave y enfriados en posi­
ción vertical, queda formado un tapón impermeable al aire y cuyo es­
pesor conviene que no sea menor de a,5 cm. ni mayor de i cm. pa­
ra que no sea dificultada la siembra.

En el momjento de efectuar ésta, se calienta exterior miau te el tubo 
a la altura del tapón, se inclina rápidamente y se deja enfriar, con lo 
que toma forma de pico de flauta quedando así, espacio suficiente pa­
ra hacer la siembra. Efectuada ésta, se vuelve a calentar exteriorm-en- 
te el tapón 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 i5’, dejar enfriar y 
entonces hacer la siembra.

Los bacterios de los vinos se cultivan muy bien en estas condiciones, 
incubando ¡a 28-80°.

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

A los dos o tres días (a veces más) hay desarrollo, que se mjani- 
fiesta casi siempre por enturbiamiento fuerte del medio, y ppr tel 
levantamiento del tapón de vaselina-parafina, debido a la formación de 
gas.

' El mosto de cereales en anaerobiosis y con GaCOs (igualmente de­
sarrollan sin éste), constituye un excelente medio de enriquecimiento 
y conservación de los bacterios de los vinos. La 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 (x), sembrando con material proveniente directamente del 
vino.

Este aislamiento directo de los bacterios, sin previo cultivo de ¡en­
riquecimiento, que por primera vezí se cita en la bacteriología de los vi­
nos, tiene la gran ventaja de hacer casi innecesaria la reproducción 
artificial de las alteraciones, que, como antes dije, presenta a veces 
muchas dificultades. Además es el único 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 efectúa la infección 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 dá iguales resultados que el de mosto de malta, 
pero como queda muy turbio es preferible el último. 



miento, un germen que si bien tiene muchas características comunes 
con los verdaderos causantes de las alteraciones, como más adelante ve­
remos, presenta, en cambio, otras, que lo destacan como tal. Es eviden­
temente un microbio accidental que se encontraba en el vino, y que ha­
lló condiciones favorables para su desarrollo en el mosto de cereales., 

Este ejemplo pone bien qn evidencia la indiscutible ventaja del mé­
todo de aislamiento directo que aquí 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 índole.

La marcha del aislamiento en el método directo es la siguiente :
Se siembra, estriando en superficie de agar de mosto de malta, el 

depósito obtenido por centrifugación del vino enfermo, y en los muy 
alterados directamente del vino, empleando el mlétlodó de la espátula 
corta (Beijerinck). Simultáneamente y en la misma caja, se estría 
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 orígenes. 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. Soria no (ig34), que 
permite aislar bajo el microscopio, colonias pequeñísimas, lo que se­
ría imposible de efectuar a simple vista.

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

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

Técnica del aislamiento.

En presencia de un vino alterado, lo primero que se efectúa es una obser­
vación microscópica, para tener una idea aproximada de su flora microbiana. 

Se anota si hay bastoncitos o cocqs, o bien ambos; en los primeros se ob­
servan las probables diferencias de forma. Pueden existir bastoncitos cortosí 
o largos, gruesos o finos, etc.; lo misrnoi en cuanto al diámetro relativo y 
forma de los cocos'.

Se hace enseguida una siembra del depósito centrifugado o bien del mis­
mo vino, si está lo suficientemente velado como para revelar un completo 
desarrollo bacteriano, llevando a un tubo con mosto de cereales en anaero­
biosis. Se incuba a 28-3o° G.



Si en el vino había bacterios acéticos, como generalmente ocurre en los vi­
nos alterados, las condiciones de anaerobiosis impiden su desarrollo, dado 
que esos gérmenes son extrictamente aerobios, desarrollándose activamente los 
microbios anaerobios, como son los causantes de las enfermedades de los vinos. 

Una vez desarrollados los gérmenes, lo que se reconoce fácilmente por e] 
levantamiento del tapón de parafina (si el mosto de cereales tenía Ca, por­
que algunos no forman gases), se hace una observación microscópica directa 
y se tiene así una idea aproximada de los microbios presentes. Estos son ge­
neralmente inmóviles, pero no es raro que en los cultivos de enriquecimiento, 
aparezcan gérmenes dotados de activos movimientos; pude constatar, a veces, 
enérgicos bacterios butíricos cuya presencia atribuyo a los esporos que puede 
contener el vino, puesto que las siembras se hicieron» asépticamente'.

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

Primer aislamiento.

Para ésto se estría con la esipátula, sob're la placa de agir da 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 operación debe hacerse lo más rápidamente 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 espátula o bisturí estéril es 
siempre fácil eliminarlas cuando son pocas.

El aislamiento simultáneo 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 proporción en que los 
diferentes gérmenes se encuentran presentes. Además, 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 observación de las colonias del 
otro cultivo nos permitirá 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 última estría colo­
nias bien separadas, como puede observarse en las fotografías que se acom­
pañan. Se incuba a estufa 28-30° C.

Picado de las colonias.

Una vez desarrolladas las colonias, lo que ocurre a los dos o tres días (a 
veces a los 4-5), se procede al aislamiento bajo el microscopio, utilizando e) 
micromanipulador mencionado. Para ello se examinan con el microscopio, las 
diversas colonias formadas en las dos partes de la caja, que casi siempre son 
las mismas.

La observación microscópica del germen, mediante un rápido preparado, 
ayuda a veces a reunir o diferenciar tipos análogos.

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 fácil, sin embargo, elimi­
narlas, porque picándolas y haciendo el cultivo en anaerobiosis no hay des­
arrollo.



Las colonias picadas se hacen desarrollar en mosto de cereales con calcio, 
en anaerobiosis, incubándose en estufa a 28-80°.

Aislamiento de purificación.

Cuando ya se obtuvo el desarrollo de los gérmenes aislados, (2-4 días) se 
efectúan observaciones microscópicas de cada uno para conocer las diversas 
formas; se tendrá así una idea aproximada de la pureza de cada cultivo. Ade­
más, como se pican dos o tres colonias de un mismlo tipo sp elige el cultivo 
que parece más puro. Se hace entonces un segundo aislamiento que tiene por 
objeto la purificación del mismo.

Se procede en forma análoga 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 sie 
llevan nuevamente a mosto de cereales con Ca, incubándose.

A veces hay colonias diferentes qué 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 infección, lo que se re­
conoce fácilmente con un poco de práctica y que corrobora un preparado 
microscópico de una colonia picada con cuidado. En tal caso no se efectúa 
su aislamiento.

Si hay falta de pureza, se comprueba si ej tipo de colonia y de germen (ob­
servación microscópica) responde a algunos de los otros tipos aislados, ie!n es­
te caso se elimina, para evitar una repetición innecesaria que alarga el ais­
lamiento.

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

Los cocos forman colonias muy pequeñas que demoran uno o dos días más 
en aparecer que algunos bastoncitos, como el Bacterium acidovorax (véase más 
adelante) o algunos maníticos, las que a veces pueden pasar desapercibidas!, 
por su forma igual a otras de tipo más grande, pero que recién se están for­
mando; por estas causas los cocos suelen aparecer como iimpurezas en los ais­
lamientos de purificación.

Esta clase de aislamiento se debe repetir cuántas veces sea necesario, para 
obtener el cultivo al estado de purezae. 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 observación 
microscópica y un nuevo estriado en agar de malta en superficie en cajas 
(una puede utilizarse hasta para cuatro gérmenes, haciendo la espátula corta). 
Debe constatarse la uniformidad de las colonias, la ausencia absoluta de Im­
purezas o infecciones, y la uniformidad en el preparado microscópico, prefe­
rible en este caso coloreado.

Otros métodos de aislamiento usados.

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



tri, he ensayado otros medios nutritivos y otros procedimientos que 
también dieron buenos resultados.

Entre los medios dé cultivo, probé con éxito el agar de caldo de, po­
rotos, utilizado por Maze y Pacottet, y el agua de levadura levu- 
1 osada.

Como método de aislamiento diferente, usé el de Liborius-Veillon 
citado por Hall 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 42°-45° C. Se agita, se efectúan diluciones, emplean­
do tres tubos en total, y se incuba a a8°-3o0 C.

Se obtienen así, en el tercer tubo, colonias perfectamente aisladas, 
si la siembra no ha sido muy densa. Resulta entonces muy fácil aislar 
las colonias bajo el microscopio, cortando el agar en rodajas, por me­
dio del micromanipulador mencionado anteriormente.

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

El procedimiento de Iqs tubos, es conveniente, cuando no se puede 
hacer en superficie, como puede ocurrir en gérmenes acostumbrados 
a la anaerobiosis, y que en o¡tras 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 lincamientos generales el método de la planilla bacterio­
lógica preparada por el Comité de Bacteriólogos Norteamericanos, in­
troduciendo en ella las modificaciones necesarias para el estudio del ti­
po de gérmenes en investigación.

A continuación detallo las diversas investigaciones efectuadas y los 
procedimientos seguidos en el estudio de la morfología, de las ca­
racterísticas del cultivo v de la fisiología.

Método de estudio de la morfología

Forma.

Se observaron los diversos cultivos hechos en medios sólidos o lí­
quidos que se incubaron en todos los casos a n8°-3oa C.

La observación en medios sólidos se efectuó haciendo preparados de 



un cultivo en agar de mosto de inalta en superficie, utilizándose el 
mismo para tomar las fotografías que se acompañan. Los preparados 
se hicieron una vez obtenido completo desarrollo (2-3 días), suspen­
diendo el material en una gota de una solución de rojo congo sobre 
el porta-objeto, haciendo luego un frotis.

Como medios líquidos utilicé-mosto de cereales, caldo de carne áci­
do o alcalino y con azúcares 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 Beijerinck 
usado en el Laboratorio de Microbiología de la Facultad, adaptado 
del Laboratorio de Microbiología de la Escuela Superior Técnica de 
Delft (Holanda).

Agua de levadura. Fórmula de Beijerinck,

Se emplean 200 gramos de levadura prensada por litro de agua.
Se deslie bien la levadura, previamente desmenuzada, en un mortero, eiw- 

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 (i5’ a 20’ a n5°-i2O° C. son suficientes); se filtra 
por papel y se completa el litro.

lie comprobado que conviene dejar reposar dos o tres días a.nles de fil­
trar. a fin de favorecer la precipitación y obtención de un líquido claro.

Una vez repartido se esteriliza a n5° C. una media, hora.
Como en la filtración siempre pasan substancias en suspensión, esterilizan­

do a alta temperatura hay nuevas precipitaciones, por lo que considero con­
veniente tindalizar a fin de aminorar el inconveniente; 3 días a 100o, 1/2 
hora por vez basta.

El caldo se preparó por la fórmula «standard» (Com. Bact. Tech.).
Extracto de carne
Peptona ...........
II2O ..................

3 gr-
5 »

1.000 cc.

Movilidad.

Se observaron todos los cultivos de medios líquidos, y como ningún 
germen presentara más movilidad que la correspondiente al movimien­
to browniano, se consideró innecesario hacer coloración de cilias. Se 
hicieron las observaciones en los cultivos jóvenes (2^-48 horas), de 
mosto de cereales, agua de levadura con hidratos de carbono o ácidos, 
etc.

Es populación.

Además de la observación microscópica negativa, en todos los cul­



tivos viejos, se constató la falta de esporos en la siguiente forma: de 
un cultivo viejo (i5 días) en superficie de agar de mosto de malta, 
se sembró en mosto de cereales en anaerobiosis. Se mantuvieron los 
tubos sembrados en agua a 85° C., durante 10 minutos: luego se incu­
baron a 28-80° C. dos semanas. La falta de desarrollo bizo innecesaria 
la coloración de esporos.

Coloración de Gram.

Se bizo por el método de Kopeloff (1 2) usando material de agar de 
mosto de malta en superficie, de 48 horas de incubación a 28-3o° C.

(1) Kopeloff, N. and Beerman, P., 1022. Modified Gram Stains. J. Inf. Dis. 
3i: 480-82.

— Kopeloff, N. and Cohén, P., 1928. Further studies on a modificaron of the 
Gram Stain. Stain Tech. 3:64-619.

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

El método de Kopeloff se efectúa como sigue: 
Solución A

Violeta de genciana o cristal violeta ............ r gr.
Agua destilada ................................................ roo cc.

Solución B 
Bicarbonato de sodio ........................... i gr.
Agua destilada ................................................ 20 cc.

En el momento de usarse se mezclan 3o gotas de la solución A con 8 
gotas de la B.

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

Kopeloff y Cohén aconsejan también una mezcla de acetona y alcohol etí­
lico al 5o 0/0. Burke (2) también recomendó 5o O/o de acetona en éter.

Se deja secar al aire y se colorea durante 10 a 3o segundos con el coloran­
te de contraste; se seca y se examina a inmersión.

La solución de iodo se prepara así:

Iodo ................................................................. 2 gr.
NaOH,Nfi ......................................... 10 cc.
Agua ...............................................................hasta 100 cc.

Método de estudio de las características de cultivo;

Colonias.
Se estudiaron las colonias formadas sobre agar de agua de levadura 



con uno por ciento de levulosa (2 0/0 de agar), en cajas de Petri, es­
triando en superficie. Se incubó 28-80° C. Después de tres días se fo­
tografiaron.

Desarrollo en estría.

Se hizo su estudio haciendo, desarrollar sobre agar de mosto de 
malta (2 0/0 de agar) sembrando de un cultivo fresco de mosto de ce­
reales, e incubando a 28-80° C.

Licuación de gelatina.-

Se usó como medio agua de levadura con o,5 o/o de levulosa y i5 0/0 
de gelatina. No se agregó más azúcar a fin de evitar un comienzo de 
licuación por la acidez que se produce a expensas del mismo, debido 
al desarrollo del germen.

Se incubó a 28*80° y después de varios días (4-5) y una vez desarro­
llado activamente el germen, se constató si había licuación, enfriando 
el medio con hielo.

Desarrollo en diversos medios nutritivos.

■ Se utilizó además del mosto de cereales, agua de levadura con; o 
sin azúcares u otras substancias hidrocarbonadas, y caldo ácido o alca­
lino y con agregado de azúcar o sin él. Como en los otros casos ise 
incubó a 28-80°, observándose el desarrollo durante varios días.

Método de estudio de la fisiología

Relaciones de temperatura.

Se efectuó su investigación haciendo desarrollar el germen en agar 
de mosto de malta en superficie, en tubos, sembrando de un cultivo 
joven de mosto de cereales. La incubación se hizo a temperatura am­
biente (i5-2O°) a 25°, a 3o°, 87° y 4a° C.

Se observó la temperatura a la cual apareció primeramente el des­
arrollo y la evolución del mismo en los diversos tubos después de unos 
días, comparándose finalmente el desarrollo máximo alcanzado en 
los diversos tubos.

Relación con el oxígeno.

El ensayo se hizo en tubos de agar de mosto de malta (2 0/0 de agar) 
en punción. La siembra se efectuó incorporando al medio maníteni- 



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 28-80° C. y se observó el desarrollo de las colonias cuando apa­
recieron. De la distribución y cantidad de las mismas en profundidad 
se dedujo la relación con el oxígeno.

Formación de gases.

Se constató en el anterior ensayo; los gérmenes que formaron ga­
ses rompieron el agar, algunos enérgicamente. Además, se ensayó en 
mosto de cereales sin calcio en anáerobiosis; los productores de agar, 
una vez desarrollados levantaron el tapón de parafina mientras que los 
otros desarrollaron bien en las condiciones anaerobias sin levantarlo.

Se observó 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 días y cuando el desarrollo era activo.

La prueba se efectuó tocando el medio con la extremidad del ansa 
sumergida en agua oxigenada, considerándose negativa sino había des­
prendimiento de burbujas.

Cultivo en leche.

Se efectuó en leche descremada tornasolada, haciéndose durante un 
mes las observaciones de acidificación, reducción del indicador, coa­
gulación y redisolución de coágulo.

Hidrólisis del almidón.

Se usó el método Eckford (1): Se agrega 0,2 0/0 de almidón soluble 
al caldo (usé agua de levadura) y se incuba 7 a 10 días. Se examina al 
segundo, cuarto, séptimo y décimo días, para ver hidrólisis de almi­
dón, reducción de la solución de Fehling y producción de ácidos, ha­
ciendo toques sea con solución de iodo, de licor de Fehling, o de 
indicador de pll adecuado.

(1) Eckford, Martha, O., 1927. Thermophilic bacteria in milk. Amer. J. of 
Hvg., 7: 201-221 (ver pág. 208).

Para el iodo, coloración azul indica hidrólisis negativa, coloración 
parcial hidrólisis con producción de eritrodextrina y coloración clara, 
hidrólisis completa con producción de dextrina v tal vez de glucosa.



En caso de completa reducción debe dosarse el azúcar con licor de 
Fehling.

Influencia de la reacción del medio.

Se utilizó agua de levadura con i o/o de levulosa de pH 5,8 que se 
repartió en tubos de ensayo (7 c.c. por c u.) esterilizándose a n5°C. 
durante 1/2 hora.

Se hizo entonces una serie de tubos de pH más ácido o más alca­
lino, agregándose ácido o álcali estéril.

Para el primer caso se usó una solución diluida de HCI previa­
mente esterilizado por tindalización (3 días 1 /2 hora por vez a 100o C.), 
que se agregó asépticamente. Se ádicionó por tubo 0,2 c.c.. o,5 c.c. 
y 1 c.c. obteniéndose, respectivamente, pH 5, 4,3 y 3,5.

Para la serie alcalina se utilizó NaOH n/10 también previamente es­
terilizada por tindalización, que se agregó asépticamente, en cantida­
des de o,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; 5,8; 6,7 y 7,6.

Para la constatación del pH se siguió el procedimiento colorimétri- 
co con los indicadores de Clark y Lubs (bromotimol azul, bromocre- 
sol púrpura, metil rojo y clorofenol azul). El valor pH más ácido es 
aproximado.

Se procedió entonces a sembrar cada tubo con un ansa de un culti­
vo joven de mosto de cereales, y se incubó a 28-3o° durante 10 días. 
Se observó el desarrollo durante este tiempo y al final del mismo se 
dosó la acidez total en cada tubo, calculándola sobre un mismo volu­
men. para obtener datos comparables.

Influencia del alcohol.

Se usó agua de levadura con 1 0/0 de levulosa que se repartió ,en 
tubos con 7 c.c. c/u., esterilizando a u5° durante 1/2 hora. Lue­
go se agregó a cada tubo asépticamente alcohol de g5°. Se obtuvo así 
una serie con 6,33, 8,53 y n,85 o/o de alcohol en volumen.

Se sembró cada tubo con un ansa de un cultivo joven de mosto de 
cereales y se incubó a 28-3o° durante 10 días. Se observó el desarro­
llo en ese tiempo y luego se dosó la acidez total, calculándose sobre un 
mismo volumen por tubo, para obtener datos comparables.

Influencia del S02.

Se usó HaO de levadura con 1 0/0 de glucosa que se esterilizó a 



n5°C. durante 1/2 hora repartiéndose en tubos, 8 c.c. en cada uno.
Se agregó entonces a cada: tubo asépticamente el SO2, obteniéndose 

una serie gradual.
El SO2 se adicionó en forma de sal de K. Se hizo una solución al 

5 o/o, más o menos, de metabisulfito de K, que se esterilizó por tinda­
lización (3 días a 100o, 1/2 hora por vez); se dosó entonces el SO2 
que contenía, y luego se agregó a los tubos en las cantidades deseadas, 
asépticamente.

Se sembró con un ansa de un cultivo joven de mosto de cereales y 
se incubó a 28-3o°. Después de una semana o más (según el caso), 
de desarrollo, se dosó la acidez total calculándose con el mismo con­
tenido de líquido por tubo para obtener datos comparables. 
Fermentación de hidratos de carbono y otras substancias.

Para los ensayos de fermentación lie utilizado dos procedimientos: 
1) El aconsejado por el Comité de Bacteriólogos Norteamericanos o 
sea la fermentación en medio sólido y constatación de la misma, por 
la variación del pH, usando indicadores adecuados. 2) La fermenta­
ción en medio líquido, comprobándose la misma por el dosaje da la 
acidez producida.

Con algunos gérmenes (bacterios maníticos) usé sólo este último 
procedimiento, dado que en el medio básico empleado para la fermen­
tación no se desarrollaban bien, y no investigué otro, que fuera con­
veniente (*).

Fermentación en medio sólido.

He usado como medio básico para el estudio de la fermentación 
por este procedimiento, la digestión de caseína. Este medio se preparó 
por la fórmula usada en nuestro Laboratorio que es una modificación 
introducida por el ingeniero S. Soriano al método de Kulp y Rett- 
ger ( ■) de fermentación de hidratos de carbono, para lactobacilos.

La fórmula adoptada lia sido la siguiente:
II2O destilada ................................ ........... 900 cc.
Digestión de caseína ................... ........... 100 cc.
Extracto de carne ......................... ........... 3 gr.
Peptona ........................................... ........... 10»
Bromo cresol púrpura .................. ........... 0,02 gr.
Agar ........................................... ........... 5 gr-

(1) En la, digestión caseína ensayada hubo desarrollo y fermentación, neta con le­
vulosa en todos los casos, solo a veces con otros azúcares.

(2) Kulp y Rettger, Journ, of Bact. 9: 357-94, 1924.
Véase también Hunt y Rettger, Journ. of Bact., 2O:6i-83, 1980; y la mo­

dificación a la fórmula de Kulp y Rettger, usada por Weaver, Journ. of In- 
fect. Diseases, 5i: 278-79, 1982.



Se prepara primeramente de digestión la caseína usando la siguiente fór- 
muía:

Caseína en polvo .......................................... io gr.
Carbonato de Na. al i o/o.......................... 100 cc.
Tripsina fresca (o panc.reatina) .................. o,i5 gr.

Se calienta la solución de carbonato de sodio hasta ebullición, se agrega 
poco a poco la caseína, hirviendo siempre y agitando, hasta que esté di­
suelta. Se enfría a 4<>o, se agrega la tripsina disuelta previamente en un po­
co de agua, luego i c.c., aproximadamente, de cloroformo; se «agita bien, se 
tapa con un tapón de goma o corcho con un dispositivo de tubo de goma 
con lengüeta que sirva de válvula de seguridad para los gases, y se hace 
digerir a 37o 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 digestión do caseína, se agita, sje 
enfría a 5o°, más o menos, so agrega clara de huevo y sje lleva a autoclave 
1/2 hora a 115o para coagular.

Se filtra por algodón, se arregla la reacción a pH 6,6 con ácido clorhídri­
co diluido, se incorpora el indicador y el agar, y se lleva a autoclave para di­
solver *( 10-15 minutos a 110o bastan).

El indicador puede agregarse cómodamente de la solución alcohólica usada 
corrientemente en la determinación colorimétrica del pH. La evaporación del 
alcohol al llevar a autoclave, evita la dilución.

Se filtra por algodón, se reparte en tubos (7 a 8 c.c. más o menos) y se 
esteriliza a 120o, 20 minutos.

Los azúcares u otras substancias se esterilizaron por tindalización, 
tres días a ioo° 1/2 hora por vez y ¡se agregaron asépticamente. Para 
esto se calentaron los tubos al baño-maría, y una ¡vez licuado el agar, 
se enfrió a 42-45° (para evitar desdoblamientos de azúcares, etc.), se 
incorporó la substancia, agitando para homogeneizar, y se enfrió 
en la corriente de agua.

Las substancias se adicionaron al 1 0/0, preparándose soluciones 
acuosas concentradas (10 o/o). Prácticamente, para los tubos de 7-8 
c.c. se agrega un c.c. de la solución concentrada.

La siembra se hizo e n punción, con un ansa de cultivo fresco de 
mosto de cereales, incubándose a 28-80° durante 102 semanas. La 
constatación de la fermentación se tuvo en la acidez producida que 
hizo virar el indicador.

Como medidas de seguridad se tuvo la precaución 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 azúcar, pero sembrado.

En todos los ensayos que resultaron negativos se combinó la prue­
ba con un germen que diera positivo a fin de asegurarse la posibili­
dad de fermentación en ese medio.



Además de la digestión de caseína he ensayado otros medios, pero 
ofrecieron dificultades para comprobar la fermentación. Esto ocurrió, 
por ejemplo, con el agua de levadura y el agua de levadura autoliza- 
da, que en los tubos sembrados sin agregado de azúcares u otras subs­
tancias fermentativas, después de la incubación presentaron viraje 
del indicador. Ello se debía, sin duda, a las pequeñas cantidades de 
substancias hidrocarbonadas que tenía el medio. Aún haciéndolo fer­
mentar previamente con colibacilo o levadura, se presentó este incon­
veniente.

Fermentación en medio líquido.

He seguido en estos ensayos, aproximadamente, el que utilizaron 
Müller-Thurgau y Osterwalder en sus investigaciones.,

Gomo medio básico usé agua de levadura. Aquellos autores también 
usaron este medio que prepararon en la siguiente forma: Un kilo de 
levadura prensada se deslíe y se calienta en 10 1. de aguá corriente, 
agregándose 10 gramos de ácido málico. Este tiene por objeto asegu­
rar la esterilización que se efectúa a 100o C. Después de más de dos se­
manas se filtra y se reparte. La fermentación la efectuaron! en fras­
cos de 100-^00 c.c. de capacidad usando cierres de fermentación.

En mis ensayos usé agua.de levadura preparada según la fórtmula 
de Beijerinck, que ya mencioné, y además agua de levadura autoli- 
zada preparada según la mismla fórmula haciendo la autolisis por el 
método empleado en el Laboratorio quS es el siguiente (x):

200 gramos de levadura prensada se desmenuzan con las manos. Se coloca 
en un Erlenmeyer grande, se rocía con poco cloroformo y se agita durante 
un buen ralo hasta que se haga dificultoso por los grandes grumos que se 
forman. Se tapa entonces dejando una válvula de seguridad, como en la di­
gestión de cafeína, y se deja en entufa a 3-j-4o° durante 24 horas.

Se agrega agua hasta i litro, agitando para hacer una pasta homogénea y 
se elimina en lo posible el cloroformo al baño-mar ía. o con refrigerante pa­
ra recuperarlo. Se entibia a 5-0° más o menos, se agrega clara de huevo 
y se lleva a autoclave para coagular a 120o durante i5 minutos.

Se filtra por papel, se reparte v se esteriliza a 120o durante 20 minutos.

Por los dos métodos de preparar el H >0 de levadura se tiene un lí­
quido con pll más o menos 6, que es el más conveniente para los 
gérmenes que he estudiado. Tanto con el agua de levadura autolizada,

(i) Las diversas elaboraciones de ambas formas de preparar el agua de levadura, 
que he utilizado, se distinguen por un número entro paréntesis. Cuando no se men­
ciona que agua de levadura se utilizó, se entiende que corresponde la corriente, sin 
autolisis.

agua.de


como con el agua de levadura corriente, he hecho los ensayos de fer­
mentaciones en tubos comunes con 7 u 8 c.c. de líquido. Las subs­
tancias se agregaron como en el medio sólido, asépticamlente, de so­
luciones concentradas previamente esterilizadas por tindalización. Se 
adoptaron las mismsa precauciones que con el otro procedimiento.

La siembra se efectuó también de un cultivo fresco de mosto de 
cereales agregando dos o tres gotas pequeñas. Después de incubar a 
28-3o°, durante cierto núintero de días, se dosó la acidez total con 
NaOHn/10 y fenolftaleína y se dedujo la fermentación de la diferen­
cia de acidez entre el medio con la substancia fermentativa; sembrado; 
y el medio sembrado, pero sin agregado de substancia.

Fermentación de ácidos.

Este estudio debió hacerse forzosamente en medio líquido. He pro­
bado hacer el ensayo en medio sólido, con las sales de los ácidos, cons­
tatando la fermentación por el viraje de los indicadores hacia el ran­
go alcalino en caso positivo, debido a la fermentación del grupo or­
gánico del ácido, pero he tropezado con muchos inconvenientes -en to­
dos los casos, aún cuando usara sales neutras. Por este motivo decidí 
ensayar la fermentación en medio líquido, lo que permitió, además, 
comprobar la producción de ácidos volátiles y ácido láctico, de tanta 
importancia en los bacterios de los vinos.

Se empleó levadura preparada por los métodos mencionados, que 
se repartió en tubos de ensayos grandes, en cantidad del 5o c.c. y a 
a veces en Erlenmeyers de 200-25o c.c. de capacidad, en cantidad de 
ioo-i5o c.c.

Después de la esterilización, se agregaron asépticamente los ácidos 
o sales estudiados, de soluciones concentradas, esterilizadas previamen­
te por tindalización (3 días 1/2 hora por vez a 100o). A los tubos 
testigos se agregó agua destilada estéril, a fin de compensar dilucio­
nes.

Se sembró con 4-5 gotas de un cultivo fresco de mosto de cereales 
y se incubó a 28-3o°, durante un tiempo variable.

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

Se dosó al final de la fermentación la acidez total, la acidez volátil, 
acidez fija, y el ácido láctico en cada tubo, y por comparación con los 
correspondientes testigos se tuvo el índice de la fermentación.

Los detalles de la interpretación de la misma los daré encada caso, 
lo mismo que las modificaciones que a veces introduje a este proce-
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dimiento. Los métodos usados en estas determinaciones químicas fue­
ron : >

Acidez total. Sobre 5 o io c.c. con NaOH N/io y fenolftaleína.
Acidez volátil. Sobre io c.c. por arrastre con corriente de vapor 

en el volatímetro Cazenave, desando la acidez sobre Iqs ioo c.c. ¡de 
destilado, con NaOH N/io y fenolftaleína. El agua de levadura es 
un líquido muy denso y forma mucha espuma; por esto la destilación 
fué a veces dificultosa, siendo necesario en ciertos casos hacerla en 
balones grandes como en la acidez volátil de los vinos.

Acidez jija. Por diferencia.
Acido láctico. Se determinó por un procedimiento análogo al 

usado en los vinos. 20 c.c. del agua de levadura cuidadosamente der 
cantada a fin de evitar arrastre de la masa bacteriana, se adicionan 
de 2 c.c. de BaCb al 10 o/o y se neutraliza gota a gota con aguaflde 
barita saturada en caliente, agregando unas gotas de fenolftaleína. Se 
sigue el método comlo en los vinas, con la diferencia que se¡ lleva' a. 
una probeta de*5o c.c., para lo cual la concentración al baño-maria 
se hace hasta 10.12 c.c.; 4o c.c. del filtrado alcohólico se adicionan 
de 5 c.c. de la solución de NaaSO/j, siguiéndose luego en la misma 
forma que para los vinos.

El método utilizado es análogo al que usaron Müller-Thurgau y 
Osterwalder en sus ensayos, quienes emplearon el procedimiento 
original de Moeslinger.

Los mismos métodos químicos usados para la fermentación de áci­
dos, fueron empleados para el estudio de los productos de la fermenta­
ción de glucosa, levulosa, glicerina y manita que tambiqn se hicieron 
en tubos de ensayos con 5o 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 únicamente los datos de origen y composición de los últi­
mos.

Pude constatar dos tipos de alteraciones en los vinos estudiados: 
las fermentaciones lactomaníticas y el torcido; agrupo, en consecuen­
cia, de acuerdo a esto, los vinos cuyo origen, características organo­
lépticas y composición química describo a continuación. Las cifras del 
análisis, correspondiente a los vinos en que el mismo se efectuó, se 
encuentra en el cuadro N° 2.





i. Vinos con fermentación lactomanítica

Vino /Vo 1

Origen. Provincia de Catamarca, Dio. Pomán. Tomadp directamen­
te del envase original en la bodega.

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

Observación microscópica. Presentaba tres formas bacterianas fácil­
mente diferenciales: 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 sólo se disponía de unos centímetros cúbicos no pudo efec­
tuarse el análisis químico, siendo únicamente posible la caracterización 
de manita por evaporación, presentándose abundantísimos cristales. Se 
trataba, evidentemente, de un vino blanco común de la zona, con fer­
mentación manítica.

Vino N° 2

Origen. Provincia de Catamarca, Dto. Pomán. Tomado directamenr 
te del envase original en la bodega.

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

Observación microscópica. Como en el caso anterior se podían 
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, constatándose solamente la 
abundante presencia de manita.

Constituía este un caso completamente análogo al anterior: un vino 
blanco con fermentación manítica. Como podrá verse más adelante, 
presentaban exactamente los mismos gérmenes, dos de ellos: el coco 
y el bastoncito fino, sólo encontrado en esos vinos.

Vino N° 3

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

Caracteres organolépticoos. Vino blanco de uva moscatel de olor 



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. Dejándolo reposar, después de mucho tiem­
po se forma un abundante depósito, en el fondo, quedandoi el líquido 
completamente límpido.

Observación microscópica. Se pudo advertir la presencia de bas­
toncitos gruesos, cortos y largos unidos en cadenitas.

Composición química. Es difícil juzgar en presencia de los da­
tos analíticos de un vino encontrado en el comercio, cuáles son las 
transformaciones que ha sufrido en su composición natural, por la 
acción bacteriana, como ocurre en el presente caso, dado la alcoholi­
zación a que se somete este tipo de vino al salir de bodega y el agre­
gado de azúcar. Pero, la presencia de manita en abundancia, la aci­
dez volátil elevada y la cantidad de ácido láctico (5,1 o/oo) muy supe­
rior a lo que parece ser lo normal en nuestros vinos, que, según vere­
mos más adelante, oscila alrededor de i,5 o/oo (vinos tintos de Men­
doza), y, además, el extracto elevado, muy por encima de lo normal 
de este tipo de vino en esa zona, indican que presentaba una alteración 
lactomanítica muy pronunciada.

Vino N° 4

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

Caracteres organolépticas. 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 depósito bacteriano y desprendimiento de 
burbujas; puesto en reposo se aclara depositando en el fondo tel pre­
cipitado.

Observación microscópica. Presencia abundante, sin centrifugar 
el vino, de bastoncitos gruesos cortos y largos, a veces unidos en cade­
nitas.

Composición química. Por las mismas consideraciones que en el 
caso anterior (vino N° 3), el presente vino debe considerarse pre­
sentando fermentación lactomanítica, como se comprueba por su aci­
dez total y volátil muy elevadas, Su alto contenido en ácido láctico y 
por la presencia de manita.

Vino N° 5

Origen. Encontrado en la bodega que lo elaboraba en la Capi­
tal Federal, al final de la fermentación. Vinificación en condiciones
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completamente deficientes en cuanto a técnica e higiene; 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, característico, sabor amargo metálico, repugnante, 
que dejaba larga sensación en el paladar, aspecto completamente tur­
bio, difícil de clarificar; sin embargo, después de un largo tiempo de 
de reposo quedó perfectamente límpido, probablemente por inactividad 
del microbio, al concluirse las materias fermentescibles.

Observación microscópica. Corroboró la anterior observación por 
la existencia de gérmenes en cantidad no muy elevada, lo que era indi­
cio de que la alteración había sido encontrada en sus comienzos. Los 
microbios presentes eran bastoncitos cortos y gruesos, de a dos, tres 
o cuatro y escasas cadenitas, y además cocos aislados o de a dos.

Composición química. Como puede verse por los datos de, la aci­
dez total y ácido tartárico, se trataba de un vino que seguramente no 
había sufrido ninguna corrección de su acidez, pero conservando tal 
vez inatacado su ácido tartárico.

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

Resulta algo difícil con estos datos establecer el tipo de alteración 
presente; máxime si se tiene en cuenta que no se pudo caracterizar 
netamente la manita, sino apenas unos cristales aciculares, poco dife­
renciales. Llama también la atención el contenido elevado de cenizas 
(¿vino adulterado?).

Pero, dado que el ácido tartárico parecía que no había sido ataca­
do y por sus caracteres organolépticos y regular contenido en ácido 
láctico, puede suponerse que presentaba una fermentación' láctica.

Efectivamente, una muestra del mismo vino dejada embotellada en 
condiciones anaerobias, presentaba después de 10 meses una acidez 
volátil total de 2,4i o/oo en ácido acético y su contenido en ácido lác­
tico había subido a 5,26 o/oo de 2,5i c/oo que se dosó al aislar los 
gérmenes.

Vino N° 6

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

Caracteres organolépticos. Vino criollo acaramelado, olor acé­
tico, gusto ácido pronunciado, aspecto turbio. Dejado en reposo se cla­
rifica formando un depósito en el fondo del recipiente que con la agi­
tación se eleva.



Observación microscópica. Se reconocieron bastoncitos gruesos en 
cadenitas, o bien unidos de a dos o tres y además un coco a veces en 
diplococo.

Composición química. La interpretación de los datos analíticos 
de. este vino ofrece mayores dificultades que el anterior, pues, salvo la 
acidez volátil elevada, los demás datos no ayudan mayormente. Ade­
más, no se pudo caracterizar la manita en forma indudable y su con­
tenido en ácido láctico no es muy elevado. Pero, probablemente se tra­
ta de un vino originariamente pobre en ácido láctico, que sufrió fer­
mentación láctica.

Vino N° 7

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

Caracteres organolépticos. Vino tinto, único vino tinto maní- 
tico que he encontrado; olor acético pronunciado, sabor agridulce. As­
pecto turbio y deposición análoga a los otros vinos maníticos.

Observación microscópica. Bastoncitos pequeños de a dos.
Composición química. Los datos analíticos que permiten hacer 

un juicio rápido de la alteración son: el extracto muy elevado en re­
lación a lo normal en los vinos tintos de Cuyo, lo que se explica por 
la manita presente, la acidez volátil elevada, y el contenido en ácido 
láctico relativamente grande.

Se trata de un vino con fermentación lactomanítica.

2. Vinos torcidos

Vino N° 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, característico, sabor acre-insípido, desagradable. Aspecto tur­
bio y decolorado, con la materia colorante parcialmente precipitada y 
oxidada, formándose con el reposo un depósito en el fondo del reci­
piente, fácilmente disgregable por agitación y que se eleva en el lí­
quido.

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

Composición química. Observando los datos del análisis, llama la
14FAC. AGRON. ----- VIII, II
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atención la desaparición del ácido tartárico y la disminución del ex­
tracto. Estos datos unidos a la acidez volátil elevada, al buen conte­
nido en ácido láctico y a la ausencia de manita, indican un caso evi­
dente de fermentación tartárica, que se corrobora coa los caracteres 
organolépticos del vino.

Vino N° 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, característico, sabor acético-amargo-acre desagradable. El as­
pecto es bastante velado, con la materia colorante en estado anormal, 
presentándose como decolorado. Con el reposo se forma un depósito 
incoherente en el fondo del recipiente, que con la agitación se eleva 
en la masa, como en los vinos maníticos.

Observación microscópica. Presentaba bastoncitos finos y lar­
gos unidos en cadenitas,, y cocos de a dos.

Composición química. Como puede verse, este vino presenta ele­
vada acidez volátil y buen contenido de ácido láctico; además, como 
en el Vino anterior, su extracto estaba completamente disminuido en 
relación a lo normal en estos tipos de vino. Si bien el ácido 
tartárico no desapareció completamente, se presume que tiene que 
haber sido mucho menor que su contenido original, aunque no lo he 
podido comprobar, dada la precipitación y oxidación parcial de la 
materia colorante que se observó. Se trata también de un caso de fer­
mentación tartárica.

Vino N° 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 depósito y precipitación de la materia colorante.

Observación microscópica. Abundancia de bastoncitos finos y 
largos unidos de a dos o tres o en cadenitas enmarañadas, y además 
cocos de a dos.

Composición química. La conclusión que se saca de los datos 
analíticos de este vino son análogas a los dos anteriores: extracto 
sensiblemente disminuido, ácido tartárico desaparecido, gran conte-



nido en ácido láctico y ácidos volátiles; por consiguiente, de acuerdo a 
sus caracteres organolépticos, puede considerarse con fermentación tar­
tárica.

Fúio N° 11

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

Caracteres organolépticos. Vino blanco, tipo semillón, de olor 
acético pronunciado, y sabor acre-ácido desagradable. Aspecto turbio, 
pero con el reposo se aclara depositándose abundantemente una masa 
fácilmente disgregable, que se eleva en nubes al agitar.

Observación microscópica. Abundante presencia de bastoncitos fi­
nos.

Composición química. Las determinaciones que faltan en el aná­
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 alteración, pero, considerando que el extracto es muy bajo, con to­
do que se trata de un vino blanco, y que su acidez volátil y ácido lác­
tico son elevados, y que hay ausencia de manita, puede deducirse de 
acuerde! a los caracteres organolépticos, que se trata de un vino con 
fermentación tartárica.

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 características semejantes: 
son anaerobios facultativos, no esporulados, inmóviles, no licuantes de 
gelatina, Gram positivos, no segregan catalasa, no hidrolizan el almi­
dón, desarrollan escasamente en leche y en medios nutritivos sin ali­
mentos hidrocarbonados, son activos fermentadores de azúcares y otras 
substancias ternarias.

Por sus caracteres morfológicos y fisiológicos, los gérmenes estu­
diados pueden agruparse en ocho especies.

Como las características de cinco de las ocho especies difieren fun­
damentalmente de las descriptas hasta la fecha, he resuelto conside­
rarlas como nuevas dándoles nombres, hasta tanto no se haga un es­
tudio comparativo con todas las cepas de bacterios de los vinos que se¡ 
conocen. La clasificación de las cepas estudiadas fué hecha siguien-
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do el criterio Müller-Thurgau y Osterwalder, que son los auto­
res que más se ocuparon del estudio de los bacterios de los vinos, quie­
nes atribuyeron mucho valor a la fermentación de substancias para se­
parar las diversas especies.'

Sin dejar de considerar la importancia que tienen los modernos co­
nocimientos sobre los bacterios de las fermentaciones, y los estudios 
sobre clasificación de fermentos lácticos (como son los de los vinos) 
de Orla-Jensen (igig), 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 posición taxonómica! 
actual.

Es necesario hacer resaltar el valor que tendría una revisión general 
de las especies conocidas, pues muchos gérmenes, como los bacterios 
maníticos por una parte y los micrococos malolácticos por otra, y 
tal vez los bacterios del torcido, presentan tantas semejanzas en la fer­
mentación de substancias, que quizás no sea más conveniente consi­
derar a cada grupo constituyendo una especie, quedando entonces las 
actuales especies como variedades, siendo que la morfología en la 
mayor parte de los casos es análoga.

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

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

Cepa 5. Bacterium Gayoni Müller-Thurgau y Osterwalder.
Cepas 22a, 2g0, 3oi, i, 3a, 3b. Bacterium intermediam Müller- 

Thurgau y Osterwalder.
Cepa 3i. Bacterium cocciforme (n. spec.).
Cepa 22i. Bacterium Müller-Thurgaui (n. spec.).
Bacterium cocciforme, se designó así por la forma de sus elemen­

tos que son bastoncitos cortos de forma ovoide, pareciéndose a cocos, 
y a veces confundibles con éstos.

Bacterium Müller-Thurgaui, se denominó en esta forma como ho­
menaje al profesor doctor Müller-Thurgau por sus importantes es­
tudios sobre bacteriología de los vinos, realizados en colaboración con 
Osterwalder.

Con estas dos especies nuevas, se eleva a cinco el número de bacterios 
maníticos conocidos. Como todos los bacterios maníticojs, los gérme­
nes estudiados son bastoncitos gruesos que tienen como característica 
principal, la de producir fermentación láctica de la glucosa, con for­
mación de ácido láctico,, acético, COa, etc., y fermentación lactoma­
nítica de la levulosa. Además, algunas especies fermentan ácidos, co-



mo Bacterium intermedium y Bacterium Müller-Thurgaui que fer­
mentan ácido málico y Bacterium cocciforme que además de este áci­
do es capaz de fermentar el ácido cítrico. Ninguna especie de bacte­
rio manítico fermenta el ácido tartárico. Estos gérmenes son los cau­
santes de las alteraciones lactomaníticas.

Otro grupo está representado por los bacterios capaces do destruir 
el ácido tartárico y sus sales, formando ácidos volátiles, y de atacar 
la glicerina, originando el torcido. Estudié cuatro cepas, que se reu­
nen en una sola especie, muy vecina al Bacterium tartarophtliorum de 
Müller-Thurgau y Osterwalder.

Cepas 12, i5i, 34e, 21a. Bacterium acidovorax (n. spec.);
así denominada por su propiedad de atacar, ademáis del tartárico, 
ácidos málico y cítrico. Es un bastoncito filiforme, como todos los 
del torcido, que pertenece al grupo típico da bacterios de vinos des-> 
tructores de ácidos.

Otro de los grupos estudiados es el de los micrococos malolácticos. 
La característica principal de estos gérmenes es la de producir fer­
mentación láctica del ácido málico, sin originar ácidos volátiles, siendo 
los bacterios más activos en el proceso de desintegración de la acidez 
del mosto.

Estudié 7 cepas que forman dos especies:
Cepas i52, 2i3, 223, 3z, 34r. Micrococcus variococcus Müller- 

Thurgau y Osterwalder.
Cepas 3o5, 29?. Micrococcus multivorax (n. spec.).

así llamada por su propiedad de fermentar mayor número de substan­
cias, azúcares especialmente, en relación a los otros micrococos ma­
lolácticos conocidos.

Con esta especie se eleva a cuatro el número de micrococos malolácti­
cos estudiados en vinos.

Y por último, el otro grupo de microbios aislados está constituido 
por bacterios capaces de producir la fermentación láctica del ácido má­
lico, análogamente a los micrococos, es decir, serían un tipo análogo 
al Bacterium gracile Müller-Thurgau, pero que no poseen como és­
te la propiedad de fermentar la levulosa dando manita, siendo capaces, 
en cambio, de destruirla. Carecen, además, como el Bacterium gracile, 
de la propiedad de fermentar el ácido; tartárico.

Estudié dos cepas que reuní en una especie:
Cepas 3oa, 2g9. Bacterium rectiforme (n. spec.)

así designada por las características morfológicas 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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destrucción de ácidos del mosto, y que, además, son capaces do influir 
en las alteraciones, por sus propiedades de fermentar la glicerina, por 
ejemplo, o de producir a veces ácidos volátiles en la destrucción del 
ácido málico.

c) Los BACTERIOS AISLADOS EN RELACION AL TIPO DE ALTERACION

Í»E LOS VINOS ESTUDIADOS

Considerados en relación a los vinos de los cuales fueron aislados, 
los bacterios estudiados, por sus propiedades fisiológicas, responden 
ampliamente del tipo de alteración encontrada.

Los bacterios maníticos fueron todos aislados de vinos presentando 
la enfermedad de la manita, o bien picadura láctica, y ninguno fué 
encontrado en vinos cuyo ácido tartárico había desaparecido. Algunos 
de los bacterios maníticos, como Bacterium MüUer-Thurgdu» y Bac­
terium cocciforme, se aislaron de un mismo vino.

El Bacterium acidovorax, fué encontrado en vinos cuyo ácido tartá­
rico había desaparecido totalmente, o por lo menos en gran parte, 
vinos que no presentaban manita, y cuyos caracteres organolépticos, 
correspondían exactamente a esa enfermedad.

En ningún caso se encontró un germen que fuera aislado de un vi­
no que presentara caracteres de alteración, contrarios a los que por 
sus propiedades fisiológicas, pudiera dar origen el microbio. Los bac­
terios maníticos fueron, pues, aislados de vinos con picadura láctica, 
y los bacterios fermentadores de ácido tartárico, de vinos torcidos.

Por lo que respecta a los micrococos malolácticos, 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 pertmitie- 
ron constatar la presencia casi general de esos micrococos en los di­
versos vinos.

Es sabido que la fermentación maloláctica es un proceso normal en 
la vinificación, 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, habría que hacer investigaciones 
en vinos sanos, para tener la seguridad de que su presencia es debida 
a la fermentación maloláctica que hubieran ocasionado, o bien que por 
su acción han preparado el medio] para el ulterior desarrollo de los 
microbios de las enfermedades, o aún que coadyuven la acción de estos.

Como anteriormente lo he mencionado, Müller-Thurgau y Os­
terwalder pudieron comprobar la intervención activa que corres-



ponde a veces a los micrococos malolácticos, o gérmenes parecidos, en 
los procesos de alteración de los vinos, y hasta pudieron en algunos 
casos reproducir esas alteraciones artificialmente.

En cuanto al Bacterium! rectiforme, su aislamiento se hizo de dos 
vinos maníticos de la Provincia de Catamarca, que presentaban el 
mismo microbio manítico y el mismo micrococo maloláctico.

El Bacterium 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- 
lácticos, por su actividad sobre el ácido málico.

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

Vino N° i

Se aisló un bacterio manítico (cepa 290 = Bacterium intermedium 
b), un coco (cepa 29? == Micrococcus multivorax b) y un bastoncito 
maloláctico (cepa 299 = Bacterium rectiforme b).

Coincidiendo con la observación del extracto, que presentaba mani­
ta, se encontró el germen correspondiente. Los otros dos bacterios pro­
bablemente hayan intervenido en forma accesoria en la alteración, por 
su propiedad de fermentar el ácido málico. o tal vez no hayan parti­
cipado en la misma.

Debo advertir, sin embargo, que después de algunos meses no ob- 
servé formación de cristales de manita al evaporar una parte del vino 
guardado, lo que podría atribuirse a una acción posterior del Bac­
terium rectiforme presente, capaz de destruir la manita.

Vino N° 2

Se aisló un bacterio manítico (cepa 3o, = Bacterium intermledium 
c)„ un coco (cepa 3o6 = Micrococcus multivorax a) y un bastoncito 
maloláctico (cepa 3o3 = Bacterium rectiforme a). Caben exactamen­
te las mismas consideraciones que en el caso anterior, incluso la des­
trucción 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 fácilmente considerando que son vinos de una misma zona. Es­
ta misma consideración puede hacerse con respecto a Bacterium rec­
tiforme y Micrococaus multivorax, observados sólo en esos dos vinos.

Vino N° 3

Se aisló de este vino un solo germen (cepa 1 = Bacterium inter-
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médium d) perteneciente al grupo de los bacterios maníticos, en con­
cordancia, por lo tanto, con los datos del análisis químico.

Vino N° 4

Como en el caso anterior sólo se aisló un bastoncito (cepa 5 = 
Bacterium Gayoni), del grupo manítico, en armonía con el tipo de al­
teración que presentaba.

Vino N° 5

Se aislaron dos bacterios maníticos (cepa 221 = Bacterium Müller- 
Thurgaui, y cepa 222 = Bacterium intermedium a), y. además, un 
micrococo maloláctioo (cepa 223 = Micrococcus variococcus c).

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

Vino N° 6

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

Vino N° 7

Un solo germen se aisló de este vino (cepa 3i = Bacterium cocci­
forme') perteneciente al grupo manítico, concordante con el tipo de 
alteración observada.

Vino N° 8

Se aisló un bacterio destructor de ácido tartárico y otros ácidos, (ce­
pa i5i = Bacterium acidovorax b), y un coco (cepa i52 = Mi­
crococcus variococcus a). El primero responde de la alteración obser­
vada: fermentación tartárica; y en cuanto al segundo, su presencia en 
vinos torcidos además de poder explicarse por su rol en la fermenta­
ción maloláctica de ácidos, podría suponerse, de acuerdo a las obser­
vaciones de Müller-Thurgau y Osterwalder, que más adelante ana­
lizaré, que haya contribuido, además, al desarrollo de la alteración.



Vino N° 9

Se aislaron un bacterio destructor de ácidos del mismo grupo fiel 
anterior (cepa 34e = Bacterium. dcidovorax 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 alteración observada.

Vino N° JO

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

Vino /Vo 11

Solamente se aisló de este vino un bacterio del tipo acidovorax (cepa 
12 = Bacterium acidovorax a),¡ lo que permite afirmar que| la alte­
ración presentada,, era, como se suponía, una fermentación tipo tartá­
rica.

VI. ESTUDIO EN PARTICULAR DE LOS BACTERIOS AISLADOS

a) Badterium Gayoni Mí LLER-ThüRGAU y OSTERWALDER 

(fermento manítico de Gayón y Dubourg)

Cepas estudiadas. Una: N“ 1.

i. Morfología

Forma. — Bastoncitos cortos de o,8-0,9 g de ancho por i-i,4 M de 
largo; aislados o agrupados de a dos o tres, de bordes y extremos rec­
tos. I

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

Movilidad. — Negativa.
Esporulación. — Negativa.
Coloración de Gram. — Gram Positivo.



2. Características de cultivo

Colonias. — Sobre agar de agua de levadura levulosada forma 
abundantes colonias a los dos días; 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 estría. —■ Sobre agar de mosto de malta desarrolla in­
tensamente a las 48 horas en forma difusa, elevada (desarrollo espar­
cido), con lustre brillante, aspecto húmedo, consistencia mantecosa. La 
estría es opalescente con superficie rugosa; color inalterado y sin olor.

Licuación gelatina. — Negativa,
Desarrollo en distintos mjedios nutritivos. —En mosto de cereales 

en anaerobiosis desarrolla activamente a las 2 4-48 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 líquido completamente claro. Después de n 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 2 4-48 horas. Con levulosa el desarrollo es 
más activo formándose un enturbiamiento amarillento; con glucosa el 
enturbiamiento es menor y ntós blanquecino. Después; del desarrollo 
depositan formando una masa floculosa disgregable. Forma cadenitas 
cortas.

En caldo ácido o alcalino sin azúcares no desarrolla. En caldo áci­
do levulosado desarrolla activamente; en g días con i o/o de levulosa 
la acidez producida fué:

Testigo estéril ................................. 0,^9 o/oo en H2SO4
Con Bacterium Gayoni ......... 2,2.5 » » »

3. Fisiología

Relaciones de temperatura. — En agar de mosto de malta en super­
ficie desarrolla a temperatura ambiente (i5-2O° C) y en estufa a 
25°, 3o° y 37o; no desarrolla a 4a° en diez días. A temperatura am­
biente y a 25° hay buen desarrollo, a los tres días en el primer caso 
y a las 24 horas a 25°. El desarrollo es muy bueno a 3o° empezando 
a las 24 horas. Escaso desarrollo a 37o en tres días. Temperatura 
Óptima aproximada: 3o° C.



Relación con el oxígeno. — Anaerobio facultativo.
Formación de gases. —- Positiva. En agar de mosto de malta en 

anaerobiosis en tubos, desarrolla a las 2 4-48 horas, rompiendo enér­
gicamente el agar con los gases formados

Prueba de la calalasa. — Negativa.
Cultivo en leche. — A la semana de la siembra, incubando a 3o°, 

acidifica el medio en forma progresiva hasta las tres semanas, en que 
se observa una intensa acidificación. Después de un mes de desarrollo 
no hubo coagulación. No reduce el tornasol.

Hidrólisis del almidón. — Negativa.
Influencia de la reacción del medio. — La fermentación en agua 

de levadura (16) con i o/o de levulosa, después de 10 días de incuba­
ción a 3o°, dió los ¡siguientes resultados (x):

pH Acidez producida 
eiPH2SO4 °/00

3,5
4,3
5
5,8
6>7
7,6

i,34 
1,34 
i,35
1,35 
i,47 
i,47

El desarrollo comenzó a las 24 horas en todos los valores pll. ex­
cepto en 3,5 y 7,6 que fué a las 48 horas; el valor pH óptimo apro­
ximado fué igual a 5. Como puede verse en las cifras, la acidez pro­
ducida no varía sensiblemente en los diversos valores pll ¡estudiados.

Influencia del alcohol. — La acidez producida en agua de levadura 
(16) con 1 0/0 de levulosa, después de 10 días de incubación a 3o° fué 
la siguiente:

Alcohol
■ 0 // 0

Acidez producida 
en II.¿SO4%0

O i,35
6,33 i,35
8,53 i,65

n,85 1,47

Como puede verse, la resistencia al alcohol es muy elevada. El des­
arrollo comenzó a las 24 horas con 6,33 0/0 de alcohol, con 8,53 0/0 
a las 48 horas y con n,85 o/o a los 3 días.

(1) La acidez producida a que se refiere el cuadro, o los análogos, más adelante 
consignados, es la originada por la fermentación de la substancia agregada al medio, 
habiéndose descontado, por consiguiente, la acidez que se forma a expensas del me­
dio básico.



Influencia del SO2. — La acidez producida en HO2 de levadura 
(22), con 1 0/0 de glucosa, después de 12 días de incubación a 3o°, fué 
la siguiente:

2,63 0/00
2,85
2,-5
2,“.)
1,39

Agua de levadura sin SO2............................
» » » con 0,098 0 00 de SOí? ...
» » » » o,i85 » » » ...........
» » » » 0,29/i » » » ...........

» » » o,5oo » » » ...........

en H2SO4
»
»
» 
»

Como los testigos estériles de toda la serie estudiada presentaban 
igual acidez (o,55 0/00), puede deducirse de las cifras de la fermenta­
ción, que hay bastante resistencia al SO2, pues sólo con o,5ooo/oo de 
SO2 disminuyó sensiblemente la acidez producida.

Fermentación de hidratos de carbono y otras substancias. — Como 
esta parte de la Fisiología constituye el punto principal del estudio del 
bacterio, tanto por su interés práctico, debido a los productos de fer­
mentación originados, como¡ por su importancia sistemática, se resu­
men en el cuadro que sigue los resultados (positivos o negativos) ob­
tenidos, detallándose en el gráfico N° 1 y los cuadros N° 3, i y 5 
que continúan, los diversos ensayos de fermentación efectuados (1).

(1) Tanto en la descripción de este germen, como en la de los otros, sólo se in­
cluyen, debido a la falta de espacio, los principales resultados positivos excluyéndose 
los negativos.

En los gráficos, la acidez (que se expresa en H2SO4), se refiere a la originada 
por el germen en la fermentación del azúcar o substancia agregada, hecha la deduc­
ción correspondiente de la acidez producida por el germen en el mismo medio de 
fermentación, durante el mismo tiempo, sin agregado de substancia fermentescible, y 
que se conoció por el ensayo correlativo siempre efectuado. También se investigó en 
este último caso, si hubo desarrollo, por la observación microsícópioa o por la aci­
dez, comparada con testigos estériles.

Se indica en los gráficos el por ciento de substancia agregada al medio en cada en­
sayo, el número de elaboración del agua de levadura (1 =¡ levadura simple, 1.a. = 
levadura autolizada), y los días que se dejó en incubación (p.e. 60 días).

Bacterium Gayoni Müller-Thurgau y Osterwalder 
Fermentación

Glucosa ... ........ + Arabinosa .................. —
Levulosa ... ....... ... + Glicerina ...................
Galatosa ... .... . - + Manila........................ —
Lactosa -I- Amigdalina................. —
Maltosa ......... —j— Dextrina ................... —
Sacarosa ... ......... + Acido málico .......... —
Rafinosa ... ......... + Acido tartárico .......... —
Xiloxa ......... + Acido cítrico —



Como puede verse en el gráfico N° i y cuadro N° 3, la fermenta­
ción de glucosa y levulosa es enérgica. De ambos azúcares el germen 
produce ácidos volátiles, pero en mayor proporción a expensas de la 
levulosa; la acidez volátil producida fué: 1,29 0/00, de la glucosa y 
2,28 0/00, de la levulosa; de esta producen, además, manita.

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

Gráfico n.° i

Bacterium Gayoni. Energía fermentativa de los azúcares atacados

de levadura antes de la esterilización, que se hizo por tindalización (3 
días, 1/2 hora por vez a 100o). Los tubos con 5o c.c. de medio ise 
sembraron con 5-6 gotas de un cultivo joven de mosto de cereales, y 
se incubaron a 3o° durante tres semanas.

Los dos casos de fermentación de galactosa estudiados fueron posi­
tivos, pero en diferente grado; en agua de levadura (i4) fué más in­
tensa, y tan enérgica como con glucosa y levulosa.

La lactosa y la maltosa fueron fermentadas enérgicamente.



CUADRO N«3

Bacterium Gayoni — Productos originados en la fermentación de glucosa 
y levulosa
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Agua lev. (13) sin azúcares, estéril ............................0,71 0,54 0,27
» (13) sin azúcares 4- B. Gayoni................... 0,88 0,51 0,47
» (13) + 2 o/o glucosa + B. Gayoni............... 5,39 1,80 3,92

» (13) + 2 o/o levulosa + B. Gayoni.............4,02 2,79 1,74

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

En cuanto a la rafinosa los datos obtenidos sólo permiten asignar 
una débil fermentación.

La fermentación de la sacarosa se hace directamente sin previo des­
doblamiento, pues no se constató formación de manita que se habría 
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 negativo. Lo mismo se obtuvo en dos en­
sayos más efectuados: uno con lev. aut. (i), con 0,7 0/0 de azúcar 
y 5 días de incubación; y otro con lev. (iZj), con 0,6 0/0 dejando 10 
días.

La glicerina, manita, amigdalina y dextrina no fueron atacadas en 
un ensayo con lev. (i4)> durante 10 días con i,a5 o/o de substancia 
(con amigdalina 0,8 **/0).

Por lo que respecta a los ácidos, ge hicieron dos ensayos.
El ensayo correspondiente al cuadro N° j, se efectuó en agua de le­

vadura, elaboración 10. Tratándose 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 reacción muy acida del medio, al agregar los áci­
dos a ensayar, se alcalinizó el agua de levadura con NaOH en forma 
tal, que al adicionar 2,5 0/00 de ácidos diera un pH aproximado de 
5. Se usaron 10 c.c. de solución de NaOH N/i por litro de medio, que 
se agregaron a éste, antes de esterilizar. Después de la esterilización, se 
incorporó el ácido, asépticamente, de una solución al 10 0/0 esterili- 
lizada previamente por tindalización.

Para testigo del medio sin ácidos, se separó una fracción del agua 



de levadura alcalinizada, y antes de esterilizarla, se llevó a pH aproxi­
mado de 5, con HC1 al 10 0/0 igualando la dilución como en el caso 
anterior, con agua destilada.

. CUADRO N» 4

Bacterium Gayoni — Fermentación de ácidos (1er ensayo)

Acidez volátil 
total °/00 en 

ácido acético

Acido 
láctico 

°/ /00

Agua lev. (10) sin ácido, estéril............................................ 0,54 —
» (10) + 2,5 «/o» ácido málico, estéril................... 0,60 —

» » (10) + 2,5 » ácido tartárico, estéril ............. 0,60 —
» » (10) + 2,5 » ácido cítrico, estéril ................. 0,66 0,28

Agua lev. (10) sin ácidos + Bact. Gavoni............................ 1,20 0,53
£ » (10) + 2,5 o/°° ácido málico + Bact. Gayoni . . . 1.20 0,51

» (10) H- 2,¿> » ácido tartárico, + Bact. Gavoni . 0,96 0,48
» (10) + 2,5 » ácido cítrico, + Bact. Gayoni . . . 1,26 0,75

Sembrado en este medio, el gérmen desarrolló únicamente en los tes­
tigos, pero no en los tubos con ácidos. El pH parece haber sido la 
causa, pues los testigos tenían pH 5,5-5,6 y los otros pll 4-

Se agregó entonces a cada tubo de ácido (conteniendo 5o c.c. de 
agua de levadura), i c .c. de sol. N de NaOH estéril para llevar apH 
5,8-6 y también 2 o/o de glucosa a todos los tubos incluso los testigos, 
para facilitar el desarrollo. Se sembraron y se incubaron a 3o° duran­
te un mes.

De los datos analíticos puede deducirse que no hubo fermentación, 
pues el contenido en ácidos volátiles y de ácido láctico fué igual en 
los testigos y en los tubos con ácidos. No se incluye el dato de la 
acidez total y de la acidez fija, debido a la diferente alcalinización que 
sufrieron los tubos con ácidoh y el testigo.

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

En el ensayo del cuadro N° 5, se usó agua de levadura, elabora­
ción i5, que se alcalinizó con NaOH hasta llevarla a pH 6,5, este­
rilizándose entonces por tindalización, una vez repartida en tubos de 
5o c.c. cada uno.

Se agregó después a cada uno, asépticamente, un c.c. de una solu­
ción al io o/o del ácido a investigar, obteniéndose así una concentra.- 
ción de i,g6 o/oo, y un pH aproximado de 4,5; al testigo no se 
agregó ácido de ninguna especie quedando con el pH original. Se 
sembró con unas gotas de un cultivo fresco de mosto de cerealejs, y se 
incubó a 3o° durante 3 semanas.



CUADRO N°5 
*Bacterium Gayoni — Fermentación de ácidos (2o ensayo)
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Agua lev. (15) sin ácidos, estéril..................... 0,59 0,45 0,22 0,11
> » (15) » + B. Gayoni ................................ 0,61 0,42 0,27 —

>- > (15) + 1,96 °/°° a. málico, estéril ........... 2,25 0,39 1,94 0.26
> (15) + 1,96 » » + B. Gayoni . 2,40 0,45 2,03

* > (15) + 1,96 » a. tartárico estéril ......... 1,96 0,60 1,47 .—
» » (15) 4- 1,96 » » + B. Gayoni 1,96 0,54 1,52 —

* » (15) + 1,96 a. cítrico, estéril............. 1.91 0,66 1,37 —
* > (15) 4- 1,96 » 4- B. Gayoni. . 1,96 0,36 1,67 —

Para la interpretación de los datos analíticos de este ensayo (e 
igualmente de los otros análogos que se mencionan), debe comparar­
se primeramente la acidez producida por el germen desarrollándose en 
el agua de levadura sin ácidos, con la acidez del medio sin ácidos, estéril.

Luego, por comparación del resultado de la fermentación en el me­
dio con ácidos y el correspondiente testigo con ácido, estéril, y tenien­
do en cuenta la acidez que produce el germten en el medio, iindepen- 
dientemente del agregado de ácidos, se puede conocer si ha habido 
fermentación o no. En los casos positivos la formación de ácido lác­
tico o de ácidos volátiles sirve de corroboración.

En el cuadro N° 5 se observa que la acidez total en los tubos con 
ácido málico, tartárico o cítrico, es igual o más elevada que sus corres­
pondientes testigos estériles; como el gérmen en el mtedioi sin ácidos 
eleva sólo un poco la acidez, puede deducirse que no hubo ataque de 
los ácidos.

En caso positivo, al ser atacados los ácidos málico, cítrico o tartári­
co, se producen ácidos monobásicos como el láctico o acético, y COa, 
y, por lo tanto, la acidez total es más baja que los testigos de ácidos 
estériles, como se observará más adelante con otros gérmenes fermen­
tadores de ácidos.

b) Bacterium intermedium MÜLLER-THURGAU y OsTERWALDER

Cepas estudiadas. Seis:
222 = Bacterium intermedium, cepa a
29o = > » » b
30i = » » » c

1 = » » » d
3a = » » » e
3b = » > f



1. Morfología

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

Cepa a 0,7-0,9 M grueso por i-5 largo
» b 0,7-1 M » » 1-5 »
» c 0,8-0,9 M » » 1,2-3 »
» d 0,7-1,2 M » » i-3 »
» e 0,8-1 /J. » » i-3 »
» f 0,7-1 M » » 1-1,8 »

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

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

Movilidad. — Inmóvil.
Esporlulación. — Negativa.
Coloración de Gnam. — Gram positivo.

2. Características de cultivo

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

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

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



lamente irregular, superficie finamente rugosa, sin presentar estrías; 
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 estrías pronunciadas de c y e; 
bastante elevadas, en forma homogénea, en la parte céntrica, siendo 
achatadas en los bordes; estos son irregulares con pequeñas 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 más pequeñas, bas­
tante elevadas en el centro y chatas en los bordes, superficie finamen­
te rugosa careciendo en absoluto de estrías, pero presentando una es­
pecie de anillo marginal cerca del borde., constituido por una zona más 
clara que el resto de la colonia,. Bordes irregularmente dentados, ex­
tractura 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 estría. — En agar de mosto de malta desarrollan 
abundantemente; las cepas b y f más bien moderado. El desarrollo es 
difuso, esparcido, de lustre brillante, aspecto húmedo, consistencia 
mantecosa y más bien acuosa en la cepa b, opalescente, de superficie 
rugosa, sin olor y sin alteración del color del medio.

Licuación gelatina. — Negativa.
Desarrollo en diversos medios nhitrilivos. —• En rríosto de cereales 

desarrollan bien a las 2^-48 horas. La cepa a es la más'activa, tanto 
como Bacteri\um cocciforme; las otras también lo son, pero en menor 
grado. En mosto sin CaCO3 todas forman gas. Por el desarrollo en­
turbian fuertemente el medio, que después se aclara; esto ocurre en 
las cepas b. c y e inmediatamente, mientras que en d y f sólo después 
de tres o cuatro semanas; y en a después de varias semanas queda aún 
turbio dada su actividad. Se conservan vivos hasta n meses, en este 
medio. El comportamiento en mosto sin GaCOj es análogo.

En agua de levadura con o sin azúcares, desarrollan análogamente 
a otros bacterios maníticos produciendo enturbiamiento amarillento 
con levulosa, menor con glucosa, y copos algodonosos disgregables. 
La cepa a es particularmente activa. ' ,

En caldo ácido o alcalino sin azúcar no desarrolla. En caldo ácido



levulosado desarrolla activamente a las 24 horas. Con 1 0/0 de levu­
losa después de 9 días de incubación la acidez producida fué:

Testigo esléril o,49 0/00 en HíSO4
Cepa a 2,35 » » »

»* b 2,35 » » »
» c 0,93 » » »
& d 2,2 5 » » »
» e 1,^7 » » »
» f I,/Í7 » ■> »

3. Fisiología

Relaciones de temperatura. — Desarrolla bien a temperatura am­
biente (i5°-2o° C) y en estufa a 25°, 3o° y 37o. No desarrolla a 42o 
en diez días.

A temperatura ambiente el desarrollo comienza a los 3-4 días sien­
do escaso en las cepas eyf; a 2 5° el desarrollo es bueno comenzando 
a las 2 4-48 horas; a 3o° el desarrollo es muy bueno ya a las 24 ho­
ras; a 3”° el desarrollo es escaso y comienza n los dos o tres días, sal­
vo en las cepas a y b que empieza a las 2 4 horas. Temperatura óp­
tima aproximada: 3o° C.

Relación con el oxígeno. — Anaerobio facultativo.
Formación de gases. — Positiva. En agar de mosto de malta en 

tubos, en anaerobiosis, desarrollan a las 2 4-48 horas, rompiendo el 
agar con los gases formados.

Ppueba de la catalasa. — Negativa.-
Cultivo en leche. — Desarrollan acidificando lentamente; recién a 

la semana de incubación a 3o° hay algo de acidificación en forma 
poco intensa; se exceptúa lá cepa c que acidificó fuertemente a partir 
de las 24 horas. No coagula. No reduce el tornasol.

Hidrólisis del almidón. — Negativa.
Influencia de la reacdóp. del medio. — La fermentación en agua 

de levadura (16), con 1 0/0 de levulosa, después de 10 días de incuba­
ción a 20o, dió el siguiente resultado:

l>H

3,5

Acidez producid a por cada cepa en H2SO4 °/00 Acidez promedio 
en U,SO4 °/00

i ,55
a

i,o4
b

1.82
c

1.82
d

1,52
e

1,52
f 

i,58
4,3 — 1,82 1.82 i,43 i,48 i,48 1,60
5 i,56 I>71 1,59 1.53 1.68 i,4i 1,58
5,8 i,65 1.89 1.86 1,47 i,65 i,53 1,67
6.7 i,65 i.92 i.83 1.53 1.59 i,53 i ,68

i, 7-6 1,60 1 87 i,54 1,60 1.54 1,68



Puede observarse que hay gran resistencia a la acidez, con unifor­
midad en las diferentes cepas. El desarrollo comenzó a las 2 4 horas 
en todos los valores pH, excepto en 3,5 y 7,6 que fué a las 48 horas. 
No se pudo fijar un pll óptimo.

Influencia del alcohol. — Los datos de la fermentación en agua de 
levadura con 1 0/0 de levulosa, después de 10 días de incubación a 
3o°, son los que siguen:

Acidez producida por las diferentes cepas
0/ en H2SO4 °/oo Acidez promedio
'° 1 , f en H2SO4 •/„„a b c d e i

0 . r,65 i,8g 1,86 1,47 1,67 i,53 1,68
6,33 i,65 i,g5 1,77 i,53 i,53 i,53 1,66
8,53 1,77 i,83 1.77 i,53 i,5g i,5g 1,68

n,85 i,65 1,77 i,5g , i,5o i,4i i,53 1,57

El desarrollo comenzó con 6,33 0/0 a las 24 horas, con 8,53 0/0 a 
las 48 horas y con n,85 0/0 a los tres días. Como se ve en el cuadro, 
la acidez producida no varió con los diversos agregados de alcohol.

Influencia del SO2. — El ensayo de fermentación con H2O de lev. 
(22), glucosada al 1 0/0, después de 12 días de incubación a 3o°, dió 
el siguiente resultado:

so2 «/00 -

Acidez producida por las diferentes cepas 
en ll2SO4 «/00 Acidez promedio 

en H,SO4 700
a b c d -e f

0 3,oo 2,81 — — 3,oo — 2,94
o,og8 3,oo 3,12 3,18 1,84 2,8g 2,75 2,80
o,i85 2,6g 3,19 3,12 j,56 - ' 2,75 2,66
o,2g4 2,3g 2,89 3,12 1,47 2,5i 2,18 2,43
o,5oo r,o4 i,84 1,53 1,10 i,o4 i,o4 1,27

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

Fermentación de hidratos de carbono y otras substancias. — Co­
mo en el caso de Bacteriufn Gayoni, se resumen a continuación los re­
sultados obtenidos y en el gráfico N° 2 y cuadros N° 6 y 7 se con­
signa el detalle de los principales ensayos.
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Bacterium intermedium Müller-Thurgau y Osterwálder.
Fermentación

Glucosa ... ......... + Arabinosa ................. —
Levulosa ... ...- -H Glicerina ...................
Galactosa ... ......... + Manita ........................
Lactosa ... ......... + (1) Aniigdalina .................—
Maltosa ......... -j- Dextrina ................... —
Sacarosa ........ + Acido málico ............
Rafinosa ... ......... — Acido tartárico .......... —
Xilosa ... Acido cítrico .............. .—

Como puede verse en el gráfico n° 9 y en el cuadro 11o 6, todas las 
cepas fermentan enérgicamente la glucosa y la levulosa.

CUADRO N» 6

Bacterium intermedium — Productos originados en la fermentación 
de glucosa y levulosa
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Agua lev. (13) sin azúcares, estéril.................................. 0,71 0,54 0,27

* (13) sin azúcares, 4~ B. intermedium a........ 0,83 0,66 0,29
» (13) con 2 % glucosa, + B. intermedium a 6,52 1,56 5,24
« » (13) con 2 % levulosa, + B. intermedium a. . 4,21 2,73 1,98

(13) sin azúcares, -f- B. intermedium b......... 0,83 0,69 0,27
» » (13) con 2 % glucosa, + B. intermedium b. . 5,29 1,68 3,92
» » (13) con 2 % levulosa, + B. intermedium b. . 4,41 2,76 2,16

* (13) sin azúcares, 4~ B. intermedium c 0,98 0,69 0,42
» » (13) con 2 % glucosa, + B. intermedium c. . . 5,49 2,04 3,82

(13) con 2 % levulosa, + B. intermedium c. . 4,31 2,76 2,06

(13) sin azúcares, 4- B. intermedium d......... 0,86 0,48 0,47
» (13) con 2 % glucosa, + B. intermedium d 5,49 1,53 4,24

» * (13) con 2 % levulosa, + B. intermedium d . 4,21 3,12 1,67

(13) sin azúcares, + B. intermedium e 0,83 0,45 0,17
(13) con 2 % glucosa, + B. intermedium e. . 5,10 2,34 3,18
(13) con 2 % levulosa, 4- B. intermedium e . 4,02 2,94 1,62

(13) sin azúcares, 4~ B. intermedium f......... 0,83 0,51 0,42
> » (13) con 2 o/o glucosa, 4~ B. intermedium f . 5,24 2,04 3,58
» (13) con 2 o/o levulosa, 4- B. intermedium f . 4,31 3,30 1,62

El ensayo del cuadro n° 6 se efectuó en las mismas condiciones que 
el correspondiente del gráfico n° 2, con igual duración de tres se­
manas.

(1) Con la cepa d no se consiguió la fermentación de lactosa.



Todas las cepas produjeron abundantemente ácidos volátiles de am­
bos azúcares, pero en mayor proporción de levulosa que de glucosa, 
en todos los casos; mientras que con glucosa la acidez volátil produ­
cida osciló entre o.go y 1,80 o/oo en ácido acético, con levulosa fué 
de 2.07 a 2,81, es decir, más o menos el doble. De levulosa se produ­
ce, además, manita.

La fermentación 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 c, d. todas 
la fermentaron igualmente con energía. La cepa c en los ensayos efec­
tuados demostró tener poca actividad sobre ese azúcar.

•En cuanto a la cepa d. no fermentó lactosa en dos ensayos hechos: 
uno con levadura autolizada (2), al 1 o/O; durante 7 días, y otro con 
levadura (i4), al i,a5 0/0, durante 10 días.

Frente a sacarosa, se mostraron también todas las cepas muy ac­
tivas, fermentándola enérgicamente. La cepa e en uno de los ensayos 
efectuado^, no fermentó, sin embargo, pero en el otro lo hizo con 
bastante energía.

La sacarosa es fermentada directamente; no se constató producción 
de manita que se habría 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 energía.

La xilosa se atacó con energía, 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- 
vadurg. autolizada (1), 0,7 o/o; 5-8 días, con todas las cepas; con lev. 
(4), o,33 0/0, 3o días, en las cepas a, b; con lev. (i4). 0,6 0/0, 10 días 
en la cepa c; y con lev. (6), 0,7 0/0, 10 días, en las cepas e, f.

La glicerina tampoco fué atacada. Se ensayó en lev. (4) al 1,25 
por ciento dejando 3o días, con las cepas a, b, e, c y 7 días con las 
c, e. f; con lev. (i4), al 1,20 0/0, dejando 10 días, con la cepa c; y 
con lev. (5) al i,4 °/o, durante 23 días, con la cepa b.

La manita y dextrina tampoco se fermentaron en ensayos efectua­
dos con lev. (i4), 1,25 0/0, 10 días, con todas las cepas.

Del mismo modo, ninguna cepa atacó amigdalina. Se investigó con 
lev. (4), 0,7 0/0, 3o días, con las cepas a, b, e, f; con lev. (6), 1 °/o, 
10 días, con las cepas a, c, e, f y con lev. (i4)> 1,25 0/0, 10 días con 
las cepas c y d.

El ensayo de fermentación de ácidos del cuadro N° 7 se hizo con 
agua de levadura (i4) en condiciones exactamente iguales al ensayo 
del cuadro n° 5, con duración de 3 semanas.



CUADRO N» 7
Bacterium intermedium — Fermentación de ácidos
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Agua lev. (15) sin ácidos, estéril ............................. 0,59 0,45 0,22 0.14
» (15) » » + B. intermedium a . . . 0,69 0,42 0,34 0,96

(15) » » B. inteemedium b . . 0,73 0.57 0,25 0,19
(15) » » 4- B. intermedium c. . . 0,69 0,36 0,38 0,48
(15) » » 4- B. intermedium d . . . 0,69 0,45 0,32 —
(15) » » 4~ B. intermedium e . . . 0.59 0.30 0,34 0,75

» » (15) » » 4- B. intermedium f ... 0,64 0,36 0,34 —

Agua lev. (15) 4- 1,96 °/oo á. málico, estéril............. 2,25 0,39 1,94 0,26
» » (15) 4~ 1,96 » » 4- B. interm. a 1,62 0,45 1,25 1,10

» (15) 4- 1,96 » » 4- B. interm. b. 1,76 0,51 1,35 0,87
’ » (15) 4- 1,96 > » 4- B. interm. c. 1,67 0.39 1,35 0,98

» (15) 4- 1,96 » » + B. interm. d 1,76 0.39 1,45 1,79
» (15) 4~ 1,96 » » 4- B. interm. e. 1,76 0,36 1,47 1,15

» » (15) + 1,96 » » 4- B. interm. f. 1,57 0,54 1,13 1,61

Agua lev. (15) 4~ 1,96 °/oo a. tartárico, estéril....... 1,96 - 0,60 1,47
» (15) 4- 1,96 » » 4- B. interm. a 1,96 0,48 1,58 —

>> (15) 4- 1,96 » » 4- B. interm. b . 1,96 0.66 1,42 —
*■ (15) 4-1,96 » » 4- B. interm. c . 2,03 0,60 1,54 —

(15) 4- 1,96 » » 4- B. interm. d 2,11 0,36 1,81 —
(15) 4~ 1,96 » » 4- B. interm. e. 2.06 0,42 1,71 —

" (15) 4- 1,96 » » 4- B. interm. f. 2,06 0.36 1,76 —
(15) 4“ 1,96 o/oo á. cítrico, estéril......... 1.91 0,66 1,37 ...._
(15) 4- 1,96 > » 4- B. interm. a 2,14 0,48 1,71 —

» (15) 4-1,96 » » 4- B. interm. b. 2,06 0,63 1,54 —
(15) 4- 1,96 » » 4- B. interm. c. 2,01 0,48 1,62 —
(15) 4~ 1,96 » » 4- B. interm. d. 2,11 0,60 1,62 —

» » (15) 4- 1,96 » » 4- B. interm, e. 1,96 0.36 1,67 —
» » (15) 4- 1,96 » » 4- B. interm. f. 1,96 0,48 1,57 —

El ácido málico es atacado en parte por todas las cepas investigadas. 
Comparando la acidez total producida por el desarrollo del germen 
en el medio con 1,96 0/00 de ácido málico, y el correspondiente testi­
go estéril, ¡se observa que en éste la acidez es mayor. Esto indica que 
el ácido málico ha sido atacado con producción de ácidos monobási­
cos, pues el desarrollo del germen en el medio sin ácidos produce un 
ligero aumento de la acidez, como se ve en la primera parte del cuadro.

Por el ataque del ácido málico no se produce aumento de ácidos vo­
látiles, los que están en igual proporción que el testigo, pero en cam­
bio hay sensible aumento del contenido en ácido láctico; el aumento 
efectivo de éste, varió en las diversas cepas alcanzando en algunas cer­
ca de 1 0/00.

El ácido tartárico y el ácido cítrico, no fueron atacados; la acidez 
volátil en los tubos sembrados fué mayor que en los estériles, aproxi­
madamente. No se investigó, por lo tanto, el contenido en ácido láctico.



c) Bacterium cocciforme (n. SPEC.)

Cepas estudiadas. Una: N“ 3i.

i. Morfología

Forma. — Bastoncitos cortos de 0,7-1 n de ancho por o.9-1,5 g de 
largo, de extremos completamente- redondeados, aislados o unidos de 
a dos, por lo general, semejante a, diplococos y fácilmente confundi­
bles con los bacterios acéticos; se unen, además, en pequeñas cade- 
nitas de pocos artículos, cuatro o cinco. En medios líquidos presentan 
la misma forma, observándose en mosto de cereales excepcionales ca- 
denitas de unos diez segmentos, que parecen entreptococos. En agua 
de levadura, con o sin azúcares, lo mismo, pero las cadenitas son más 
largas presentando hasta alrededor de unos 20 artículos, 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.
Esporulación. — Negativa.
Coloración de Gram. —- Gram positivo.

2. Características de cultivo

Colonias. — En agar de agua de levadura levulosada en superficie;, 
desarrolla bien formando colonias amarillentas redondeadas, relativa­
mente pequeñas (en comparación con las de otros gérmenes maníti­
cos), de superficie rugosa finamente granulada, sin estrías, algo ele­
vadas homogéneamente en el centro, pero poco, bordes irregulares, 
groseramente dentados. La estructura interna es finamente granulada.

Desarrollo de estría. — En agar de mosto de malta desarrolla abun­
dantemente a las 24 horas. Desarrollo difuso, no elevado (esparcido), 
lustre brillante, aspecto húmedo, consistencia mantecosa, flúida, casi 
líquida, estría opalescente, superficie algo rugosa más bien lisa, color 
inalterado, y ausente de olor extraño.

Licuación gelatina. — Negativa.
Desarrollo en diversos rñedips nutritivos. — En mosto de ce­

reales en aerobiosis o anaerobiosis, con o sin carbonato de calcio, des­
arrolla activamente siendo el más enérgico de los gérmenes estudia- 
dos, presentando completo desarrollo a las 2/j horas; en mosto sin 
Ca forma gases. El desarrollo se produce con enturbiamiento intenso,
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aclarándose sólo después de tres o cuatro semanas; en el mosto sin 
Ca se observó la clarificación a las 48 horas. Se conserva en el medio, 
hasta 11 meses.

En ngpa de levadura con o sin azúcares desarrolla muy bien a las 
2 4-48 horas. Con levulosa desarrolla enérgicamente ocasionando un 
enturbiamiento amarillento; con glucosa ocurre lo mismo, pero con 
menor intensidad. Después del desarrollo hay deposición de la masa 
bacteriana en forma análoga a Bacteri/um Gayoni.

En caldo ácido o alcalini'ftdo. sin azúcar, desarrolla escasamente; 
en caldo levulosado hay activo desarrollo a las 2 4-48 horas. Con i 
por ciento de levulosa a los g días de incubación a 3o° la acidez pro­
ducida fué:

Testigo estéril ................................. o,4g
Con Bacterium cocciforme .......... 1,87

en Ha SO 4 
» » »

3. Fisiología

Relaciones de tempemtam. — En agar de mosto de malta en su­
perficie, desarrolla a temperatura ambiente (i5-2O° C) y en estufa a 
25°, 3o° y 37o .No desarrolla a 42° en 10 días. A temperatura am­
biente hay buen desarrollo, empezando a las 48 horas. A 2 0° y 3o° 
muy buen desarrollo a las 2 4 horas. A 3~° buen desarrollo a las 24 
horas. Temperatura óptima aproximada: 2 5°-3o° C.

Relación con el oxígeno. — Anaerobio facultativo.
Formación de gases. — Positiva. En agar de mosto de malta en tu­

bos, en anaerobiosis, desarrolla a las 2 4-48 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 acidificación es enérgica. Después de un mes de 
desarrollo no hubo coagulación. No reduce el tornasol.

Hidrólisis del almidón. — Negativa.
Influencia de la reacción del medio. -— Se obtuvieron los resulta­

dos que siguen en la fermentación de agua de levadura (i5), con 1 
por ciento de levulosa, después de 10 días de incubación a 3o°:

Acidez
pll producida en 

H2SO4 %o
3,5
4,3 
5
5,8
6,7
7,6

0,12 
0,70 
0,77 
1,10 
1,22 
1,23



Gomo puede verse, la acidez es un factor muy adverso para la fer­
mentación, en Bacterium cocciforme. De los bacterios maníticos estu­
diados es la única especie que ise mostró sensible a, la reacción del 
medio.

El desarrollo comenzó a las 24 horas, menos en pH 3,5 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 óptimo aproximado es de 6 a 7.

Influencia del alcohol. — La fermentación en agua de levadu­
ra (16) con 1 0/0 de levulosa, a los 10 días de incubación a 3o°, dió 
los siguientes resultados:

Alcohol 
°/ •zo

o
6,33
8,53 

n,85

Acidez 
producida en 

h2so4 »/oo

1,10
1,16
o,55
o,37

Análogamente al comportamiento manifestado en el ensayo anterior, 
Bacterium cocciforme se presenta muy sensible al alcohol, siendo la 
única especie de bacterio manítico estudiado, que ofrece esta caracte­
rística.

La acidez producida fué disminuyendo sensiblemente con el au­
mento del alcohol, siendo muy escasa con n,85, tal vez próxima al 
límite de resistencia.

En cuanto al desarrollo, con 6,33 0/0 comenzó a las 48 horas, con 
8,53 o/o a los tres días más o menos, y con n,85 o/o aún más tarde.

Influencia del S02. — Se obtuvieron los siguientes resultados de 
fermentación, con agua de levadura (22) glucosada al 1 0/0, después 
de 12 días de incubación a 3o°:

Sin SO2
Con o,i85o/oode SO2 

» 0,294 » » * 
» o,5oo » » »

i,84 0/00 de acidez en H2SO1
i,84 » » » » »
1.89 » » » » »
r,53 » » » » »

Como puede verse, también con respecto al SOa se manifestó esta es­
pecie sensible, si bien sólo con dosis elevadas.

Fermentación de hidratos de carbono y otras substancias. —■ Antes 
de detallar la fermentación en el gráfico N° 3 y cuadros Nos 8 y g,. 
se resumen, en el cuadro que sigue, los resultados obtenidos:



(n. spec.). FermentaciónBacterium cocciforme

Glucosa .......................... 4- Arabinosa .......................... +
Levulosa .......... ........... + Glicerina ...........................
Galactosa......................... + Manita ................................ —
Lactosa .......................... —[— Amigdalina ........................ —
Maltosa ........................... + . Dextrina ............................ —
Sacarosa ......................... + Acido málico.................... +
Rafinosa ........................ + Acido tari arico .................
Xilosa ............................ + Acido cítrico...................... +

Gráfico N.e 3
Bacterium cocciforme. Energia fermentativa de los azúcares atacados

La fermentación del cuadro N° 8 se hizo en las mismas condicio­
nes que la del cuadro N° 3, con duración de tres semanas. Se obser­
va que la levulosa fué más enérgicamente atacada que la glucosa y 
que sólo de este azúcar se produjeron ácidos volátiles, (1,68 o/oo en 
ácido acético). De la glucosa no se formaron, por consiguiente, ácidos 
volátiles a pesar de fermentarse con bastante energía. De la levulosa, 
se origina, además, manita.

La galactosa es atacada débilmente. La lactosa y la maltosa en un 
ensayo fueron fermentadas débilmente, y en otro en forma neta.



La sacarosa fué débilmente atacada y en una de las experiencias la 
fermentación fué nula; igualmente hubo poco ataque de la rafinosa. 
Ambos azúcares, 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

Baclerium cocciforme — Producios originados en la fermentación 
de glucosa y levulosa
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Agua lev. (13) sin azúcares, estéril ....................... 0,71 0,54 0,27
» » (13) sin azúcares + B. cocciforme . . . 1,10 0,72 0,51
» » (13) con 2 o/o glucosa, + B. cocciforme......... 2,74 0,78 2,11
» » (13) con 2 o/o levulosa, + B. cocciforme ....... 3,67 2,40 1,71

La xilosa y la arabinosa son atacadas enérgicamente. La arabinosa 
mucho más que la xilosa.

La glicerina, manita, aniigdalina y dextrina, no fueron fermentadas. 
Con glicerina se ensayó en lev. (4), al i/>. o/o, 3o días; en lev. (5), 
i,4 °/o, 23 días y en lev. (2), o,5 0/0, 21 días. Con amigdalina en es­
te último medio y además en lev. (4), 0,7 0/0, 3o días y en lev. (6), 
1 0/0, 10 días. Con manita y dextrina en lev. (i4), i,25 0/0, 10 días.

CUADRO N°9

Bacterium cocciforme — Fermentación de ácidos

Agua
»

lev.
»

(15)
(15)

sin ácidos, estéril....................................
sin ácidos, + B. cocciforme ...........

0,59
1,08

0,45
0,72

0,22
0,49

0,14
0,57

» » (15) con 1,96 °/°° ácido málico, estéril ....... 2,25 0,39 1,94 0,26
» » (15) con 1,96 °l°° á. málico, + B. cocciforme . 1,81 0,75 1,20 1,48

» » (15) con 1,96 °/°° tartárico, estéril............... 1,96 0,60 1,47 —
» » (15) con 1,96 °/°° tartárico + B. cocciforme . 2,16 0,75 1,54 —
» » (15) con 1,96 °/00 ácido cítrico, estéril ....... 1,91 0,66 1,37 —
» » (15) con 1,96 °/°° á. cítrico, + B. cocciforme . 1,67 1,08 0,83 1,08

El ensayo de fermentación de ácidos del cuadro N° 9 se hizo en 
iguales condiciones a las del cuadro N° 5, durando tres semanas.



Puede observarse que esta especie fermenta con regular energía los 
ácidos málico y cítrico, mientras que no ataca al tartárico.

La acidez total producida por el germen en presencia de ácido máli­
co, es bastante inferior al correspondiente testigo estéril, prueba ¡de 
que ha sido atacado, lo que se ratifica por el contenido en ácido lác­
tico, cuya producción efectiva es de 0,91 0/00.

La acidez del medio con ácido cítrico, es también inferior a su tes­
tigo estéril; por el ataque de ese ácido se produce algo de acidez volá­
til, y ácido láctico, este en menor proporción que a expensas del áci­
do málico.

En cuanto al ácido tartárico, las cifras de la acidez total evidencian 
que rio ha sido atacado; no se determinó, por consiguiente, el ácido 
láctico.

d) Bacterium Müller-Thurgaui (n. SPEC.)

Cepas estudiadas. Una: N° 2 2j

1. Morfología

Forma — Se presenta en forma de bastoncitos de 07-09 u de an­
cho por 1,2-2,8 g de largo, aislados o unidos en parejas, excepcional­
mente en mayor número; algunos son más 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 número, e igualmente en filamentos grue­
sos de artículos desiguales, algunos cortos mientras que otros bastante 
largos y sin tabiques.

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

Movilidad. — Negativa.
Esporulación. — Negativa.
Coloración de Gram. — Gram positivo.

2. Características de cultivo

Colonias. — Sobre agar de agua de levadura levulosada, hay buen 
desarrollo formando colonias más bien chicas, blanco-amarillentas, de 
forma circular con mucha regularidad, superficie casi lisa muy fina­
mente y apenas rugosa, con una elevación central y bordes lisos ente­
ros, estructura interna amorfa.

Desarrollo en estría. — En agar de mosto de malta desarrolla abun­



dantemente a las 2 4 horas, en forma difusa, no elevada, con lustre 
brillante, aspecto húmedo, consistencia mantecosa, acuosa, opalescente, 
superficie algo rugosa más bien lisa, sin olor y sin alteración del 
color del medio.

Licuación gelatina. — Negativa.
Desarrollo en diversos medios nutritivos. — En mosto de ce- 

reales en aerobiosis o anaerobiosis, con o sin CaCO 3, desarrolla ac­
tivamente a las 24 horas, en forma análoga a Bacterium cocciforme. 
Por el desarrollo el medio se enturbia fuertemente, aclarándose 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 azúcares desarrolla a las 2 4-48 ho­
ras. Con levulosa desarrolla activamente con enturbiamiento amarillen­
to del líquido; 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, análogamente a otros bacterios maníticos.

En caldo ácido o alcalifiizado sin azúcares, desarrolla escasamente a 
las 24 horas. En caldo levulosado desarrolla activamente; con 1 por 
ciento de levulosa la acidez producida a los 9 días de incubación a 
3o° fué:

Testigo estéril ................................. 0/19 0/00 en H2SO4
Con Bacf Mülller-Thurgaui ....... 2.49 > » »

3. Fisiología

Relaciones de temperatura. — Sobre agar de mosto de malta desa­
rrolla a temperatura ambiente (i5-2O° C), y en estufa a 25°, 3o°, 3g° 
y 42°. A temperatura' ambiente hay buen desarrollo con comienzo a 
las 48 horás; a 2Oor, 3o°, 3j° y 42o muy buen desarrollo con co­
mienzo a las 24 horas. Temperdtura óptima aproximada: 3o°-3“0 C.

Relación con el oxigeno. — Anaerobio facultativo.
Formación de gases. — Positiva. En agar de mosto de malta en tu- 

hos. en anaerobiosis, desarrolla a las 2 4 horas; los gases formados 
rompen intensamente el agar.

Prueba de la catalasa. — Negativa.
Cultivo en leche. — Desarrolla acidificando lentamente; el torna­

sol se enrojece a la semana de incubación a 3o°, pero con poca intensi­
dad .Después de un mes no hubo coagulación. No reduce el tornasol.

Hidrólisis del almidón. — Negativa.



Influencia de la reacción del medio. — La fermentación en agua de
levadura (16) con 1 0/0 
te resultado:

de levulosa, después de 10 días dió el siguien-

pll

3,5

Acidez producida 
en H2SO4 X

i,58
6,3 
5
5,8
6,7
7.6

1,60 
iM 
i,5q 
i,53 
i,5-

Acidez producida 
en H2SO4

1,59
1,89
1,77

Esta especie, como puede verse, se mostró 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 óptimo exacto, estando 
aproximadamente entre 4,3 y 6,7.

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

Alcohol °/0

o 
6,33 
8,53 

ir,85

También con respecto al alcohol se manifestó Bacterium Müller- 
Thurgaui muy resistente., Con 6,33 0/0 el desarrollo comenzó a las 24 
horas, con 8,53 o/o a las 48 horas y con n,85 0/0, a los 3 días apenas 
había empezado el mismo. La acidez producida no varió mayormente 
en los diversos rangos ensayados.

Influencia del SO2. — El ensayo de fermentación con agua de le­
vadura (22) glucosada al 1 0/0, dió después de 12 días de incubación a 
3o° el siguiente resultado:

Sin SO2 2,89 o/(oo de acidez en II2SO4
Con 0,098 0/00 de SÜ2 2,89 » » » » »

» 0,185 » » » 2,89 » » » » »
» 0.296 » » » 2,85 » » » » »

o,5oo » » » 2,75 » » » »

Como todos los testigos estériles dieron 0,55 0/00 de acidez en H2SO 4 
puede deducirse que esta especie demuestra' también su resistencia al 
SO2 en forma análoga al pH y al alcohol.



Fermentación de hidratos de carbono y otras substancias. — En el 
cuadro que sigue se resumen los resultados, positivos o negativos, 
de la fermentación de substancias, siguiendo luego el gráfico N° b, y 
los cuadros Nos 10 y n que detallan los diversos ensayos de fer­
mentación realizados.

Bacterium Müller-Thurgaui (n. spec.) — Fermentación

Glucosa ............................... -- Arabinosa ........................... -f-
Levulosa.............................. -f- Glicerina ............................
Galactosa......................... Manila ...............................
Lactosa ............................... — Amigdalina.......................... —
Maltosa ........................... — Dextrina ............................. —
Sacarosa .............................. — Acido málico ....................
Rafinosa .............................. -f- Acido tartárico .................. —
Xilosa ................................. -|~ Acido cítrico ....................... —

Del gráfico N° 4 y cuadro N° 10 se deduce que la glucosa y la le­
vulosa son atacados intensamente por Bacterium Müller-Thurgaui. En 
el segundo ensayo con estos azúcares (cuadro 10), efectuado conjunta­
mente con el del cuadro n° 3, con duración de tres semanas, puede ob­
servarse como hay producción enérgica de ácidos volátiles a partir de 
la levulosa (2,5a 0/00 de acidez en ácidos acético), mientras que es casi 
nula con la glucosa. Este comportamiento es análogo al de Bacterium 
cocciforme. A expensas de la levulosa se origina, además, manita.

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

Como en la fermentación de sacarosa no se constató producción de 
manita, puede deducirse que es atacada directamente, sin previo des­
doblamiento en glucosa y levulosa.

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

De la xilosa y la arabinosa, la segunda fué atacada con mucho más 
energía que la primera.

La lactosa no fué atacada. Se ensayó en lev. autolizada (1), al 1,1 
por ciento, 12 días; en lev. (4), al 1,25 0/0, 3o días y en lev. (5) al i,4 
por ciento, durante 23 días.

Tampoco fueron fermentadas la glicerina, amigdalina. manita y 
dextrina. Con glicerina se ensayó en lev. (5) al i,4 °/o, 23 días, y 
en lev. (4), i,25 o/O) 3o días. La amigdalina se ensayó en este último 
medio y en lev. (6), al 1 o/o durante 10 días. La manita y dextrina 
en lev. (i4), i,25 o'/o, 10 días.

16FAC. AGROR. ---- VIII, II



Gráfico n.° 4

CUADRO N° 10

Bacterium Müller-Thurgaui — Productos originados en la fermentación 
de glucosa y levulosa
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Agua lev. (-13) sin azúcar, estéril...................................... 0,71 0,54 0,27
’ • (13) sin azúcar, + B. M-Thurgaui ............... 0,88 0,51 0,47
» - (13) + 2 o/o glucosa, + B. M-Thurgaui......... 4,31 0,99 3,53
» » (13) + 2 o/o levulosa, 4- B. M-Thurgaui .... 3,82 3,03 1,35



CUADRO N» 11

Bacterium Müller-Thurgaui — Fermentación de ácidos
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Agua lev. (15) sin ácidos, estéril........ 0,59 0,45 0,22 0,14
» » (15) sin ácidos, 4- B. M-Thurgaui............... 0,78 0,39 0,47 0,73

» » (15) + 1,96 °/°° á. málico estéril ................. 2,25 0,39 1,94 0,26
» » (15) + 1,96 » á. málico + B. M-Thurgaui. 1,91 0,72 1,32 1,10

» » (15) 4- 1,96 » á. tartárico, estéril 1,96 0,60 1,47 —
» » (15) 4- 1,96 » á. tart. + B. M-Thurgaui . 2,06 0,60 1,57 —

» » (15) + 1,96 » á. cítrico, estéril............... 1,91 0,66 1,37 . —
» » (15) + 1,96 » á. cítrico + B. M-Thurgaui. 2,20 0,60 1,71 —

La fermentación de ácidos del cuadro 11 se hizo conjuntamente con 
las de los cuadros 5, 7, y g, con una duración idéntica de 3 semanas.

Las cifras de la acidez total de los ácidos tartáricos y cítrico, com-i 
paradas con las de los testigos estériles, demuestran que no hubo fer­
mentación. No se investigó, en consecuencia, el contenido de ácido lác­
tico.

La acidez total en el medio con ácido málico, fué bastante inferior a 
su testigo estéril, lo que indica la fermentación de ese ácido. No hubo 
producción apreciable de ácidos volátiles, siendo sólo un poco superior 
al testigo y la producción de ácido láctico fué muy escasa. Se debe 
asignar, por lo tanto, una débil fermentación del ácido málico.

e) Bacterium acidovorax (n. SPEC.)

cepas estudiadas. Cuatro:

12 = Bacterium acidovorax cepa a
lój = » » » b
34e = » » » c
21 a — » » » d

i. Morfología

Forma. — Las cuatro cepas estudiadas se presentan en forma de 
bastoncitos que se unen en cadenitas filamentosas, características, di-



ferenciables netamente de los otros gérmenes de los vinos. Las dimen­
siones de los artículos de' estos filamentos son:

Cepa a o,4—o,6 /1 de ancho por Of8—2,4 de largo
» b o,5—0,7 y. » » » 1 2—2,5 A* » »
» c o,4—o,5 /1 » » » 12—3,2 M » »
» d o,4—o,5 /j. » » » 1 5—4 »

Las cepas a y b forman bastoncitos más cortos y gruesos que c y d, 
y sus cadenitas son más cortas y sinuosas, en cambio c y d forman Lar­
gas cadenas más bien rectilíneas.

En mosto de cereales a y b forman las mencionadas cadenitas, si­
nuosas, de 8 a 10 artículos aproximadamente, encontrándose también 
bastoncitos aislados o unidos de a dos o tres.

Las cepas c y d forman largas cadenas, mucho más alargadas en c 
que en d, llegando a tener hasta 4o a 6o artículos aproximadamente, 
constituyendo verdaderos hilos rectilíneos o sinuosos; se encuentran, 
también, cadenas cortas y aún bastoncitos de a dos o tres.

En d las cadenitas son de menor número de artículos, semejantes a 
las cepas a y b, pero más finas y menos sinuosas. Se encuentran tam­
bién cadenas rectilíneas.

En agua de levadura, las características morfológicas son análogas.
Las cepas a y b forman cadenitas cortas de 5-6 artículos muy ’si- 

nuosasi, y bastoncitos aislados o unidos de a 2-3-4 en línea quebrada.
La c forma bastoncitos cortos que se unen en largas cadenas de 5o- 

6o artículos, constituyendo filamentos que al aglutinarse .semejan un 
ovillo.

La d también forma cadenitas filamentosas, pero de menos artículos 
(2O-3o) y cadenitas cortas y sinuosas de 6-8 artículos, algunos sensi­
blemente más gruesos que otros, y aún bastoncitos aislados o unidos de 
avdos o tres.

Movilidad. — Negativa.
Esporulación. — Negativa.
Coloración de Grani. — Jram positivo.

2. Características de cultivo

Colonias. — Sobre agar de agua de levadura levulosada desarrolla 
abundantemente, formando colonias redondeadas de color grisáceo- 
amarillento, elevadas en el centro homogéneamente, de superficie ru­
gosa finamente reticulada, y bordes irregulares más o menos dentados. 
Al comienzo del desarrollo las colonias se presentan como manchas gri­



sáceas irregulares, de bordes deshilacliados; envejeciendo redondean, 
y los bordes se tapan haciéndose más lisos.

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

Desarrollo en estría. — En agar de mosto de malta, el desarrollo 
es abundante comenzando a las 2 4 horas, excepto la cepa d que em­
pieza a las 48 horas. Se presenta difuso, con colonias separadas, no 
elevado, de lustre brillante, superficie más o menos finamente rugosa, 
opalescente, de consistencia mantecosa en a y b, y mantecosa quebra­
diza en e y d; aspecto húmedo. El medio carece da olor y sut color 
permanece inalterado.

Licuación gelatina. — Negativa.
Desarrollo en diversos medios nutritivos. — Las características del 

desarrollo en los diversos medios nutritivos varían en las diversas ce­
pas; pero, sin embargo, pueden agruparse la a y la b por una parte 
y la c 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 líquido comple­
tamente aclarado. Estas mismas cualidades presentan los cultivos de 
gelatina, que por haberse efectuado en estufa a 3o° permitieron la 
deposición de los gérmenes. La cepa a es la más activa de todas y la 
d la menor, siendo muy poco enérgica.

En mosto de cereales desarrollan activamente a las 2 4-48 horas, en 
aerobiosis o anaerobiosis. En ausencia de CaCOa no hay formación de 
gases. El tiempo de conservación en este medio varía con la cepa; 
las cepas a, y b, viven de 4 á 8 meses, la c, 3-4 meses y la d, sólo 2-3 
meses.

Las cepas a y b-enturbian el medio en forma persistente^, no acla­
rándose aún 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 c y d desarrollan bien; siendo la primera mucho más 
activa. No hay enturbiamiento persistente del medio, sino aglutinación 
inmediata; sólo 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, fácilmente disgregadles, que ascienden al
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agitar el tubo,. constituidas por filapientos bacterianos entrecruzados 
que constituyen masas enmarañadas.

La aglutinación comienza' a las 24 horas de desarrollo; depositán­
dose en pocos días toda la masa ; en las cepas c y d antes que en las 
otras (x).

Ni en este medio, ni en caldo, hay producción de substancias vis­
cosas. >

En caldo ácido o alcrilini~ado sin azúcares, no hay desarrollo; ape­
nas se notó un ligero enturbiamiento casi imperceptible en la'cepa b.

En caldo ácido levulosado desarrolla activamente, a las 24 horas. La 
acidez producida con 1 0/0 de levulosa, a los 9 días fué la siguiente:

Testigo estéril 0,49 °/oo en II2SO4
Cepa a 2,06 » » »

» b 2,06 » » »
» C 2,2 5' » » »
» d 2,06 » » »

3. Fisiología

Relaciones de temperatura. — Desarrolla a temperatura ambiente 
(i5-2O° C) y en estufa a 25°, 3o°, 37o y 4a° G. A temperatura, am­
biente el desarrollo comienza a los tres o cuatro días, siendo escaso en 
la cepa d. En los demáls casos hay desarrollo a las 24-48 horas. La 
cepa d también en estos casos demora un poco! más el desarrollo.

El óptimo aproximado es para a y b 37o para c y d 3o°; genera­
lizando puede considerarse la temperatura óptima comprendida entre 
3o° y 37o C.

Relación con el oxígeno. — Anaerobio facultativo.
Formación de gases. — Negativa'. En agar de mosto de malta en 

anaerobiosis en tubos desarrolla bien a las 2 4 horas (cepa d a las 48 
horas), pero no se rompe el agar, lo que indica'ausenfcia de gases.

Prueba de la catalasa. — Negativa.
Cultivo 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 incubación a 3o° no hubo coagula­
ción, persistiendo en cambio la reducción del tornasol.

Hidrólisis del almidón. — Negativa.
influencia de la reacción del medio. — Se obtuvieron los datos que

(i) La levulosa parece favorecer el desarrollo, más que la glucosa, pues el eiv- 
turbiamiento que ocasiona es más espeso y más amarillento.



siguen, en la fermentación de agua de levadura con 
después de 10 días de incubación a 3o°:

1 o/o de levulosa

pll

Acidez prodi□ cida por 1 
en 112SO4

as diversas cepas 
°//00 Acidez promedio 

en H2SO4 °/oo
a b c d

3,5 4,4i 4,32 3,98 2,33 3,76
4,3 4,28 4,i6 4.28 3,o6 4,19
5 4,17 4,44 4,41 3,78 4,20
5,8 4,23 — 4,29 3,99 4,17
6,7 4.35 4,32 4.17 4.29 4.28
7.6 4,12 4,a4 4,24 3.93 4,i3

El desarrollo comenzó a las 2 4 horas en casi todas las cepas (la d a 
las 48 horas) y en casi todos los valores pH; en el extremo ácido (3,5) 
comenzó a las 48 horas. En el extremo alcalino (7,6) de la cepa d 
pareció dificultarse algo el desarrollo, pues ocurrió a los 3 días. El 
óptimo aproximado en el desarrollo pareció ser 5-6 excepto la cepa d 
que más bien era 6-6,7.

Del análisis de la acidez producida puede verse que enla a y la b no 
varía mayormente en los diversos valores pH, no así en c y d que su­
fren por una acidez excesiva, disminuyendo la fermentación.

Influencia del alcohol. — La fermentación en agua de levadura (16) 
con 1 °/o de levulosa, al cabo de 10 días de incubación, dió los si­
guientes resultados:

Alcohol 
%

Acidez producida por las diversas cepas 
en H2SO4 ’/oo Acidez promedio 

en II2SO4 »/00
a b c d

0 4,23 4.23 4,29 3,99 4,i8
6,33 4,17 4,35 3,5i 2.33 3-59
8,53 L87 3,3i 1,23 1,77 2,o5

n,85 2,82 r,59 0.98 sin desarrollo 1,79

El desarrollo comenzó a las 2 4 horas en 6,33 0/0, a las 48 horas, en 
8,53 o/o, y a los 3-4 días en n,85 o/o. La cepa d se mostró más sen­
sible que las otras, pues no desarrolló con n,85 °/o de alcohol.

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

Influencia del SO2. — Los datos de la fermentación de agua de
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levadura (22), con 1 0/0 de glucosa, después de 8 días de incubación, 

son los que siguen:

Acidez producida por las diversas cepas
SO °/00 en 1I2SO °/4 loo Acidez promedio 

en H2SO4 °/oo
a b c <1

0 3,86 3,49 4,16 3,84
0,098 3,37 2.75 2,81 2.98
0,185 3.55 2.89 2,89 3,ii
0.29.4 2.69 1.47 2,5i — 2,23
o,5oo 1,22 1,35 1.53 — 1,37

Salta a la vista, que elevadas proporciones de SO2, a partir de dosis 
aproximadas de 0,20 °/00 molestan seriamente la fermentación que 
se atenúa sensiblemente con elevadas cantidades.

Fermentación ele hidratos de carbono y otras Substancias. — Se es­
tudió la fermentación en medio líquidoi y en medio sólido, al mismo 
tiempo, con excepción de los ácidos que necesariamente tuvo que ha-, 
cerse en medio líquido.

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

Bacterium acidovorax (n. spec.). Fermentación

Medio 
líquido 

(Titulación)

Medio sólido 
(Variación 

pH)
Glucosa ....................................... -j- -j-
Levulosa...................................... -4- _L
Galactosa.................................... +
Lactosa ....................................... — —
Maltosa ....................................... 4- । +
Sacarosa ...................................... + “t"
Rafinosa...................................... (+) -4-
Xilosa ........................................ (3) ■ (I)
Arabinosa.................................... — —
Glicerina..................................... (+) - (2)
Manita ........................................ + .
Amigdalina................................. 4- +
Dex trina...................................... — —
Acido málico............................... +
Acido tartárico .......................... +
Acido cítrico............................... +

(1) La cepa b positiva.
(2) » » a positiva.
(3) » » b algo* (-)")•
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La glucosa y la levulosa fueron fermentadas con mucha energía, co­
mo puede verse en el gráfico n° 5 y 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 azúcares se agregaron antes de la 
esterilización, que se hizo por tindalización á 100o durante 1/2 hora, 
tres días; al medio repartido en tubos con 5o c.c. se agregó 7-10 go­
tas de un cultivo joven de mosto de cereales, incubándose durante un 
mes a 3o°.

CUADRO N» 12

Bacterium acidovorax — Productos originados en la fermentación de glucosa 
y levulosa

--------------------------------------------- —--------------
N So' é 5 ‘o O
o ©"c/^ N ® ”O

« ©o
72 —Q °

o fi o -<14

Agua lev. (11) sin azúcar, + B. acidovorax a ............... 1,52 0,58 1,05
> » (11) con 2 o/o glucosa, + B. acidovorax a . . . . 9,41 0,90 8.67

(11) con 2 o/o levulosa, + B. acidovorax a . . 10,39 1,23 9,38

> (11) sin azúcar, + B. acidovorax b............... 1,47 0,63 0,96
» (11) con 2 o/o glucosa, + B. acidovorax b ... 10,14 0,96 9,36

» » (11) con 2 o/o levulosa, + B. acidovorax b . . . 10,24 0.96 9,46

(11) sin azúcar, + B. acidovorax c ............... 1,59 0,75 0.98
» (11) con 2 o/o glucosa, + B. acidovorax c . . . . 8,53 0,96 7,74
» » (11) con 2 o/o levnlosa B. acidovorax c .. . . 9,46 0,96 8.67

» » (11) sin azúcer, B. acidovorax d............... 1,62 0,78 0.98
» » (11) con 2 °/0 glucosa, B. acidovorax d . . . > ,11 0.93 8,35

(11) con 2 o/o levulosa, + B. acidovorax d . . 10,39 0,96 9,60

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

La producción de ácidos volátiles fué casi igual á los testigos sin 
azúcares y sólo la cepa a dió origen a una mayor cantidad con levulo­
sa, fué o,65 °/00 (en a. acético), superior al testigo, y con glucosa 
o,33 °/00. Se deduce que si hay formación de ácidos volátiles por Bac­
terium, acidovorax a expensas de la glucosa y la levulosa, es sólo en 
débiles proporciones.

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

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

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



chos con lev. a,ut. (2), al i, 0/0, 24 días, con las cepas a, b, c, d, y con 
lev. (4), al i,25 0/0, 26 días, con las cepas a, b, c.

La lactosa no fué fermentada. Se hicieron ensayos con lev. (1), 
al 1 o/o, 6 días, con las cepas a, b, c; con lev. (3), i,25 o/o, ig días, 
con las cepas a, b, d; con lev. (4), al i,25 o/o, 26 días, cepa d; 
con lev. (5),, i,4 °/o, 21 días, cepa b y con lev. aut. (1), 1 o/o, du­
rante i5 y 60 días, cepa c.

La rafinosa sólo fué atacada por las cepas ay y c. Ensayos negati­
vos resultaron los efectuados con lev. aut. (2) al 0,6 0/0 durante 2 4 
días con las cepas a, b, y d; con Lev. (4), o,3 .0/0’, 26 días, cepas a, 
b, c, d y con levadura (5), 0,7 o/O; 17 días, cepas b, y, d. Debe asig­
narse, por lo tanto, sólo- débil fermentación de rafinosa por Bacterium. 
acidovorax, cuando se produce.

La xilosa no fué atacada por la mayoría de las cepas experimenta­
das. Solo la cepa b fermentó débilmente este azúcar; en las demás, en 
ningún ensayo se produjo fermentación.

Se investigó con lev. (1) al 0,7 o/o durante 6 días con las cepas a, 
c; con lev. (3}, o,33 0/0, ig días, con la cepa a; con lev. (5) 0,7 
por ciento,, 17 días, con las cepas a, c; y con lev. aut. (1), 0,7 °/o, 7 
días, con la cepa d.

Comportamiento análogo al medio líquido, manifestó la cepa b, 
pues fué la única capaz de atacar xilosa.

CUADRO N" 13

Bacterium acidovorax — Productos originados en la fermentación de glicerina

_ •* 9 o
O o C/D O 2 

o
« ©O72Q ® C-I

O c o § '1

Agua lev. (11) sin glicerina, + B. acidovorax a.............1,52 0,58 1,05
» » (11) + 2 °/0 glicerina, + B. acidovorax a........ 1,69 0,75 1.08

» » (18) sin glicerina, estéril.................................. 0,69 0,30 0,44
» » (18) sin glicerina, + B. acidovorax a ........... 1,37 0,45 1,00
» » (18) + 1 °/o glicerina, + B. acidovorax a........ 1,57 0,78 0,93

» » (18) sin glicerina, + B. acidovorax b............. 1,32 0,42 0.98
» » (18) + 2 % 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) + 1 % glicerina + B. acidovorax b........ 1,47 0,72 0,88

» » (18) sin glicerina + B. acidovorax c ............. 1,27 0,39 0,96
» » (18) + 2 °/0 glicerina, + B. acidovorax c .... 1,47 0,66 0,93

» » (18) sin glicerina, -|- B. acidovorax d............. 1,32 0,48 0,93
» » (18) + 2 % glicerina, + B. acidovorax d . . . . 1,57 0,78 0,93



La glicerina es fermentada por todas las cepas, en mayor proporción 
por unas que por otras; en muchos de los ensayos hechos no hu¡bo 
ataque por algunas cepas. Como consecuencia, debe considerarse que 
Bacterium acidovorax ataca débilmente la glicerina.

Los ensayos negativos se hicieron con lev. (4), i,a5 o/o, 26 días, con 
las cepas b, c, d, y con lev. (5), i,4 o/O) 21 días, con las cepas b, c,d.

Los ensayos de fermentación de glicerina del cuadro N° i3 se hicie­
ron agregando la glicerina al medio antes de la esterilización. El co­
rrespondiente al agua de levadura (11), que se hizo adicionando la 
glicerina y esterilizando por tindalización (tres días 1/2 hora por vez 
a 100o); tuvo una duración de un mes. El ensayo con agua de levadu­
ra (18) duró 24 días, y la esterilización se efectuó a 115° 1/2 hora. En 
cuanto al de agua de levadura (19) duró iG días y se esterilizó a ii5° 
durante 1/2 hora.

Como se deduce de los resultados del análisis, en todos los casos hu­
bo débil fermentación y la producción de ácidos volátiles que es ape­
nas algo superior al testigo, no permiten asegurar que proceda de la 
destrucción de la glicerina.

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

Bacterium acidovorax — Productos originados en la fermentación de manita

CUADRO N» 14
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Agua lev. (21) + 1 °/o manita, estéril ............................
sin manita, + B. acidovorax a...............

0,88 0,24 0.69
» » (21) 1,47 0.40 1.20
» » (21) + 1 o/o manita, + B. acidovorax a ....... 2,84 0,30 2,60
» » (21) sin manita, + B. acidovorax b............... 1,47 0,40 1.20
» » (21) + 1 o/o manita, + B. acidovorax, b....... 3,04 0,30 2,79
» » (21) sin manita, + B. acidovorax c ............... 1,47 0,40 1,20
» » (21) + 1 o/o manita, + B. acidovorax c ........ 2,60 0,30 2,45
» » (21) sin manita, 4- B. acidovorax d............... 1,47 0,45 1.16
» » (21) + 1 o/o manita, + B. acidovorax d......... 2,84 0,30 2,60

En el cuadro n° i4 se encuentran los productos originados en la 
fermentación, investigados para considerar si la presencia de esta es­
pecie bacteriana en los mostos o vinos, contribuye a aumentar los áci­
dos volátiles, por destrucción de la manita que otros gérmenes, como 
los fermentos maníticos, producen.

El ensayo se hizo con agua de levadura (21) agregando la manita 



antes de la esterilización, que se efectuó a n5° durante 1/2 hora, y 
tuvo una duración de 17 dí(as.

Ninguna cepa atacó la dextrina, en los ensayos efectuados correla­
tivamente con los de manita consignados en el gráfico N° 5. Por el 
contrario, la amigdalina fué fermentada activamente.

Bacterium acidovorax — Fermentación de ácido málico

CUADRO N° 15
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Agua lev. (7) sin ácido málico, estéril.......................... 1,08 0,48 0,69
» » (7) » » » + B. acidovorax, a ... 2,01 0,78 1,37 0,28
» » (7) » .» » + B. acidovorax b .... 2,01 0,90 1,27 0,55
» » (7) » » » + B. acidovorax c ... . 2,06 0,84 1,37 0,95
» » (7) » » » + B. acidovorax d . . . . 1,91 1,02 1,08 0,34

» » (7) + 3 °/00 ácido málico, estéril ................. 2,89 0,66 2,35 —
» » (7) + 3 » » » + B. acidovorax a 2,45 1,14 1,52 1,43
» » (7) + 3 » » » + B. acidovorax b 2,40 1,56 1,13 1,61
» » (7) + 3 » » » + B. acidovorax c 2,55 1,62 1,23 1,99
» » (7) 4- 3 » » » 4- B. acidovorax d 2,45 1.38 1,32 0,72

» » (7) sin malato de potasio, estéril................... 0,42 _ _
» » (7) » » » » 4- B. acidovorax a — 0,75 — —
» » (7) 4~ 2,72 °/°°, » » 4- B. acidovorax a — 1,26 — —

La fermentación de ácido málico del cuadro N° r5 se hizo en la 
siguiente forma: El agua de levadura (7) utilizada, de pH natural 6,3- 
6,4 se llevó a pH 7,3 con 0,2 °/°° de NaOH (4,76 c.c. de solución 
normal por litro), y se dividió en dos partes.

Una de las partes se usó para la fermentación, esterilizándose, agre­
gando luego asépticamente ácido málico, de una solución concentrada 
esterilizada aparte por tindalización. Se obtuvo así un pH 4,4 y una 
concentración de ácido de 3 0/00. La otra parle del medio alcalinizado se 
utilizó como testigo y se llevó a pH 4,4 con IIGl al 7-8 0/0 (12 c.c. 
en un litro); antes de esterilizar se tuvo la precaución de igualar la 
dilución del medio con la otra fracción.

La fermentación se efectuó en Erlenmfeyers de 200 c.c. de capaci­
dad. con un contenido de i3o c.c. de medio, sembrando con unas go­
tas de un cultivo fresco de mosto de cereales e incubando durante 43 
días a 3o°.

De las cifras de la acidez total se deduce que todas las cepas dismi­
nuyeron la acidez comparativamente con el medio con ácido málico es­



téril, lo que indica ataque de este ácido. La fermentación ha sido 
bastante intensa, pues los gérmenes desarrollándose en el medio sin 
ácidos 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 ácido málico, se cons­
tató la producción de ácidos volátiles en proporciones pequeñas, va­
riables en las diversas cepas, que en ningún caso llegó a uno por mil. 
También se verificó la producción de ácido láctica en todas las cepas 
y en cantidades que oscilaron alrededor de uno por mil.

Para la fermentación de sales del ácido málico se utilizó una solu­
ción de ácido málico al io o/o 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 líquido,, agregándose el malato asépticamente después de la 
esterilización ; los tubos contenían aproximadamente 2,72 °/00 de áci­
do málico neutralizado; se incubaron dos semanas.

Como determinación analítica sólo se hizo la de la. acidez volátil, 
comprobándose que hubo ataque del ácido málico con producción de 
algo de acidez volátil.

CUADRO N» 16

Bacterium acidovorax — Fermentación de ácido tartárico
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Agua lev. (8) sin ácido tartárico, estéril 0,93 0,60
» » (8) » » » + B. acidovorax a..................... 1,67 1.20
» » (8) » » » 4- B. acidovorax b ................... 1,71 1,20
» > (8) » » » 4- B. acidovorax, c................... 1,71 1,20
» » (8) » » » + B. acidovorax d ................... 1.91 1,14

» » (8) con 2,5 °/°° de á. tartárico estéril.......................... 2, OI 0,72
» » (8) » 2,5 » » » B. acidovorax a .... 2,11 2,84
» » (8) » 2,5 » » » 4~ B. acidovorax b ... 1,96 2,40
» » (8) » 2,5 » » » 4- B. acidovorax c ... . 2,20 2,94
» » (8) » 2,5 » » » 4- B. acidovorax d . . . . 2,36 1,56

El estudio de la fermentación del ácido tartárico (cuadro 16) por 
Bacterium acidovorax se hizo en forma análoga, a la fermentación de 
ácido málico.

Se usó agua de levadura (8) de pH 0 que se llevó a pH mayor que 
7 con NaOH N/i. Una parte se usó para la fermentación, y se esterili­
zó en tubos con 5o c.c. de líquido; después de la misma se agregó el 
ácido, asépticamente, de una solución concentrada esterilizaida aparte



por tindalización. Se obtuvo así un pH 5 y una concentración de áci­
dos de 2^5 °/00.

La otra parte se usó para testigo,, llevándose a, pH 5,3 con IIC1 al 
7-8 0/0, igualándose la dilución al medio! con ácidos. Después de 23 
días de incubación a 3o° se efectuó el análisis.

Puede verse que la acidez total después del desarrollo, fué igual o 
menor que el testigo. La fermentación ha sido evidente e intensa por 
cuanto todas las cepas desarrollándose en el agua de levadura sin áci­
dos, duplican aproximadamente la acidez.

Como productos de fermentación se investigaron los ácidos volátiles 
comprobándose su enérgica producción^ que osciló entre las diversas 
cepas entre o,4a y 1,74 °/°° en ácido acético.

CUADRO N» 17

Bacterium acidovorax — Fermentación de sales tartáricas
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Agua lev. (20) sin crémor tártaro, estéril.......................0,83 0,24 0,54
» > (20) » > » + B. acidovorax a . . 1,47 0,36 1,18

(20) » » » 4- B. acidovorax b . 1,62 0,42 1,27
>• (20) » » » + B. acidovorax c. . 1,47 0,36 1,18
» » (20) » » » + B. acidovorax d. . 1,86 0,42 1,52

» (20) +5 °/00 crémor tártaro estéril ............. 2,11 0,36 1,81
(20) + 5 - tárt. + B. acidovorax a. 2,16 0,60 1,67
(20) 4- 5 » » » 4- B. acidovorax b. 2,52 0,72 1,98

> (20) + 5 » » 4- B. acidovorax c. 2,35 0,60 1,86
(20) 4- á > » 4- B. acidovorax d. 2,60 0,66 2,06

' (17) sin tártr. neut. potas., estéril.................0,88 0,42 _
(17) > » » 4- B. acidovorax c. . 1,13 0,66 —
(17) 4- 1 °/o » 4- B. acidovorax c. . 0,73 0,99 —

Se hicieron dos ensayojs de fermentación de sales del ácido tartárico^ 
uno con bitartrato de potasio y otro con tartrato neutro de la misma base 
(cuadro N° 17).

El primero se hizo con agua de levadura (20), adicionada de 5 °/°° 
de bitartrato de potasio antes de la esterilización que se hizo por tindaliza­
ción (3 días a iooob 1/2 hora por vez). Después de efectuada ésta, se 
determinó el pH, siendo igual a 4,5. El medio sin agregado de sales 
tenía un pH 0,9.

Se incubó a 3o° durante tres semanas.
De los datos analíticos se deduce que todas las cepa,s 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



rrespondiente al testigo estéril, pero nunca hay el aumento de aci­
dez del primer caso4 que a veces es más del doble. Esto indica que hu­
bo ataque de la sal y que al destruirse el grupo ácido de la, misma 
quedó en libertad la base que neutralizó la acidez del medio.

La determinación de la acidez volátil demuestra que si hay produc- 
ducción a expensas del bitartrato de k, sólo se efectúa en débiles pro­
porciones.

La fermentación del tartrato neutro se hizo en agua, de levadura 
(17) en igual forma que en el ensayo del malato de potasio. Se usó una 
concentración de sal de cerca de uno por ciento. incubándose durante 
dos semanas.

Como se observó en el cuadro, hubo enérgico ataque de la sal, que­
dando en libertad la base que hizo disminuir la acidez total del me­
dio. De la fermentación del tártaro neutro de potasio,, se produjo al­
go de acidez volátil.

CUADRO N« 18

Bacterium, acidovorax — Fermentación de ácido cítrico
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Agua lev. (8) sin ácido cítrico, estéril ............................................ 0,93 0,60
» » (8) » » » + B. acidovorax a ....................... 1,67 1,20
» » (8) » » » + B. acidovorax b......................... 1,71 1,20

» (8) » + B. acidovorax c .......................1,71 1,20
‘ » » (8) » » » + B. acidovorax d.........................1,91 1,14

» » (8) con 2,5 °/o° á. cítrico, estéril ..................................1,76
2,06

0,60
» » (8) » 2,5 » » + B. acidovorax a ............. 2,28

(8) » 2,5 > » + B. axidovorax b............. 1,96 2,16
» » (8) » 2,5 » » + B. acidovorax c ............. 2,11 2,46
» » (8) * 2,5 > » + B. acidovorax d............... 2,11 2,22
» » (17) sin citrato de Na, estéril ........................................0,88 0,42
» » (17) » » » + B. acidovorax c..................... 1,13 0,66
» » (17) 3,63 °/oo citrato de Na. + B. acidovorax c............— 2,25

El estudio de la fermentación del ácido cítrico (cuadro N° 18) se 
hizo simultáneamente y en las mismas condiciones que el de ácido tár- 
tárico, del cuadro N° 16, con igual duración de 23 días.

Se observa que hay enérgica producción de acidez por todas las cepas 
al desarrollarse en ausencia de ácido cítrico. En presencia de este ácido 
la acidez total producida es sólo un poco superior al testigo estéril, 
lo que demuestra que hubo ataque del ácido en lodos los casos.

Se constató enérgica producción de ácidos volátiles por todas las ce­
pas, análogamente a la fermentación del ácido tartárico. Las cantida­
des producidas oscilaron entre o,g6 y 1,26 0/00 en ácido acético.



El ensayo de fermentación del citrato de sodio se hizo conjuntamente 
con el de tartrato neutro de potasio, incubándose 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 determinación de la acidez 
volátil total permitió comprobar que el citrato de sodio es destruido con 
producción enérgica de ácidos volátiles, que alcanzaron la proporción 
de i,5g 0/00 en ácido acético.

f) Micrococcus variococcus MÜLLER-TlIURGAU y OSTERWALDER

Cepas estudiadas. Cinco:

i52 — Micrococcus variococcus cepa a
2 r 3 == » >» » b
22 3 — » » » C

3Z — » » » d
34 r — » » » e

1. Morfología

Forma. — Se presenta como elementos esféricos desiguales de 0,8 
a i,3 /i diámetro, variando éste con las diversas cepas. Son ligeramen­
te achatados en uno de sus diámetros, encontrándose por lo general 
aislados., o más bien unidos en diplococos isiendo casi siempre uno de 
ellos más grande; se presentan así mismo en triadas o tetradas o bien 
en cadenitas cortas de elementos achatados, o masas irregulares cons­
tituidas por la agrupación de numerosos cocos 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 más corriente en los diferentes 
medios.

Movilidad. — Negativa.
Especulación. — Negativa.
Coloración de Gram. —■ Gram positivo.

2. Características de cultivo

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

FAC. AGROS. ----- VIII, II



Las colonias son pequeñas 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 estría. — En agar de mosto de malta desarrolla bien 
a los tres días. El desarrollo, que comienza a las 48 horas, es difuso, 
no elevado, más o menos brillante, de superficie lisa opalescente-traslú­
cida. aspecto poco húmedo más bien seco, consistencia mantecosa, el 
medio carece de olor y su color permanece inalterado.

Licuación 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 quie no se 
aclara sino después de tres o cuatro semanas y aún májs, en algunas 
cepas como en la a. La cepa e vuelve algo viscoso el líquido. En mos­
to sin CaCO3 ninguna cepa formó gases. Se conservan vivos de 3 
a 5 meses, en el medio.

En agua de levadura con o sin azúcares desarrolla muy bien a¡ los 
dos o tres días, pero menos enérgicamente 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 límpido,, quedando en el fondo del tufbo la miase, 
bacteriana aglutinada. No desarrolla en caldo ácido o alcalino sin azú­
cares, pero si en caldo ácido levulosado a los 3-4 días; con 1 o/o de 
levulosa la acidez producida a los 9 días fué la siguiente:

Testigo estéril ... . °-i9 0/00 en H2SO4
Microc. miiillivortax a ... . 0,78 » » »

» » b ... . 0,98 >? » »
» c ... . 0,69 » » »
» d ... . '0,78 » » »
» » e ... 0.88 ;> > >

3. Fisiología

Relaciones de temperatura. — En agar de mosto de malta en su­
perficie, desarrollan bien a temperatura ambiente (i5-2O°C.) y en es­
tufa a 20°, 3o° y 37o; no desarrollan a 42" en diez días. A tempera­
tura ambiente el desarrollo es escaso a regular, comenzando a los 2-3 



días y aún a los h días (cepa e). A 25° y a 87° el desarrollo es regular 
a bueno efectuándose a las 2/4 horas. A 3o° hay muy buen desarrollo 
a las 24 horas, excepto en la cepa e que, como en todos los casos, de­
mora algo más en desarrollarse. Temperatura óptima aproximada: 
3o° C. '

Relación con el oxígeno. — Anaerobio facultativo.
Formación de gases. — Negativa. No rompen el agar de mosto de 

malta en tubos sembrados en anaerobiosis, pero desarrollan bien en 
él a los dos o tres días.

Pi'ueba de la catalasa. — Negativa.
Cultivo en leche. — Desarrolla a las 2 4-48 horas, acidificando lenta­

mente: algunas cepas como la b y la e tardan i5 días en comenzar la 
acidificación. En general lo hacen con poca intensidad. No coagula aún 
después de un mes de desarrollo. No reduce el tornasol.

Hidrólisis del almidón. — Negativa.
Influencia de la reacción del medio. — Se obtuvieron los resulta­

dos que siguen, en la fermentación de agua de levadura (16) levulo- 
sada al 1 0/0, a los 10 días de incubación:

ptl
Acidez producida por las diversas cepas en 

H2SO4 %o Acidez 
promedio en 

H2so4a b c d e

3,5 I.OI 0.98 1 ,o4 i.i4 0,67 0,93
4,3 1.18 1 i3 1,28 Is2 2 0.91 1.14
5 1,47 1.23 I 10 1,20 086 1.17
5,8 1,47 — 1 35 1.47 0,89 i .3o
6,7 1.59 1 4o I Jío 1,59 098 1.39
7,6 1,17 i o5 1,11 1,62 — 1,2.3

El desarrollo comenzó a los dos días, observándose que era más 
enérgico a pH 6. En el valor más ácido (3,5) y en el más alcalino 
(7.6) demoró 3-4 días en aparecer. En ciertas cepas (b y c) también 
en 6,7 el desarrollo apareció, a los 3-4 dias. La cepa e se mostró par­
ticularmente sensible, pues a las 48 horas solamente en pH 6 el des­
arrollo era neto.

Puede deducirse de los resultados de la fermentación 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 óptimo apro­
ximado de 6 a 7.

Influencia del alcohol. — La fermentación en agua de levadura 
(16) levulosada al 1 0/0, dió después de 10 días los resultados que si­
guen :



Alcohol °/0
Acidez producida en II2SO4 °/00 Acidez

a c d
promedio en 

H2SOt»/00
0 i,4- 1,10 1.4- i,35
6,33 1,23 i3i 1.35 1,30
8,53 1,16 i 53 0,7! i,i3

n,85 sin desarrollo sin desarrollo sin desarrollo —

El desarrollo comenzó ia los dos días en 6,33 % y a los 3-4 días en 
8,53 o/oo. No hubo desarrollo en n,85 o/o. Gomo puede verse en las 
cifras de la fermentación, el alcohol es perjudicial, y a grandes dosis 
inhibe el desarrollo.

Gráfico n.° 6
Micrococcus variococcus. Energía fermentativa de algunas substancias atacadas

Influencia del SO2. — La fermentación en agua de levadura (22) 
con 1 o/o de glucosa después de 12 días de incubación a 3o° dió los 
siguientes resultados:



S02 »/<>„
Acidez producida por las diversas cepas en 

h2so4»/00 Acidez 
promedio 

en H2SO4 o/oaa b C <1 e

0 i,i3 1.22 1 53 I.IO I,IO 1.22
0.098 — 1.16 116 1,16 i.oá i.i3
o,i85 — 1,35 1 10 1,16 I.IO 1.18
0,294 — 1,16 — — 1,16 1.1G
o.5oo O.92 T IO 1,16 — i,o4 i ,o5

Como se ve, la fermentación en general se atenuó con elevadas can­
tidades de SOa.

Fermentación de hidratos de carbono y otras substancias. — En el 
cuadro qué sigue ¡se resumen los resultados obtenidos en la fermenta­
ción de las diversas substancias en medio líquido,, y de algunas en me­
dio sólido y en el gráfico N° 6 y cuadros ig,, 20 y 21, que continúan, 
se encuentra el detallfe de la fermentación de substancias en medio lí­
quido :

Micrococcus variococcus Müller-Thurgau y Osterwalder.

Fermentación •

Medio Medio sólido
líquido (Variación

(Titulación) pH)

Glucosa .......... .......... -1— 4-
Levulosa ......... 4- 4-
Galactosa ......... .......... — —
Lactosa .......... .......... — —
Maltosa .......... .......... (+) (+)
Sacarosa ......... — 4—
Rafinosa ......... —
X i los a .............. .... —
Arabinosa ... ............ —
Glicerina......... —
Manila.............. —
Aniigdalina ... .......... + ....
DexIrina ......... —
Acido málico ... ..........  4
Acido tartárico —
Acido cítrico ... —

La glucosa y la levulosa fueron atacadas enérgicamente^ como pue­
de verse en el gráfico N° 6 y cuadro N° ig. El ensayo del cuadro nú­
mero ig se hizo con agua de levadura (12) de pH 6 adicionado délos 



azúcares y esterilizados juntos por tindalización (3 días, 1/2 hora por 
vez a 100o); se incubó durante cuatro semanas.

Se observa que la fermentación fué enérgica por todas las cepas, 
siendo un poco menos intensa la c y e. La acidez volátil producida es 
igual a los testigos, lo que indica que no producen ácidos volátiles a 
expensas de esos azúcares. Se comportan, en consecuencia, diferente 
de los bacterios maníticos y en forma parecida a Bacterium acido­
vorax.

CUADRO N» 19
Micrococcus variococcus — Productos originados en la fermentación de glucosa y levulosa
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Agua lev. (12) sin azúcares, estéril ................. 0,66 0,48 0,27
» » (12) sin azúcares, + M. variococcus a ......... 1,62 0,75 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 azúcares, + M. variococcus b ......... 1,64 0.66 1,10
» » (12) con glucosa, + M. variococcus b .........3,53 0.63 3,01
» » H2) con levulosa + M. variococcus b .........3,77 0,75 3,16
» » (12) sin azúcares + M. variococcus c ......... 1,86 0,60 1,37

» (12) con glucosa + M. variococcus c ......... 2,74 0,78 2,11
» (12) con levulosa + M. variococcus c ......... 2,91 0,66 2,40

» (12) sin azúcares + M. variococcus d .......... 2,16 0,66 1,62
» (12) con glucosa + M. variococcus d ......... 3,58 0,66 3,04
» » (12) con levulosa + M. variococcus d ......... 3,72 0,66 3,18
» (12) sin azúcares + M. variococcus e ......... 1,91 0,81 1,25

(12) con glucosa + M. variococcus e ......... 2,25 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 0/0, 21 días y en lev. (4), i,a5 0/0, 26 días; ade­
más la cepa e en lev. (5)3 i,4 °/o, 27 días.

La Lactosa tampoco fué atacada. Se ensayó en lev. (3), 1,2 5 °/o, 
19 días, con las cepas a, b, c; en lev. (4), 1,25 o/o, 26 días con las ce­
pas a, e y en lev. aut. (1), 1,1 o/o, 12 días con las cepas b, c, d, e.

La maltosa ha sido poco fermentada, como puede verse en el grá­
fico N° 6. Sólo la cepa d la atacó con energía; además, en numerosos 
ensayos permaneció inatacada. Por esto debe deducirse que cuando hay 
fermentación, sólo se produce con poca intensidad.

La sacarosa no fué atacada. Se investigó en lev. (2), i,25 0/0, 21 
días con la cepa, a, b, c; en lev. (4), 1,25 0/0, 26 días con todas las 
cepas, y en lev. (5), i,4 °/o, 27 días con las cepas a, b, d, e.



También fueron negativos los ensayos hechos con rafinosa, que fue­
ron: lev. (2), o,4 0/0, 21 días, cepas a, b, c, d; lev. (4), o.3 o/O) 
26 días, todas las cepas; lev. (i4), 0.6 o/o, 10 días, cepas a, c, d; 
y en lev. (i5), 0,6 0/0, 10 días, cepa e.

La xilosa y la arabinosa no se atacaron. Se hicieron ensayos con lev. 
(2), o,3 0/0, 21 días con todas las cepas y en lev. (4), 0.3 °/o. 26 días 
con las cepas a, c, d.

Tampoco la glicerina se atacó, en ensayos hechos con lev. (12), o.5 
por ciento, 21 días y con lev. (4), 1,25 0/0. 26 días. Lo mismo en 
cuanto a manita y dextrina ensayadas en lev. (i4); *>25 0/0, 10 días 
con las cepas a, b, c, d; y con lev. (i5), i,a5 0/0, 10 días con la ce­
pa e.

La amigdalina fué atacada con energía, como puede verse en el grá­
fico número 6.

CUADRO N» 20

Micrococcus variococcus — Fermentación de ácidos
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Agua lev. (10) sin ácidos, estéril ....................................0,83 0,54 0,39 _

(10) + 2,5 °/°° ácido málico, estéril ........... 0,83 0,60 0,34 —
» » (10( + 2,5 » a. tartárico, estéril............... 1.08 0,60 0,58 —

(10) + 2,5 » á. cítrico, estéril................... 0,83 0,66 0,29 0,28

» » (10) sin ácidos + Af. variococcus a............... 2,65 0,87 1,94 3,57
» » (10) 4- 2,5 0/00 á. málico + M. variococcus a 1,76 0,87 1,05 5,28

(10) + 2,5 » á. tartár. + M. variococcus a 2,74 0,84 2,06 3,59
» » (10) + 2,5 » á. cítrico + M. variococcus a 2,45 0,84 1,76 2,64

(10) sin ácidos 4- M. variococcus b............... 2,25 0,87 1,53 2,49
» (10) 4- 2,5 o/oo á. málico 4- Af. variococcus b 1,96 0,90 1,23 3,94

(10) 4- 2,5 » a. tartárico 4- Af. variococcus b 2,45 0.78 1,81 —
(10) 4- 2,5 » a. cítrico 4- M. variococcus b 2,45 0,90 1,72 —

» (10) sin ácidos 4" M. variococcus d............... _ - 0,84 _ 2,74
» » (10) 4- 2,5 o/oo á. málico 4- M. variococcus d — 1,02 — 3,97

(10) 4- 2,5 » a. tartárico 4- Af. variococcus d — 0.84 — 2,61
» » (10) 4~ 2,5 » a. cítrico 4~ Af. variococcus d — 0,84 — 3,05

La fermentación de ácidos 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 0/00 de ácidos y 
de 2 o/o de glucosa al final de la fermentación, que duró un mes.

Para la interpretación de los resultados, analizando las cifras de la 
acidez total, se observa que sólo con ácido málico, en las tres cepas in­
vestigadas. la acidez fué menor que el testigo sin ácidos sembrado.



Con ácido tartárico o cítrico la acidez total fué4 por el contrario, 
más elevada.

Como todos los testigos estériles tienen aproximadamente la misma 
acidez, se deduce que únicamente el ácido málico fué atacado.

Analizando los datos de la acidez volátil se observa que ninguna de 
las cepas originó ácidos volátiles, del ataque del ácido málico. Por 
el contrario, estudiando el ácido láctico formado resalta con eviden­
cia, su elevado porcentaje; bastante superior al testigo y al corres­
pondiente al medio con ácido tartárico o cítrico.

En estos últimos su alto contenido se debe a la fermentación de la 
glucosa, que, según las investigaciones de Müller-Thurgau y Oster- 
vvalder se produce originando grandes cantidades de ácido láctico.

Todas las cifras de ácido láctico 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 fermentación 
láctica de la glucosa y del ácido málico; debe atribuirse ésto, a la 
concentración del medio que se produce en Ja fermentación en tubos 
abiertos, después de un mes de incubación a 3o°.

La elevada cantidad de ácido láctico producido, alrededor de i,5 
por mil, indica que Micrococcus variococcus fermenta enérgicamente 
el ácido málico.

CUADRO N° 21
Micrococcus variococcus — Fermentación de ácidos

O En este cultivo había escaso desarrollo.
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Agua lev. (15) sin ácidos, estéril ..................... ...............0,59 0,45 0,22 0,14
(15) 4- 1,96 °/°° ácido málico, estéril .........2,25 0,39 1,94 0,26

» (15) + 1,96 » á. tartárico, estéril............... 1,96 0,60 1,47 —
» » (15) + 1,96 » á. cítrico, estéril................. 1,91 0,66 1,37 —

» (15) sin ácidos 4- M. vaciococcus b............... 1,47 0,36 1,18 0,99
» » (15) + 1,96 %o á. málico + M. variococ. b .. 2,21 0,30 1,96 2,26
» » (15) + 1,96 » á. tartárico + M. variococ. b 2,65 0,42 2.30 —
» » (15) + 1,96 » á. cítrico + M. variococ. b. 2,65 0,36 2,35 —

> (15) sin ácidos 4~ M. variococcus c............... 1,47 0,30 1,22 —
» » (15) + 1,96 °/oo á. málico + M. variococ. c. 2,25 0,48 1,82 2,51
» (15) + 1,96 » á. tartárico 4- M. variococ. c 2,65 0,39 2,33 —
» » (15) 4“ 1,96 » a. cítrico 4~ M. variococ. c. 2,74 0,36 2,45 —

» » (15) sin ácidos 4~ M. variococcus e............... 0,73 (») 0,33 0,47 —
■ (15) 4- 1,96 °/00 á. málico 4- M. variococ. e. 2,21 0,39 1,89 9 T9

(15) 4~ 1,96 » a. tartárico 4- M. variococ. e 2,55 0,30 2,30 —
» » (15) 4~ 1,96 » a. cítrico 4~ M. variococ. e. 2,84 0,26 2,55 —



Los ácidos cítrico y tartárico no son, por lo tanto, atacados.
En el cuadro N° 21 se detalla la fermentación de ácidos por la cepa 

b, que se repitió, y los ensayos qon las cepas c y e.
Estos experimentos se hicieron en igual forma y simultáneamente 

con los correspondientes a los cuadros N° 5, N° 7, N° 9 y N° 11, 
con duración de 3 semanas; se omiten, por lo tanto, los detalles.

Comparando la acidez total producida por las tres cepas en presen­
cia de ácido málico, cítrico y tartárico, con los testigos de ácidos 
estériles, se observa que, mientras con el primero de esos ácidos no hu­
bo aumento de acidez, con los otros dos fué muy enérgica. La con­
clusión es que sólo el ácido málico fué atacado, mientras que los otros 
dos permanecieron inalterados.

Como en los ensayos anteriores, no hubo formación do ácidos volá­
tiles a expensas del ácido málico atacado, pero sí, gran producción 
de ácido láctico.

La conclusión general de los ensayos de fermentación de ácidos por 
Micrococcus variococcus, es que todas las cepas estudiadas fermentan 
enérgicamente el ácido málico con producción de elevadas cantidades 
de ácido láctico, sin originar acidez volátil, y que no atacan los ácidos 
tartárico o cítrico.

g) Micrococcus multivorax (n. SPEC.)

Cepas estudiadas. Dos:
3o5 = Mwroaocciie multivorax cepa a 
29, = » » » 1)

i. Morfología

Forma. — Se presenta en for(ma de cocos desiguales^ que tienen un 
diámetro que varía de 0,8 a 1,2 /z en la cepa a y de 1 a i,5 g en la ce­
pa b, que se encuentran solos o unidos de a dos o tres y aún tetra­
das; además, forman pequeñas cadenitas y aún agrupaciones irregula­
res, constituidas por numerosos elementos apretados. Los diplococos 
que son los más numerosos, se presentan generalmente algo achatados, 
siendo casi siempre uno de ellos de mayor diámetro; igualmente en 
las cadenitas y en las tetradas, las formáis son achatadas.

En mosto de cereales se presentan en la forlma descripta y lo mismo 
en agua de levadura. En ésta sin embargo son más corrientes las 
formas diplococos o bien cocos aislados, siendo más raras las cadenitas 
o tetradas, observándose así mismo pocas masas agrupadas.

Movilidad. — Negativa.
Es populación. — Negativa.
Coloración de Gram. — Gram positivo.



2. Características de cultivo

Colonias. — Sobre agar de agua de levadura levulosada desarrollan 
en forma análoga a Micrococcus variococcus, tardando más que 
los bastoncitos estudiados en alcanzar completo desarrollo.

Las colonias son pequeñas 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 otra especie de coco estudiada^, algunas depresiones cen­
trales. Los bordes son lisos y la estructura interna amorfa.

Desarrollo en estría. — En agar de mosto de malta desarrolla bien 
a los tres días,. comenzando al las 48 horas. .El desarrollo es moderado, 
difuso, esparcido, más o menos brillante, de superficie lisa, opalescen­
te, aspecto poco húmedo, más bien seco, consistencia mantecosa. El 
medio carece de olor y su colon permanece inalteratdo.

Licuación gelatina. — Negativa.
Desarrollo en diversos medios nutritivos. — Ein mosto de cereales 

con o sin carbonato de calcio,, desairiiollan bien a los dos o tres días. 
Por el desarrollo 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 azúcares desarrollan a los dos o tres 
días,, pero con menos energía que los bastoncitos. El aspecto del me­
dio se presenta en forma igual a Micrococcus variococcus: enturbia­
miento más intenso cuando hay azúcares^ más con levulosa que con 
glucosa, y deposición de los gérmenes después de la fermentación con 
aclaramiento del líquido.

En caldo sin azúcar sea ácido o alcalinizado, no desarrolla. En cal­
do ácido con i o/o de levulosa desarrolla a los 3-4 días. La acidez pr(b- 
ducida a los p días de desairrollo fué la siguiente:

Testigo estéril ........ ............... 0A9 o/oo en H2SO4
Microc. multivorax a .......... 0,69 » »

» » b .......... 0,88 » » »

3. Fisiología

Relaciones de temperatura. — Sobre agar de mosto de malta en 
superficie, desarrollan bien a temperatura ambiente (i5-2O° C) y en 
estufa a 25°, 3o° y 37o. No desarrollan a 42° en 10 días. A temperatu­
ra ambiente el desarrollo es escaso^ comenzando a lois 3 o 4 días; a 



2,5° y 37o es bueno empezando a las 48 horas; a 3o° es muy bueno a 
las 48 horas, con comienzo a las 24 horas. Temperatura óptima apro­
ximada: 3o° C.

Relación con el oxígeno. — Anaerobio facultativo.
Formación de gases. — Negativa,. No rompen el agar de mosto de 

malta sembrado en anaerobiosis,. a pesan de desarrollar bien a las 24-48 
horas.

Ppucha de la catalasa. — Negativa.
Cultivo en leche.—Desarrollan acidificando lentamente y con poca 

energía, comenzando a las 24-48 horas. No reducen el tornasol. No 
coagula después de un mes de desarrollo.

Hidrólisis del almidón. — Negativa.
Influencia de la reacción del medio. —■ Se obtuvieron los siguien­

tes resultados en la fermentación de agua de levadurra (16) levulosada 
al 1 o/o, después de 10 días de incubación a 3o°.

PH
Acidez producida 

en H2SO4 »/oo
Acidez 

promedio en 
h2so4 °/ooCepa a Cepa b

3,5 i,o4 0,98 1,01
4.3 i,4o i,o5 1,22
5 I,2Q 1,10 I 20
5,8 1,29 I 29 I.2Q
6.7 i.3i 1.47 1 *$9
7-6 i,35 1 11 1.23

El desarrollo empezó a los dos días excepto el valor, pll más ácido 
que en la cepaji fué a los tres días y en el más alcalino que fué a 
los cuatro.

Durante el mismo la energía fenmentativa pareció mayor en pH 5 
a 6. Los resultados de la fermentación indican una pequeña sensibili­
dad a la acidez.

Influencia del alcohol. — La fermentación en agua de levadura 
(16) con 1 o/o de levulosa a los 10 días de fermentación dió el si­
guiente resultado:

Alcohol
0/ /0

Acidez producida 
en H2SO4 X Acidez 

promedio en 
H2so4 XCepa a Cepa b

0 1,29 1,29 1,29
6,33 i,a3 °,92 1.07
8,53 0.43 0 58 o,5o

n,85 sin desarrollo sin desarrollo —

El desarrollo empezó a los dos días en 6,33 °/o, y a los trps días 



en 8t.53; no se efectuó con n.85. El alcohol molesta sensiblemente la 
fermentación; como puede versev mientras en 6,33 o/o la acidez es ve­
cina del testigo,, en 8,53 se aleja bastante y en n,85 es nula.

La sensibilidad al alcohol parece ser mayor que en Micrococcus 
miultivorax.

Influencia del SO2. — Se obtuvieron los siguientes resultados en 
la fermentación con agua, de levadura (22) glucosada al 1 0/0 después 
de 12 días de incubación:

SÓ2 »/00
Acidez producida por las 
dos cepas en H2SO4 °/00 Acidez 

promedio en 
H2SO4 »/ooa b

0 1,84 i,4o 1,62
0,098 1,65 1 4 o 1,53
o,i85 1,78 — 1,78
o,ag4 i,4o 1.35 1,38
o,5oo 1,16 1 o4 I.IO

Puede observarse como con grandes cantidades de SO? hay bastante 
disminución de la fermentación.

Fermentación de hidratos de carbono y otras substancias. — Eín 
el cuadro que sigue se encuentran resumidos los resultados de la fer­
mentación en medio sólido y en medio líquido, y en el gráfico Nu 7 
y cuadros NOs 22, 23 y 2/1, el detalle de la fermentación de las diver­
sas substancias en medio líquido.

Micrococcus multivorax (n. spec.). Fermentación
Medio lí­
quido (ti­
tulación)

Medio só­
lido (va­

riación pll)

Glucosa .......................... —t— 4-
Levulosa......................... + +
Galactosa ........................ *T’ 4-
Lactosa ........................... -4- 4
Maltosa........................... 4- 4-
Sacarosa ......................... (44 4-
Raf inosa.......................... (44
Xilosa ............... ........... —
Arahfinosa....................... —
Glicerina ......... ;.......... —
Manila.................... —
Amigdalina....................... 4- -) -
Dextrina ........................ —•
Acido málico..................
Acido tartárico ............... —
Acido cítrico .................. —



Gráfico n.° 7
Micrococcus multivorax. Energía Jermentativa de algunas substancias atacadas

Del gráfico n° 7 y del cuadro 11o 22. se deduce que las dos cepas de 
Micrococcus multivorax investigadas fermentan enérgicamente la glu­
cosa y la levulosa. Los ensayos del cuadro n° 22, efectuados en igual 
forma y simultáneamente con los del cuadro tq, permiten observar 
que la fermentación de estos azúcares se efectúa sin originar ácidos 
volátiles, análogamente a Micrococcus variococcus.

CUADRO N" 22
Micrococcus multivorax — Productos originados en la fermentación de glucosa y levulosa

«Ó' •- O
o o

o» "o ’S oP 'S o ■j
a SO

• o o— «ü O
O

Agua lev. (12) sin azúcar, estéril .................................... 0.66 0,48 0,27

» (12) sin azúcar 4- M. multivorax a ............... 1,58 0,51 1,15
>• > (12) con glucosa + M multivorax a............... 3.92 0.60 3,43

(12) con levulosa + M. multivorax a ........... 3,82 0,63 3,31

(12) sin azúcar + M. multivorax b................. 1,54 0,66 1,00
(12) con glucosa + M. multivorax b............. 3,63 0.72 3.04

» » (12) con levulosa 4- M. multivorax b ........... 3,43 0,78 2,79



La galactosa, también fué atacada por las dos cepas con regulari ener­
gía: lo mismo en cuanto a lactosa. Con menor intensidad fué atacada 
la maltosa. i.

La sacarosa, se atacó sólo en un ensayo. No se consiguió fermenta­
ción en lev. (2) al i,a5 o/o. en 21 días con la cepa a; y en lev. (4), 
al 1,25 o/o en 26 días, con ambajs cepas.

Coincide el comportamiento de Micrococcus miilfivofftx frente a ¡sar 
carosa en medio líquido., con lo que ocurre en medio sólido, en que 
tampoco la fermentación es segura, pues unas veces se produce y otras no.

Con rafinosa sucedió algo análogo a la sacarosa,, en un ensayo fué 
atacada,, pero no en los efectuados con lev. (2), al o,4 °/o en 21 días, 
con la cepa a y con lev. (4), o,3 0/0 en 26 días con ambas cepas.

Como en el caso de sacarosa, el ataque de rafinosa se pqoduce, en 
consecuencia, sólo en ciertas ocasiones y con débil intensidad.

La xilosa y la arabinosa no fueron atacadas por] ninguna cepa. Se 
ensayó en lev. (2), o,3 0/0, 21 días, con la cepa, a y en lev. (4), o,3 
por ciento, 26 días con ambas cepas.

Lo mismo ocurrió con glicerjna, ensayada,en ley. (4), r,a5 0/0., 26 
días y lev. (5), i,4 °/o¡, 27 días; y con manita, y dextrina, investigadas 
en lev. (i4), 1,25 o/O) 10 días.

La amigdalina, por el contrario, fué enérgicamente atacada, com­
portándose esta especie como Micrococcus variococcus.

CUADRO N» 23
Micrococcus multivorax — Fermentación de ácidos
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Agua lev. (10) sin ácidos, estéril ..................... 0,83 0,54 0 39
(10) +2,5 °/°° ácido málico, estéril....... 0,83 0,60 0,34 _
(10) + 2,5 » ácido tartárico, estéril . . 1.08 0,60 0,58 ——

» (10) + 2,5 » ácido cítrico estéril ............. 0,83 0,60 0,29 0,28
(10) sin ácidos + M. multivorax a ............... 2,16 0,90 1,42 1,46

' (10) + 2,5 °/°° á. málico + M. multivorax a 1,76 0,84 1,08 4,01
(10) + 2,5 » á. tartárico + M. multivor. a 2,50 0,84 1,81 2,57
(10) + 2,5 » á. cítrico + M. multivorax a. 2,30 0,78 1,67 2,57
(10) sin ácidos + M. multivorax b............... 2,45 0,84 1,76 0,94
(10) + 2,5 °/°° á. málico + M. multivorax b 1,57 0,84 0,88 2,78
(10) + 2,5 » á. tartárico + M. multivorax b 2,16 0,96 1,37 2,10

» (10) + 2,5 » á. cítrico + M. multivorax b 2,35 0,84 1,67 2,22

La fermentación de ácidos del cuadro 23 se hizo en las mismas con­
diciones que el cuadro n° 20, qpn igual agregado de 2 0/0 de glucosa 
al final del ensayo y con duración de un mes.

<7 *7



La acidez total producida por las dios cepas, en presencia de ácido 
málico, fué mucho menor que el correspondiente testigo estéril; lo 
contrario ocurrió en presencia de ácido cítrico y tartárico en que la 
acidez fué mayor o igual al testigo. Se deduce que sólo en el primer; 
caso hubo ataque del ácido, permapecliendo el cítrico y el tartárico 
inalterados.

Analizando las cifras de ácidos volátiles, se ve que estos no se ori­
ginan a expensas del ácido málico destruido. En dambio es evidente la 
producción de ácido láctico en abundantes cantidades.

Las cifras de ácido láctico de los ensayos de los otros ácidos, com­
paradas con las de los testigos sin ácidos, parecerían indicar la existen­
cia de fermentación; 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° a 4 se encuentran los resultados del ensayo, que se 
repitió.

CUADRO N° 24

Micrococcus multivorax — Fermentación de ácidos

Ic
id

ez
 tot

al
 

X
 en

 H
2S

O
4

A
ci

de
z v

ol
át

il 
°/0

0 en
 ác

id
o 

ac
ét

ic
o

A
ci

de
z fi

ja
 °/0

0 
en

 I12
SO

4

A
ci

do
 lác

tic
o 

°/ '0
0

Agua lev. (15) sin ácidos, estéril ....................................0,59 0,45 0,22 0,14
» (15) » » 4- M. multivorax b .............1,47 0,36 1,18 1,35

* i»
(15) +1,96 °/°° ácido málico, estéril........... 2,25 0,39 11,94 0,26
(15) + 1.96 » á. málico + M. multivorax b 2,25 0,39 1,90 2,40

(15) + 1,96 °/°° ácido tartárico, estéril......... 1,96 0,60 1,47 —
» (15) + 1,96 » á. tartárico + M. multivor. b 2,60 0,30 2,35 —

(15) + 1,96 °/°° ácido cítrico, estéril........... 1,91 0,66 1,37 —
(15) + 1,96 » á. cítrico + M. multivorax b 2,84 0,48 2,45 —

La fermentación del cuadro n° 9,4 se hizo simultáneamente cpn la 
del cuadro n° 21 y en las mismas condiciones, con una duración de 
tres semanas.

Se observa que sólo en el caso de ácido málico la acidez total pro­
ducida por el desarrollo del germen, fué igual al testigo; en presencia 
de ácido tartárico o cítrico fué muy superior. Esto demuestra que el 
ácido málico es alaciado mientra^ que el tartáqico y el cítrico permane- 
necen inalterados.

La fermentación del ácido málidp, es enérgica, y se produce dando 
lugar a la formación de regular cantidad de ácfido láctico (aproxima­
damente 1 0/00), sin originarse ácidos volátiles.



11) Bacterium rectiforme (n. SPEC.)

Cepas estudiadas. Dos:

3o3 = Bacterium rectiforme cepa a 
2O<| = » » » I)

1. Morfología

Forma. — Se presenta en fonma de bastoncitos finos, alargados, de 
o,4-o,6 /j. de ancho por 2 a 7 /z de largo, aislados o unidos de a dos 
o tres, de bordes rectos y extremidades apenas redondeabas. Por su 
forma, característica entre los bacterios de los vinos, se lo designó 
Bacterium rectiforme.

En mosto de cereales con o sin GaGO3 se presenta igualmente en 
forma de bastoncitos rectos sin agruparse en dadenas. En agua de le­
vaduras con o sin azúcares también se observan bastoncitos rectilíneos 
que se agrupan de a tres o cuatro, pero sin formar cadenas; exoep- 
cionalmentc se presentan bastoncitos muy alargados sin tabiques, peno 
que no constituyen verdaderos filamentos.

Las dos cepas (a, b) estudiadas en esta especie presentan daracteres 
morfológicos exactamente iguales.

Movilidad. — Inmóvil.
Esporulación. —■ Negativa.
Coloración de Gram. — Gram positivo.

2. Carapterís ticas de cultivo

Colonias. — En superficie de agar de agua de levadura levulosada 
al 1 o/o desarrolla abundantemente en dos días. Forma colonias gran­
des, las más grandes de los gérmenes estudiados, de color amarillento; 
forma redondeada, bien regulares, superficie lisa o casi lisa y homo­
géneamente elevadas en toda, la extensión, bordes lisos, estructura in­
terna amorfa o muy fina,mente granulosa.

Desarrollo en estría. — En agay de mosto de malta desarrollan ac­
tivamente, comenzando a las 2/1 horas. El desarrollo es difuso, con 
colonias separada^, no elevado, de lustre brillante, superficie lisa, opa­
lescente, de consistencia mantecosa-acuosa, aspecto húmedo. El me­
dio carece de olor extraño y su color permanece inalterado.

Licuación gelatina. — Negativa.
Desarrollo en diversos medios nutritivos. — En mosto de cereales 



con o sin CaCO3 en aerobiosis o anaerobiosis, desarrolla abundante­
mente a las 24-48 horas, con enturbiamiento persistente del medio; só­
lo después de cuatro o cinctp 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 CaCOj no se observa formación de gases, no levan­
tándose el tapón de vaselina-pa,rafina.

En ay/za 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, fenómeno 
que se observa ya a las 24 horas.

Después de varios días la masa bacteriana deposita totalmente y el 
medio se aclara, quedando en el fondo los copos algodonosos, análogos 
a Bacterium acidovorax, pero menos abundantes. Por agitación o ro­
tación del tubo suben en el líquido nubes espesas constituidas por 
¡bacterios aglutinados.

La levulosa parece favorecer más el desarrollo, análogamente a lo 
que ocurre en los otros gérmenes, pues el enturbiamiento es más enér­
gico, de color más amarillento y más espeso que con glucosa u otros 
adúcares.

En caldo ácido o alcalino sin azúcares desarrollan escasamente a las 
24 horas. En caldo ácido levulosado desarrollan perfectamente a las 
24 horas; con 1 o/o de levulosa, la acidez total del medio después de 
g días de incubación fué:

Testigo estéril......................... o,4g °/OT en H2SO4
Bact. rectiforme a.................. 1,47 » » »

» » b.................. 1,18» » »

De las dos cepas estudiadas, la a se mostró más enérgica en los di­
versos medios ensayados.

3. Fisiología

Relaciones de temperatura,. — Sobre agar de mosto de malta des­
arrolla a temperatura ambiente (i5°-2O° C.) y en estufa a 2 5°, 3o°, 
37o y 4a°. A temperatura ambiente desarrolla a los 2-3 días, en los de­
más casos a las 24 horas. El desarrollo a 42° es regular. Temperatura 
óptima aproximada: .'lo0-.'»-0 G.

Relación con el oxígeno. — Anaerobio facultativo.
Formación de gases. — Negativa.
En agar de mosto de malta en tubos, en anaerobiosis, desarrolla ac­

tivamente a las 2 4 horas sin romper el agar, por cuanto no forman 
gases.

FAC. AGROS. ----  VIII, II l8



Prueba de la catalasa. — Negativa.
Cultivo en leche. — Desarrolla bien acidif iciando a las 24 horas de 

la siembra, con aumento progresivo. Después de una semana reduce el 
tornasol; al cabo de un mes la reducción del tornasol es muy intensa.

Coagula a los i5 días de desarrollo, formando un coágulo de regu­
lar consistencia, que no se redisuelve después de un mes.

Hidrólisis del almidón. —■ Negativa.
Influencia de la reacción del medio. — La, fermentación en agua de 

levadura (16) con 1 o/o de levulosa, después de 10 días de incubación 
a 3o°, dió el siguiente resultado: 1

pll
Acidez producida por cada 

cepa en H2SO4 °/00 Acidez 
promedio en 

H2SO4 »/ooa b
3.5 2,21 2 IO 2,18
4,3 2,82 2,76 2,79

5,8 3,88 3,i3 3,5o
6,7 3,67 3.86 3,76
7.6 3-99 3,68 3,83

El desarrollo comenzó a las 2 4 horas excepto en 3,5 que fue a las 
48 horas. ElpH. óptimo durante el desarrollo pareció 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 correlación. Hay más sensibilidad a la acidez que en 
Bacterium acidovorax. El pll. óptimo, difícil de precisar, se encuentra 
entre 4,5 y 6,5, aproximadamente.

Influencia del alcohol. — Se obtuvieron los siguientes resultados en 
la fermentación de agua de levadura (16), con 1 oyo de levulosa, des­
pués de 10 días de incubación a 3o°:

• Alcohol
°//0

Acidez prod 
cepa en

ncida por cada 
H2SO4 »/„o

Acidez 
promedio en 
H2so4 Xa b

0 2,88 3,13 3
6,33 2,64 2,7° 2,67
8,53 1.95 1 83 . 1.89

u,85 0,74 180 1.27

El desarrollo comenzó a las 2 4-48 horas con 6,33 0/0 de alcohol, a 
las 48 horas con 8,53 o/o y a 1 os4 días con n,85 0/0.

Gomo puede verse en el cuadro, la acidez producida disminuye sen­



siblemente con la alcoholjzación, siendo en 6,33 o/o, bastante vecina del 
testigo, lo que indican que resisten bastante bien ese porcentaje de al­
cohol, corroborado con la anterior observación de su primer comienzo 
de desarrollo: aumentando el alcohol demora la aparición del desarro­
llo.

Influencia del SO2. — La fermentación en agua de levadura (22), 
con 1 0/0 de glucosa, después de 8 días de incubación, dió los siguien­
tes resultados:

S02 «/00
Acidez producida por cada 

cepa en II2SO4 °/oo
Acidez 

promedio en 
H2sot »/ooa b

0 3,61 3,55 3,58
0,098 3,20 3,12 3-19
o,i85 3,a5 3.12 3-19
0,29/1 2.89 3 2.95
o,5oo i>5g I /|O i,5o

Es evidente que una elevada proporción de SO2 perjudica sensible­
mente la fermentación, comportándose ¡en esto en forma análoga a Bac­
terium acidovorax.

Fermentación de hidratos de carbono y otras substancias. — Qomo 
en los casos anteriores, antes de tratar en detalle la fermentación de ca­
da substancia, se resumen los resultados obtenidos, en medio líquido y 
en medio sólido.

¡Bacterium rectiforme (n. spec.). Fermentación.

En medio 
líquido 

(Titulación)

En medio 
sólido 

(Variación pll)

Glucosa .......................... + +
Levulosa ......... "I"
Galactosa ........................ -i- 4-
Laclosa .......................... 4- +
Maltosa .......................... 4- +
Sacarosa ......................... + +

Rafinosa......................... (+) 4“
Xilosa.............................. (+) (+)
Arabinosa ........................ — —
Glicerina ........................ (+) ■ +
Manita............................. 4- 4-
Aniigdalina ................... + +
Dex trina ......................... (+) 4.
Acido málico ................. +
Acido tartárico ........... —
Acido cítrico ................. —
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Gomo se deduce del gráfico N° 8 y del cuadro N° 2 5, Bacterium, 
rectiforme fermenta enérgicamente la glucosa y la levulosa.

El ensayo del cuadro N° 2 5 se efectuó conjuntamente con el del 
cuadro N° 12 y en las mismas condiciones, durando un mes. Comose 
observa, el ataque fué muy intenso, pero no se produce acidez volátil 
en cantidad muy elevada con respecto al testigo.

CUADRO N° a5

Bacterium rectiforme — Productos originados en la fermentación 
de glucosp y levulosa
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Agua lev. (11) sin azúcar + B. rectiforme a .................1,40 0,66 0,86
(11) + 2 % glucosa 4- B. rectiforme a........... 6,57 0,78 5,93
(11) + 2 9o levulosa -4- B. rectiforme a......... 6.86 0,75 6.25

(11) sin azúcar + B. rectiforme b ................. 1,47 0,50 1,06
(11) +' 2 % glucosa 4- B. rectiforme b ......... 6,37 0,84 5,68
(11) 4- 2 % levulosa 4- B. rectiforme b ....... >6,27 0,78 5.63

También en la galactosa, lactosa, maltosa y sacarosa son fermenta­
das con energía.

La rafinosa sólo fué fermentada en un caso y en forrea débil; no 
debe, por lo tanto, darse seguridad de su ataque por Bacterium rec­
tiforme. Resultados negativos se obtuvieron con lev. (4), o,3 O/o, 26 
días con ambas cepas y con lev. (2), o.4 o/o, 21 días con la cepa b.

Con xilosa se obtuvieron resultados análogos; sólo en un caso hubo 
fermentación en medio líquido, habiendo sido negativos los ensayos he­
chos en lev. (3), o,3 0/0, 19 días, con ambas cepas; en lev. (5) 0,7 0/0, 
17 días, cepa a y lev. (1), 0,70/0, 6 días cepa b.

La arabinosa no fué atacada, por ninguna cepa. Se ensayó en lev. 
aut. (1), 0,75 0/0, 5 días, con la cepa a; lev. (3), o,33 0/0, 19 días con 
ambas cepas; lev. (4), o,3 o/o, 26 días, cepa a y lev. (1), 0,7 0/0, 6 
días, con la cepa b.

La glicerina fué atacada a veces en medio líquido, pero con débil in­
tensidad, como puede verse en el gráfico n° 8. Probablemente el ata­
que de esta ¡substancia en medio líquido es difícil; en medio sólido, en 
todos los casos estudiados hubo fermentación.

En el cuadro n° 26 se encuentran los resultados de dos epsayos, 
efectuados para investigar si había producción de ácidos volátiles a ex­
pensas de la glicerina.



CUADRO N» 26

Bacterium rectiforme — Productos originados en la fermentación de glicerina
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Agua lev. (11) sin glicerina 4- B. rectiforme a............... 1,40 0,66 0,86
> » (11) + 2 % glicerina + B. rectiforme a.......... 1,86 0,90 1,13

(11) sin glicerina + B. rectiforme b............... 1,47 0,50 1,06
(11) + 2 % glicerina + B. rectiforme b ....... 1,89 0,81 1,22

(19) sin glicerina, estéril ................................ 0,69 0,36 0,39
» » (19) sin glicerina 4- B. rectiforme a............... 1,32 0,42 0,98
» » (19) 4“ 1 % glicerina 4~ B. rectiforme b......... 1,47 0,54 1,03

> (19) sin glicerina 4- B. rectiforme b............... 1,27 0,48 0,88
» (19) 4- 1 % glicerina 4- B. rectiforme b ........ 1,47 0,66 0,93

El ensayo -con agua de levadura (n) se hizo conjuntamente con el 
mencionado en el cuadro n° i3, con duración de un mes. Se obser­
va que la fermentación fué poco enérgica, produciéndose algo de aci­
dez volátil, pero en muy débil proporción.

El ensayo con agua de levadura (ig) se hizo también simultánea­
mente con el del cuadro n° i3, incubándose 16 días. También en este 
caso la fermentación fué muy débil, más que en el ensayo anterior 
siendo la acidez volátil casi igual al testigo.

Unicamente con un poco de reserva, puede decirse que Bacíeriutri 
rectiforme produce algo de acidez volátil a espensas de la glicerina.

La manita es fermentada por ambas cepa,s con producción regular 
de acidez, lo mismo que la amigdalina.

CUADRO N» 27
Baclerium rectiforme — Productos originados en la fermentación de manita
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Agua lev. (21) 4- 1 % manita, estéril ............................ 0,88 0,24 0,69

» » (21) sin manita 4~ B. rectiforme a ................. 1,47 0,48 1,08
» » (21) 4- 1 % manita 4~ B. rectiforme a........... 2,74 0,30 2,50

’ > (21) sin manita 4- B. rectiforme b................. 1,23 0,40 0,91
> » (21) 4- 1 % manita 4- B. rectiforme b........... 2,60 0,30 2,45

En el cuadro n° 27 se exponen los resultados de la fermentación de 
manita, efectuada simultáneamente con la del cuadro n° i4 y con los 



mismos propósitos. La duración fué de 17 días. Como se observa, la 
manita fué atacada con bastapte intensidad, pero no se originaron áci­
dos volátiles.

En cuanto ,a la dextrina, la acidez producida no autoriza a decir que 
hubo fermentación; sin embargo, la fermentación en medio sólido fué 
neta. Se trata, probablemente, de un caso análogo al de la glicerina.

CUADRO N° 28
Bacterium rectiforme — Fermentación de ácido málico
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Agua lev. (7) sin a. málico, estéril ................................
» » (7) » » + B. rectiforme a..............
* ' » (7) > » + B. rectiforme b..............

» » (7) + 3 °/°° á. málico, estéril.........................
» » (7) + 3 » » + B. rectiforme a ...
» » (7/ + 3 » » + B. rectiforme b . . .

1.08
2,01
2,01

2,89
2,50
2,50

0,48
0,78
0,81

0,66
1,80
0,84

0,69
1,37
1,32

2,35
1,03
1,81

0,50
0,50

0,77
1,70

La fermentación de ácido málico del cuadro n° 28 se hizo simultá­
neamente con la del cuadro n° i5, en las mismas condiciones, con una 
incubación de 43 días.

Por el desarrollo de ambas cepas en presencia de ácido málico, la 
acidez total disminuyó con respecto al testigo, lo que indica que hubo 
fermentación.

El ataque del ácido málico se produjo originando acidez volátil ele­
vada y poco ácido láctico en la cepa a, y por el contrario sólo elevada 
cantidad de ácido láctico en la cepa b.

CUADRO N» 29
Bacterium rectiforme —- Fermentación de ácido tartárico y ácido cítrico
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Agua lev. (8) sin ácidos, estéril ...................................... 0,93 0,60 0,44
» » (8) » » + B. rectiforme a..................... 1,76 1,08 0,88
» > (8) » » + B. rectiforme b ................... 1,71 0,72 1,13
» > (8) + 2,05 »/»« á. tartárico, estéril................. 2,01 0,72 1,42
» > (8) + 2,5 » » + B. rectiforme a. 2.60 0,99 1,79

■» > (8) + 2,5 » » + B. rectiforme b. 2,16 0,72 1,58
» ’ (8) + 2,5 °/o° a. cítrico, estéril.......................1,76 0,60 1,27

’ (8.) + 2,5 » » + B. rectiforme a 2,60 0.84 1.91
» ’ (8) + 2,5 » » + B. rectiforme b . . 2,65 0,78 2,01



Los ensayos del cuadro n° 29 se hicieron en idénticas condiciones a 
los del cuadro n° 16 y n° 18, con duración de 23 días.

La acidez total producida por el desarrollo de las dos cepas en pre­
sencia de ácido tartárico o cítrico, fué superior a los respectivos tes­
tigos estériles, y en proporción aproximada al aumento de acidez que 
causan desarrollándose en el medio sin ácidos (ver prim,era parte del 
cuadro).

En ningún caso hubo fermentación de los ácidos.

Bacterium rectiforme — Fermentación de ácido málico, tartárico y cítrico
CUADRO N» 30
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Agua lev. (15) sin ácidos, estéril 0,59 0,45 0,22 0,14
(15) » » + B. rectiforme a................. 1,57 0.93 0,81 0,61

(15) 1,96 °/°° á. málico, estéril................. 2.25 0,39 1,91 0,26
(15) -f- 1,96 » » 4- B. rectiforme a. 2.20 1,17 1,25 0,94

(15) 4- 1,96 4-/°° á. tartárico estéril ........... 1.96 0,60 1,47 _
(15) + 1,96 » » + B. rectiforme a 2,69 0.93 1,89 —
(15) 4~ 1,96 °/°° á. cítrico estéril ................. 1.91 0,66 1,37
(15) 4- 1,96 » 4~ B. rectiforme a. . 2.79 0,99 1,98 —

Las experiencias del cuadro n° 3o son confirmatorias de los ensayos 
de fermentación de ácidos, anteriores. Se hicieron en igual forma y 
condiciones que las correspondientes al cuadro n° 5, incubándose du­
rante 3 semanas. '

De las cifras de acidez total se deduce que el germen atacó el ácido 
málico, pero no obró sobre los ácidos tartárico y cítrico. De la fer­
mentación del ácido málico se produjo muy poca acidez volátil y poco 
ácido láctico.

i) Bacterium spec. Otra FORMA ENCONTRADA EN LOS VINOS ARGENTINOS

Además 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, resultó tener algunas carac­
terísticas 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,



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, oí 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 características que he estu­
diado, sin identificarlo dándole nombre.

i. Morfología

Forma. — Se presenta en bastoncitos gruesos, alargados, de 0.8 a 
1 g de ancho por 1,5-4 p. de largo, aislados o unidos de a dos o tres 
en línea recta, con separación neta y espaciada, y extremos ligeramen­
te redondeados.

En otros medios nutritivos tiene igual aspecto. En agua de levadura 
presenta, además de los bastoncitos gruesos unidos de a dos o tres, 
otros alargados, semejantes a gruesos filamentos no tabicados.

Movilidad. — Negativa.
Esporulación. — Negativa.
Coloración de Gram. — Gram positivo.

2. Características de cultivo

Colonias.—Sobre agar de agua de levadura levolusada desarrolla bien 
a los 2 días, 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 análogo a Bacterium rectiforme, pero algo más pe­
queñas y de color menos amarillento.

Desarrollo en estría. — Desarrolla abundantemente en dos días. El 
desarrollo es difuso, con colonias separadas, esparcido^ de lustre bri­
llante, superficie lisa, opalescente, de consistencia mantecosa-acuosa, as­
pecto húmedo, el medio carece de olor y el color permanece inalte­
rado.

Licuación gelatina. — Negativa.
Desarrollo en diversos medios nutritivos. — En mosto 'de cereales 

desarrolla bien a las 2 4-48 horas, enturbiando el medio, que se aclara 
desp.ués de dos o tres semanas. En mosto sin GaCOs no forma gases. 
Se conserva vivo, en el medio, de 4 a 6 meses.

En ag\ua de levadura con o sin hidratos de carbonos desarrolla, pe­
ro con poca energía. A. veces, aún en presencia de azúcares no desa-
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rrolla. En caso positivo comienza el desarrollo a las 2 4-48 horas, más 
intensamente con levulosa que con glucosa. Después del desarrollo los 
gérmenes se aglutinan depositándose con formación pequeñas masas 
floculosas, que nunca tienen el volumen de las otras especies estudia­
das.

En caldo alcalinizado sin azúcar no desarrolla. En caldo ácido con 
azúcar desarrolla apenas un poco. En caldo ácido levulosado desarrolla 
bien a las 24 horas; con i o/o de levulosa produjo a los g días la si­
guiente acidez:

Testigo estéril................................... 0,49 °/oo en IIaSO4
Con el bacterio ........................... 0,69 » » »

3. Fisiología

Relaciones de temperatura. — En agar de mosto de malta en su­
perficie desarrolla a a5°, 3o° y 87°; no desarrolla a temperatura am­
biente (i5°-2O° C.) ni en estufa a /¡2°, en una semana. A 25° y 87° 
el desarrollo es escaso produciéndose a los tres días. A 3o° desarrolla 
bien, comenzando a las 48 horas. Temperatura óptima aproximada: 
3o°C.

Relación con el oxígeno. — Anaerobio facultativo.
Formación de gases. — Negativa.
Prueba de la catalasa. — Negativa.
Cultivo en leche. — Desarrolla a las 48 horas acidificando. Reduce 

el tornasol progresivamente, a los 10 días la reducción es enérgica. No 
coagula después de un mes,, pero persiste la reducción.

Hidrólisis del almidón. — Negativa.
Influencia de la reacción del medio. — En agua de levadura (16) 

con 1 0/0 de levulosa,, después de 10 días de incubación a 3o° se obtu­
vieron los siguientes resultados de fermentación:

plt...........................,.................. 3,5 4,3 5 5,8 6,7 7,6
Acidez producida en I¡2SO4 °/oo 0 0 0,86 i,35 i-5g 1,60

Gomo se ve,, es muy sensible a la acidez, no desarrollando a pH 3,5 
y 4,3; en los demás valores estudiados el desarrollo convenzo a las 48 
horas, excepto en pH 5 que fué a los tres días. El óptimo puede con­
siderarse aproximadamente alrededor del punto neutro.

In fluencia del alcohol. — Análogamente al pH se mostró muy sen­
sible al alcohol; en ag.ua de levadura (16) con 1 o/o de levulosa ¡no 
desarrolló con 8,53 y n,85 0/0 de alcohol agregado. Con 6,33 o/o

ag.ua


desarrolló a las /48 horas, siendo la acidez producida bastante inferior 
al testigo (0,87 y i,35 0/00 en H2SO4, respectivamente).

Fermentación de hidratos de carbono y otras substancias. — Co­
mo en medio líquido el desarrollo era poco intenso y a veces no se 
producía, se estudió la fermentación casi exclusivamente en medio 
sólido, exceptuada la de ácidos que se hizo necesariamente en medio 
líquido, agregándose en forma de salqs, pues la acidez elevada impe­
día el desarrollo.

Los resultados obtenidos fueron los siguientes:O

Bacterium spec. Fermentación

Glucosa ......................... Arabinosa....................... —
Levulosa......................... -i- Glicerina ........................ 4-
Galactosa........................ 4- Manita............................ -4
Lactosa .......................... — ■ Amigdalina ................... —
Maltosa ......................... Dextrina........................ -J-
Sacarosa ......................... -j- Acido málico ................. —
Rafinosa...................... -4- Acido tartárico ........... —
Xilosa............................. -4- Acido cítrico ... ........... —

En el c.uadro n° 3i se consignan los productos originados en la fer­
mentación de glucosa, levulosa, manita y sales de los ácidos málico, 
tartárico y cítrico.

CUADRO N° 3i

«o '■= .2 «og S •ZpC/D04
5 g o o o NJ —
° 2 O o

Agua lev. (11) sin azúcar a 30 días de la siembra........1,45 0,60 0,96
» » (11) con 2 % glucosa, a 30 días de la siembra 2,94 0,66 2,40

(11) con 2 % levulosa, a 30 días se la siembra. 2,16 0,48 1,76
» » (11) con 2 % glicerina, a 30 días de la siembra 1,52 0,78 0,88

» (18) sin glicerina, estéril...................................0,69 0,30 0,44
> » (18) sin glicerina, a 24 días de la siembra. . . . 1,47 0,45 1,10
> (18) con 1 % glicerina, a 24 días de la siembra 2,84 0,96 2,06 .

.» » (21) con 1 % manita, estéril...........................0,88 0,24 0,69
» » (21) sin manita, a 17 días de la siembra.......... 1,34 0,48 0.98
» » (21) con 1 % manita, a 17 días de la siembra. 1,72 0,60 1,23

» » (24) sin agregado, estéril ................................ 0,83 — _
» » (24) con 1,36 °/00 malato K, estéril............... 0,25 — —
» » (24) con 1 % tartrato K, estéril ..................... 0,69 — —
» » (24) con 3,46 °/0° citrato Na, estéril............. 0,74 — —
» » (24) sin agregado, a 12 días de la siembra. . . 1,47 — —
» » (24) con 1,36 °/°° malato K, a 12 días de la siemb. 0,88 — —
» » (24) con 1 % tartrato K, a 12 de la siembra. 1,23 — —
» » (24) con 1 0/°0 citrato Na., a 12 días de la
siembra ............................................................................. 1,23 — —



Gomo puede verse, Bacterium spec. fermenta la glucosa y la levulosa 
sin formar ácidos volátiles.

De la glicerina produce algo de ácidos volátiles.
La fermentación de las sales de ácido tartárico, cítrico y málico pue­

de considerarse negativa, pues hubo aumento de acidez; si la fermen­
tación hubiera sido positiva quedaría en libertad la base del ácido que 
alcalinizaría el medio.

La poca resistencia a la acidez elevada, que se corrobora con la no 
fermentación de ácidos, indica que este bacterio no pertenece al gru­
po de los causantes de alteraciones o fermentaciones favorables, como 
son los estudiados anteriormente.

Vil. COMENTARIOS SOBRE LOS BACTERIOS AISLADOS

Las características 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, Müller-Thurgau y Osterwaldeb.
"tLos gérmenes causantes de las alteraciones bacterianas de nuestros 

vinos, presentan un conjunto de características semejantes como ya se 
mencionó anteriormente.

Son anaerobios facultativos, no esporulados, inmóviles, no licuantes 
de la gelatina, Gram positivos!, no segregan catalasa, no hidrolizan el 
almidón, desarrollan escasamente en leche y en medios nutritivos sin 
alimentos liidrocarbonados. Son activos fermentadores de azúcares y 
otras substancias ternarias.

La fermentación de las diversas substancias que pueden encontrarse 
en los mostos o vinos, y que, por consecuencia, producen las enferme­
dades, varía en los diversos gérmenes estudiados.

Todos son activos fermentadores de azúcares, pero Bacterium' aci­
dovorax y los bacterios maníticos son los más enérgicos, especialmen­
te el primero. Bacterium rectifprme y los microcococos, destruyen los 
azúcares con menor intensidad.

Por la fermentación de levulosa todos los bacterios maníticos produ­
cen mucha acidez volátil y manita. De glucosa, igualmente, la mayo­
ría producen ácidos volátiles.

Todas las demás especies estudiadas no producen ácidos volátiles a 
expensas de esos dos azúcares, o bien originan trazas no atribuibles 
con seguridad a fermentación.

Ni los micrococos ni Bacterium acidovorax o Bacterium rectiforme', 



producen manita a expensas de levulosa. Sin embargo, como estas dos 
últimas especies son capaces de fermentar la manita, es posible que si 
la producen, sea atacada a medida que se origina. Con todo no se ca­
racterizó la manita en los líquidos de fermentación, ajún haciendo 
pruebas a las pocas horas del desarrollo. La fermentación del ácido 
tartárico o sus sales sólo es producida por Bacterium acidovorax, gér- 
men por esto se diferencia netamente de los otros grupos estudiados. 
A expensas del ácido tartárico hay enérgica producción de ácidos vo­
látiles.

El ácido málico es fermentado por casi todas las especies investiga­
das; únicamente Bacterium, Gayoni no lo ataca. Los demás gérme­
nes lo hacen con intensidad variable, produciendo ácido láctico. Los 
micrococos son los más activos termentadores de ácido málico.

Además de ácido láctico, Bacterium, acidovorax produce bastante aci­
dez volátil. En consecuencia, exceptuada esta especie, las demás desin­
tegran el ácido málico produciendo fermentación láctica pura.

El ácido cítrico sólo es fermentado por un bacterio manítico, el 
Bacterium cocciforme, y además, por Bacterium acidovorax. En am­
bos casos se forman ácido láctico y ácidos volátiles.

La fermentación de polialcoholes, como glicerina y manita, sólo se 
produjo con Bacterium, acidovorax y Bacterium rectiforme, especie 
que en esto son afines. De glicerina se fórnnan trazas de ácidos voláti­
les, de manita no.

a) Los BACTERIOS MANITICOS

De las especies de bacterios maníticos aislados de vinos argentinos: 
Bacterium Gayoni Müller-Thurgau y Osterwalder;
Bacterium intermedium Müller-Thurgau y Osterwalder;
Bacterium cocciforme (n. spec.);
Bacterium Müller-Thurgapi (n- spec.);

las dos últimas, presentan características morfológicas y fisiológicas, 
completamente diferentes de las otras especies de bacterios maníticos 
conocidos, lo que autoriza a considerarlas especies nuevas.

La otra especie de. bacterio manítico típico que se encuentra descrip­
ta, además de las citadas, es Bacterium mannitopoeum Müller- 
Thurgau y Osterwalder, uno de los más activos que se conocen y 
que estos autores estudiaron con boda amplitud, como anteriormente se 
vió. ,

Entre los bacterios que intervienen en la destrucción de ácidos leí 
Bacterium gracile Müller-Thurgau, en presencia de levulosa tam- 



bien da manita. Sin embargo, no se incluye entre los típicos microbios de 
las fermentaciones lactomaníticas de los mostos y vinos, dado que si 
bien es capaz de producirla, su principal actividad es, en cambio, lía 
destrucción enérgica del ácido mélico, con producción de ácido láctico.

La misma consideración debe hacerse con otros bacterios causantes 
de enfermedades délos vinos, que son capaces de dar manita a expensas 
de levulosa, como por ejemplo los fermentos de la grasa estudiados 
por Kayser y Manceau, los fermentos filiformes aislados por Labor- 
de de vinos torcidos, los microbios análogos estudiados por Maze y 
Pacottet, el Bacterium tartarophthorum Müller-Thurgau y Oster­
walder, etc.

Las diversas especies de bacterios mgmíticos de los vinos presentan 
características semejantes.

Morfológicamente considerados, están constituidos todos por baston­
citos gruesos de tamaño variable, pero que oscila entre 0,7 y i,5 g; 
algunas especies son más gruesas; que otras.

Bacterium mannitopoeum posee un grosor de 0,7-1,3 g, Bacte­
rium Gayoni i-i,3 /x; en la cepa argentina el grosor fué de o,8-o,g. 
B. intermedium 1,2-1,5 g en las cepas estudiadas por Müller-Thur­
gau y Osterwalder; las halladas en el país oscilan entre 0,7-1,2 m- 
Finalmente Bacterium cocciforme 0,7-1 y y B. Müller-Thurgaui o,7- 
0,9 g.

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 
óptima oscila alrededor de los 3o° C. (Bact. coccif orme menor y Bact. 
Müller-Thurgaui algo mayor).

Son enérgicos fermentadores de azúcares, de los cuales producen 
mucha acidez; la mayoría atacan ácido mélico y algunas ácido cítrico.

Los diversos azúcares se atacan con bastante intensidad, dando como y
productos de fermentación: ácido láctico, ácido acético, COa, algo de 
glicerina y ácido succínico, en proporciones variables según la especie y 
el azúcar. De levulosa se forma manita y de los otros azúcares alcohol 
etílico.

La energía con que los azúcares) son atacados varía según las espe­
cies, pero en general la levulosa es el más 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 mannitopoeum y Bacterium Müller-Thurgaui; 
la arabinosa no es atacada por Bacterium Gayoni y Bacterium inter­
medium, las otras especies lo hacen con mucha intensidad.



La única especie que desdobla la sacarosa es Bact. m\annilopoeum. 
De las otras substancias, la glicerina y la manita no es atacada por 

ninguna especie, y la aniigdalina sólo por Bact. ntíannitopoeuin, con 
formación de acidez volátil, ácido láctico y aldehída benzoica.

De los ácidos, el ácido tartárico no es fermentado por ninguna es­
pecie. El ácido cítrico es algo fermentado por Bacterium mdnnito- 
poeum y bastante por Bacterium cocciforme, con formación de áci­
do acético y láctico. En cuanto al ácido málico, salvo Bacterium Ga- 
yoni que no lo ataca, las otras especies lo fermentan dando ácido lác­
tico, pero no ácidos volátiles.

La diferenciación de las diversas especies de bacterios maníticos tí­
picos, es posible por la fermentación de las diversas substancias; mor­
fológicamente sería difícil hacerlo porque todas son análogas: baston- 
citos gruesos de diámetro más o menos igual.

Excluyendo las substancias que todas las especies fermentan la pri­
mera separación puede hacerse por la fermentación de arabinosa; 
Bacterium Gayoni y Bacterium intermedium son las únicas especies que 
no la atacan. Estos dos bacterios se diferencian a su vez, entre sí, por­
que mientras ¡el primero no ataca el ácido málico, el segundo lo hace 
intensamente.

De las especies restantes, Bact. mMnnitopoeutn fermenta aniigdalina 
mientras que Bact. cocciforme y Bact. Müller-Thurgaui no. Estas dos 
especies a su vez se distinguen porque la primera ataca lactosa y áci­
do cítrico., y la segunda no.

Bact. cocciforme y Bact. Müller-Thurgaui presentan aún otras ca­
racterísticas de fermentación que los diferencia de las demás espe­
cies de bacterios maníticos.

Bacterium cocciforme se diferencia de Bact. Gayoni. porque además 
de fermentar arabinosa, fermenta el ácido málico y el cítrico, mien­
tras que ésta no. Se diferencia también de Bact. mannitopoeuni por­
que fermenta aniigdalina, pero rio lactosa, mientras que con Bact. manni­
topoeum ocurre lo inverso; con esta especie se asemeja por la fer- 
se distingue de Bact. intermedium por fermentar arabinosa y ácido 
cítrico. i

Bact. Müller-Thurgaui se distingue de Bact. Gayoni porque 
porque fermenta el ácido málico, pero no la lactosa, mientras que 
en la segunda especie ocurre lo inverso. De Bact. mannitopoeum! sP 
diferencia por 110 fermentar ácido cítrico 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. Müller-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.



En lo que respecta a la diferenciación entre Bact. cocciforme y 
Baeti Müller-Thiirgaiiif, se efectúa por la fermentación de lactosa y 
ácido cítrico, positiva en la primera especie y negativa en la segunda. 
Ambas especies se parecen por fermentar arabinosa, pero no amig- 
dalina.

Bact. gracile Müller-Thurgau que también puede dar, en determi­
nadas condiciones fermentación lactomanítica, se distingue netamente 
de las especies consideradas., por el diámetro de sus bastoncitos que 
varía de o, 4 a o,6 p, mientras que los típicos bacterios maníticos son 
siempre bastoncitos gruesos (más o menos de i p diámetro). Bac­
terium gracile se distingue, además, porque no ataca xilosa.

Considerando las diversas cepas de Bact. intermedium o Bact. Ga­
yoni encontrados en vinos argentinos, con1 las cepas estudiadas en la 
descripción de esas especies, se observa completa concordancia, si bien 
no se estudió la fermentación de todas las substancias en las cepas ar­
gentinas, como tampoco los productos originados en la fermentación 
de los diversos azúcares.

Los ensayos de fermentación de levulosa con las cepas argentinas 
de ambas especies, demostraron abundante producción, de ácidos volá­
tiles, como igualmente la comprobaron Müller-Thurgau y Oster­
walder. Lo mismo ocurrió con Bact. Gayoni en la fermentación de 
glucosa.

En cambio, se observó comportamiento diferente de las cepas argen­
tinas de Bact. intermedium frente a glucosa, con respecto a las ob­
servaciones de Müller-Thurgau y Osterwalder.

Estos autores observaron que Bact. intermedium no produce ácidos 
volátiles a expensas de ese azúcar, mientras que las cepas argentinas 
originaron regulares cantidades. Además, observaron que en general 
esa especie produce poca acidez volátil en la fermentación de azúca­
res.

La resistencia a los principales antisépticos que actúan en el vino, 
como la acidez, alcohol y SOa, permite establecer algunas diferen­
cias entre los bacterios maníticos.

La influencia de la acidez en la actividad fermentativa de los bac­
terios maníticos es un hecho conocido, habiendo sido señalada por 
Gayón y Dubourg para Bacterium Gayoni y por Müller-Thurgau y 
Osterwalder para esa especie, y para Bacterium mannitopoeum y 
Bacterium intermiediumi Pero las investigaciones de esos autores, fue­
ron hechas sobre la base de la acidez de titulación de los medios de 
cultivos.

En las especies argentinas estudiadas en su actividad fermentativa 
relacionada al pll del medio nutritivo, pudo observarse que única-



MORFOLOGIA, CARAO'

Bacterium Gayoni Bacterium intermedium

Morfología
•

Tamaño de los elementos (ensayos de mosto de
malta en superficie) . . . ......................................... 0,8 — 0,9 X 1 — 1,4 p 0,7 — 1,2 X 1-5 m

Movilidad ..................................................................... negativa negativa
Esporulación ................................................................. negativa negativa
Coloración de Gram ......................................

Características de Cultivo

Colonias sobre agar de agua de levadura levulo-

positiva positiva

sada ........................................................................... irregulares—rugosas — irregulares rugosas y
blanco — amarillentas a veces lisas — blanco 

amarillentas
Desarrollo en estría de agar de mosto de malta . difuso-rugoso esparcido-rugoso

Licuación gelatina ...................................................... negativa negativa
Desarrollo en mosto de cereales...................... .......... enérgico enérgico
Desarrollo en agua de levadura................................ enérgico enérgico
Desarrollo en caldo azucarado.................................. enérgico enérgico
Desarrollo en caldo sin azúcar..............................

Fisiología

negativo negativo

Relación con el oxígeno............................................ anaerobio facultativo anaerobio facultativo
Temperatura óptima................................................... ± 30° C. ± 30» C.
Formación de gases..................................................... positiva positiva
Prueba de la catalasa .............................................. negativa negativa
Cultivo en leche ......................................................... acidifica lentamente acidifica lentamente

no coagula — no reduce no coagula — no reduce
tornasol tornasol

Hidrólisis del almidón ............................................... negativa negativa
Influencia del pH ....................................................... poco sensible a 3,5 poco sensible a 3,5
Influencia del alcohol (% en vol.) ........................ poco sensible a 11,85 % poco sensible a 11,85 %

Influencia del SO2....................................................... sensible a 0,5 %o sensible a 0,5 °/»o



Cuadro n° 32

rERJSTICAS DE CULTIVO Y FISIOLOGÍA DE LOS BACTERIOS ESTUDIADOS

Bacterium cocci forme Bacterium Müller-Thurgaui
t

Bacterium acidovorax Micrc

0.7-1 X 0,9-1,5 g 0,7-0,9 X 1,2-2,8 g 0,4-0,7 X 0,8-4 g 0
negativa negativa negativa
negativa negativa negativa
positiva positiva positiva

pequeñas — redondeadas pequeñas — circulares redondeadas — grisáceas muy pe
rugosas — amarillentas rugosas — blanco-amari­

llentas
rugosas lisas

esparcido-rugoso-liso difuso-rugoso-liso rugoso - colonias sepa­
radas

negativa negativa negativa
enérgico enérgico enérgico
enérgico enérgico enérgico

con regular energía enérgico enérgico
poco escaso negativo

anaerobio facultativo anaerobio facultativo anaerobio facultativo anaer
25°-30° C. 30°-37° 30°-37° C.
positiva positiva negativa
negativa negativa negativa

acidifica regularmente acidifica lentamente acidifica bien — no coa- acidi
no coagula — no reduce no coagula — no reduce gula — reduce bien tor- no coa

tornasol tornasol nasol
negativa negativa negativa

muy sensible a 3,5 poco sensible a 3,5 sensible a 3,5 ser
muy sensible a 11,85 % povo sensible a 11.85 % muy sensible a 11,85 % no

11,85%
poco sensible a 0,5 °/oo poco sensible a 0,5 %o sensible a 0,5 °/oo algo se



icoccus variococcus Micrococcus multivorax Bacterium rectiforme

3 p D 0,8-1,5 g D 0,4-0,6 X 2-7 p
negativa negativa negativa
negativa negativa negativa
positiva positiva positiva

quenas—circulares muy pequeñas—circulares
•

muy grandes—redondeadas
— blanquecinas lisas — blanquecinas lisas — amarillentas

difuso-liso difuso-liso liso-difuso

negativa negativa negativa
enérgico enérgico enérgico
enérgico enérgico enérgico
escaso escaso poco enérgico

negativo negativo escaso

obio facultativo anaerobio facultativo anaerobio facultativo
± 30° C. ± 30° C. 30°—37° C.
negativa negativa negativa
negativa negativa negativa

fica lentamente acidifica lentamente acidifica intensamente
gula —- no reduce no coagula — no reduce y coagula — reduce

tornasol tornasol intensamente tornasol
negativa negativa negativa

isible a 3,5 algo sensible a 3,5 sensible a 3,5
desarrolla con no desarrolla con 11,85 % muy sensible a 11,85 %
— sensible a 8,53% sensible a 8,53 %
nsible a 0,5 %o sensible a 0,5 °/°° muy sensible a 0,5 %o



mente Bacterium cocciforme es muy sensible a acidez elevada (pH 
3,5); las otras especies demostraron algo de sensibilidad, pero menos 
intensamente.

Con respecto al alcohol, las especies argentinas se comportaron en 
forma análoga siendo Bacterium cocciforme la única especie muy 
sensible a una alcoholización inicial de n,85 o/o en volumen; las 
otras fueron algo sensibles.

Gayón yDuBouRG, comprobaron que Bact. Gayoni es sensible al 
alcohol, desarrollando con 12,1 0/0 en volumen, pero no con i4,5 0/0 
de alcoholización inicial y Müller-Thurgau y Osterwalder encon­
traron que Bact. mannitopoeum producía aún bastante fermentación con 
9,66 0/0 de alcohol inicial en volumen, no desarrollando con i4,6 0/0, 
encontrándose el límite en 12 0/0. Con Bact. gracile el límite es más 
bajo, 9,66 0/0 en volumen.

En términos generales, puede decirse que los típicos bacterios ma­
níticos resisten como máximo una alcoholización inicial de 12 a i/| 
por ciento en volumen.

Finalmente, el SO2, cuyo efecto atenuante sobre la actividad fer­
mentativa de los bacterios maníticos, y de los microbios del vino en 
general, es conocida, también actúa sobre las diversas especies argen­
tinas. Mientras Bacterium cocciforme y Bacterium Müller-Thurgaui 
se mostraron muy resistentes, Bacterium Gayoni y Bacterium interme­
dium, son algo sensibles, a las dosis investigadas.

b) LOS BACTERIOS DEL TORCIDO

Hemos visto anteriormente que de los vinos argentinos, típicamente 
torcidos, se aisló siempre un bacterio filiforme, designado por Bacte­
rium acidovorax debido á su actividad fermentativa sobre los ácidos 
del vino.

Morfológicamente considerado, este germen es análogo a los que se 
describen en los vinos torcidos; son bastoncitos finos que forman lar< 
gos filamentos. Su temperatura óptim'a es elevada: 3o°-37° C.

Su actividad fermentativa es enérgica; descompone activamente la 
mayoría de los azúcares; de glucosa y levulosa forman pequeñísimas 
cantidades de ácidos volátiles. Fermentan polialooholes como glicerina 
y manita, formando del primero acidez volátil, y ataca amigdalina.

Descompone intensamente los ácidos málico, cítrico y tartárico, for­
mando grandes cantidades de ácidos volátiles; del primero forma, 
además, ácido láctico.

El ataque activo del ácido tartárico', con producción de acidez vo-
FAC, AGROS. *9
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látil, y la parcial destrucción de la glicerina, con formación análoj- 
ga de algo de ácidos volátiles', autorizan a considerar este germen co­
mo el típico agente del torcido de' nuestros vinos.

Hemos visto que Müller-Thurgau y Osterwalder aislaron délos 
vinos suizos torcidos, dos gérmenes: el Bacterium tartarophthorum ca­
paz de atacar intensamente ácido tartárico y glicerina. y el Bacterium 
tartarophthorum a, que atacó también ácido tartárico, pero débilmen­
te la glicerina.

Análogamente, con Bacterium{ acidovorax se comprobó siempre ac­
tiva destrucción del ácido tartárico', mientras que el ataque de la glice­
rina fué más lento y a veces na se produjo. Esto indica que existe 
bastante analogía 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 (o,4-0,7 a) 
los de vinos suizos son bastoncitos gruesos (0,8-1 a)- Además, es­
tos últimos son fermentos maníticos. pues atacan la levulosa dando es­
te tipo de fermentación.

El Bacterium acidovorax, 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 característica 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. 
Laborde (igo4) habría conseguido hacer atacar manita a Bacterium 
Gayoni; sin embargo, posteriormente (1912), Dubourg, demostró el 
error de ese autor.

Otra diferencia que se encuentra entre Bacterium tartarophthorumy 
Bacterium acidovorax^ es el ataque del ácido cítrico. Si bien los auto­
res suizos no lo mencionan en sus estudios', es de suponer que hayan 
estudiado el ataque del ácido cítrico', como hicieron con los gérmenes 
de otras alteraciones que investigaron anteriormente; considerando ade­
más que es importante su conocimiento en el caso de vinos torcidos, 
especialmente ¡en los vinos suizos.

Bacterium acidovorax ataca activamente el ácido cítrico, con tanta 
energía como ataca el tartárico, produciendo mucha acidez volátil. En 
el caso de vinos argentino^', el torcido podría ser ocasionado no sólo 
por la destrucción del ácido tartárico o de la glicerina, sino también 
de ese ácido, pues se emplea a veces como correctivo de la acidez.,

En los vinos torcidos descriptos por Müller-Thurgau y Oster­
walder, el ataque de la glicerina. fué comprobado en todos los casos,



mientras que el ácido tartárico a veces estaba intacto; lo que indica 
que la glicerina es el producto más generalmente atacado.

En los vinos argentinos no 'se dosó la glicerina. pero todos los vinos 
torcidos analizados tenían destruido el ácido tartárico; esto induce a 
suponer que el ataque de este ácido sea el hecho más Caliente en nues­
tros casos de vinos torcidos.

Una observación interesante que debe hacerse con respecto a esta al­
teración en nuestros vinos, es la referente al período de su formación 
en que son atacados. Todos! los casos de torcido estudiados se trataban 
de vinos hechos, no presentándose en mostos en fermentación. Esta es 
por otra parte, una observación efectuada en otras comarcas vinícolas, 
siendo la enfermedad, de lenta evolución.

Además, los vinos estudiados carecían de azúcar, lo que indica ma­
yor adaptación de los bacterios del torcido, a! medios nutritivos que 
presentan como única materia ternaria fermentescible, ácidos orgá­
nicos y tal vez alguna otra substancia no azucarada del extracto. Los 
fermentos maníticos, por el contrario, no dan fermentación en ausen­
cia de azúcares, salvo ten el caso de ataque del ácido mélico.

No puede excluirse, sin embargo, el desarrollo de los bacterios del 
torcido en mostos en fermentación, sobre todo considerando que son 
activos termentadores de azúcares, los más enérgicos de todos los mi­
crobios estudiados.

Sin embargo1, parece que la forma normlaíl de ataque del vino por 
estos bacterios, sería al final de la fermentación principal, especial­
mente cuando ésta ha sido mal conducida o el mosto provenía de 
materia prima deficiente por la higiene o años de cosecha anormal 
(¿mucho nitrógeno?)’, o tal vez por demorar el descube o los trasie­
gos. En estas condiciones el germen atacaría lentamente el ácido tar­
tárico o la glicerina o quizás otras substancias del extracto, no azu­
caradas, como el ácido láctico, según suponen Müller-Thurgau y 
Osterwalder e igualmente Laborde (1917), y el vino, que en bo­
dega tiene, recién elaborado, acidez volátil poco superior ala normal, al 
llegar a los centros de consumió se acetifica fácilmlente, sobre todo 
si está expuesto a temperaturas elevadas. ¡

Además del Bacterium acidovorax, debo mencionar como participan­
te en el torcido a Bacterium, rectiforme.

Esta especie, que se aisló de vinos man [ticos, posee como aquella, la 
característica de fermentar la glicerina, y de atacar el ácido mélico 
dando a veces acidez volátil. Es caqiaz igualmente de descomponer la 
manita. Su actividad fermentativa de los azúcares es análoga a Bacte­
rium acidovorax, pero menos enérgica.



Evidentemente, Bacterium rectiforme es un germen muy vecino al 
del torcido y debe tener participación en esta enfermedad.

Si bien fue aislado de vinos maníticos, se comprobó posteriormen­
te que la manila había desaparecido, lo que indica que el vino fué en­
contrado tal vez al comienzo de la alteración, o que Bacterium recti- 
forme se desarrolla con posterioridad a los fermentos maníticos. des­
truyendo la manita que estos forman.

La propiedad de fermentar la glicerina y de formar acidez volátil 
a expensas del ácido málico. hacen que deba considerarse a Bacterium- 
reciiforme como una especie complementaria de la descomposición que 
causa Bacterium acidovorax en los vinos. Igualmente, por dar a veces 
fermentación láctica pura del ácido málico, puede coadyuvar a la des­
integración de la acidez que causan los micrococos malolácticos.

La influencia de una elevada alcoholización inicial, es manifiesta so­
bre la actividad fermentativa de Bacterium acidovorax y Bacterium 
rectrforine, pero toleran grandes cantidades. Con n,85 o/o de alcohol 
inicial la fermentación se atenúa, pero no se suspende. Müller-Thur­
gau y Osterwalder también comprobaron la resistencia al alcohol de 
los gérmenes del torcido que estudiaron. Con respecto al SOa, Bacte­
rium rectiforme se mostró mucho más sensible que Bacterium acido­
vorax, el que también sufre algo por su influencia.

En cuanto a la acidez, expresada por la concentración de iones H, 
Bacterium rectiforme fué más sensible que Bacterium) acidovorax, al 
máximo ensayado (p.H 3,5).

Muchos autores que investigaron las causáis del torcido (Glenard) 
Gayón, Maze y Pacottet, Laborde, Müller-Thurgau y Osterwal­
der) señalaron el efecto de la acidez, pero sin referirse! al su. (expre­
sión actual: el pH. Ventre (ig25-ig3i) que estudió el asunto con 
este último criterio, comprobó que un pll 3,4 es óptimo para el des­
arrollo del torcido en vinos de Montpellier , mientras que los vinos nor­
males tienen valores pH alrededor de 3.

c) Los MICROCOCOS MALOLACTICOS

De las dos especies de micrococos aislados', Micrococcus multivordx, 
que se consideró especie nueva tiene características que son análogas la 
los otros gérmenes de este grupo, conocidos, ya mencionados ante­
riormente.

Los micrococos malolácticos se caracterizan, como su nombre lo in­
dica, por la enérgica fermentación del ácido málico, con formación de 
ácido láctico y carbónico, pero sin formar ácidos volátiles, es decir, 



dan fermentación láctica pura. Además son capaces de fermentar di­
versos azúcares, variable según la especie, formando ácido láctico en 
abundancia, por el cual se deben considerar en; el grupo d|e los típi­
cos microbios láctico^.

Micrococcus malolácticus Seifert1,, hace excepción, sin embargo, 
pues no es capaz de dar ácido láctico a expensas de la glucosa. Dá, 
en cambio, ácidos volátiles, lo que no ocurre con los otros gérmenes 
del grupo.

Los otros ácidos orgánicos de los vinos, como el tartárico, cítrico, 
succínico, no son atacados por los micrococos, pero son capaces de ata­
car algunos glucósidos; como la apiigjdalina o alfamétilglucósido. No 
atacan glicerina, o manita.

Las características morfológicas y fisiológicas son análogas en los 
micrococos malolácticos.

Forman cocos desiguales de tamaño variable con la especie, que se 
unen de a dos generalmente, y luego en tríadas o tetradas y aún en 
cadenitas cortas siendo capaces de aglutinarse. Tienen temperatura óp­
tima variable entre 2 5° y 3o° C. Sobre agar dan colonias pequeñas 
redondeadas y lisas.

De las especies aisladas en vinos argentinos, Micrococcus variococcus 
tiene características iguales a la especie descripta por Müller- 
Thurgau y Osterwalder* La única diferencia consiste en que las ce­
pas argentinas no fermentan galactosa, mientras que las otras sí.

En cuanto a las cepas de Micrococcus multivorax, la fermentación de la 
mayoría de los azúcares', autoriza a considerarla especie nueva.

Como en el caso de los bacterios maníticos' no es posible diferenciar 
las diversas especies de micrococos por el diámletro d!e los elementos' 
porque es muy semejante, oscilando en la mayoría de ellos alrededor 
de un micrón. Micrococcus acidovorax es la especie que forma críeos 
más pequeños (o,5-0,7 g), pero Micrococcus variococcus y Micro­
coccus acidovorax forman al lado de los cocos de gran diámetro 
(i,5 n), también cocos chicos de 0,7 /x.

La fermentación de azúcares permite la separación de las diversas (es­
pecies. Todas f ermentan glucosa y la mayoría levulosa; sólo Micrococcus 
malolacticus no ataca este último azúcar.

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 pomo el alcohol, acidez y SO2, actúan con intensi­
dad sobre la actividad fermentativa de los micrococos malolácticos.

Müller-Thurgau y Osterwalder encontraron como valor límite



para el desarrollo de Micrococcus acidovorax 11-12 0/0 de alcohol ini­
cial en volumen y 10-11 0/0 para Micrococcus variococcus. Las cepas 
argentinas de esta última especie no desarrollaron con n,85 0/0 de 
alcohol inicial, siendo sensibles a 8,53 q/0. Análogo comportamiento 
se observó con Micrococcus multivorax.

La acidez elevada también molesta el desarrollo de los micrococos, 
como lo demostraron aquellos autores con las especies que estudiaron, 
y Seifert con Micrococcus mlplolacticus; en ambos casos, la acidez 
se refiere a la titulación. Las cepas argentinas investigadas en su com­
portamiento con respecto al pH del medio, demostraron ser sensibles 
a un pH 3,5.

En lo que respecta al SO2, las dos especies de micrococos encontra­
das en nuestros vinos, resistieron bien las dosis máximjas ensayadas, 
demostrando ser poco sensibles.

VIH. RESUMEN DE LAS CARACTERISTICAS DE LOS BACTERIOS

AISLADOS

Y

CLAVE PARA DETERMINAR LOS BACTERIOS DE LOS VINOS

En el cuadro n° 3a se han resumido las características morfológicas 
y de cultivo, y los resultados del estudio de la fisiología, de las diversas 
especies de bacterios aislados en los vinos argentinos.

En el cuadro n° 33 puede observarse la energía 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 fermentación.

En los gráficos números 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 clasificación de 
los bacterios de los mostos o vinois, habiéndose utilizado, para ello, los 
caracteres morfológicos y de fermentación. En lo posible, se ha adap­
tado la clave de Müller-Thurgau y Osterwalder (1917), amplián­
dola en forma de incluir las especies argentinas.
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Gráfico n.° 9

influencia del pll sobre la actividad Jermentaliva de los bacterios estudiados



Gráfico n.° i o
Influencia del alcohol sobre la actividad fermentativa de los bacterios estudiados



GrÁPICO N.° II

Influencia- del S02 sobre la actividad fermentativa de los bacterios estudiados



CLAVE PARA DETERMINAR LOS BACTERIOS DEL VINO

I. Cocos, DiPLococos o tetradas. (Fermentan el ácido málico, con producción de 
ácido láctico. No atacan ácido cítrico ni tartárico).

1. No fermentan levulosa. 1 micrón de diámetro; fermenta glucosa con for­
mación de ácidos volátiles, pero no ácido láctico.

Micrococcls malolacticus Seifert
2. Fermentan levulosa. (Fermentan glucosa sin formar ácidos volátiles, lo mis­

mo que la levulosa).
a. Fermentan lactosa.

b. No fermenta amigdalina. o,0-0.7 micr- diámetro.
Micrococcls acidovorax Müller-Thurgau y Osterwalder

bb. Fermenta amigdalina. o,8-1,5 micr. diámetro.
Micrococcls multi vorax n. spec.

aa. .Vo fermentan lactosa. 0,7-1,5 micr. diámetro. Ataca amigdalina.
Micrococcls variococcus Müller-Thurgau y Osterwalder

II. Bastoncitos y formas filamentqsas.
i. No fermentan ácido tartárico.

a. No fermentan manita. (Atacan levulosa dando manita).
b. Fermentan enérgicamente xilosa.

c. No fermentan arabinosa. (Atacan lactosa, pero no amigdalina o ácido 
cítrico).
d. No fermenta ácido málico, o,8-0,9 micr. grueso.

Bacterium Gayoni Müller-Thurgau y Osterwalder
dd. Fermenta ácido málico con producción de ácido láctico ,y car­

bónico. o,7-1,2 micr. grueso.
Bacterium intermedium Müller-Thurgau y Osterwalder

cc. Fermentan enérgicamente arabinosa. (Atacan el ácido málico, for­
mando ácido láctico).

o. Fermenta amigdalina. o,7-1,3 micr. grueso. Descompone algo el áci­
do cítrico, formando ácido acélico y carbónico. No ataca lactosa.

Bacterium mannitopoeum Müller-Thurgau y Osterwalder 
00. No fermentan amigdalina.

x. Fermenta lactosa y ácido cítrico. 0,7-1 micr. grueso; del áci­
do cítrico forma ácido láctico y algo de acidez volátil.

Bacterium cocciforme ¡n. spec.
xx. No fermenta lactosa ni ácido cítrico, o,7-0,9 micr. grueso. 

Bacterium Müller-Thurgaui n. spec.
bb. No fermenta xilosa. Ataca enérgicamente el ácido málico formando 

ácidos láctico, carbónico y poco acético. Fermenta enérgicamente áci­
do cítrico con formación de ácido acético, carbónico y poco láctico, 
o, 4-0,6 micr. grueso..

Bacterium gracile Müller-Thurgau
aa. Fermenta manita. Fermenta ácido málico con producción de ácido lác­

tico y tal vez a. volátiles. Ataca, a veces, glicerina. o 4-0,6 micr. grueso. 
Bacterium rectiforme n. spec.

2. Fermentan enérgicamente el ácido tartárico, con producción de ácidos vo­
látiles.



a. 0,8-1 micr. grueso. No ataca manila. Fermenta enérgicamente el ácido 
málico; transforma más o menos fácilmente la glicerina en ácido acé­
tico, propiónico y láctico. Fermenta levulosa dando manita.

Bacterium tartarophthorum Müller-Thurgau y Osterwalder 
aa. 0-k-0,7 micr. grueso. Ataca manila. Fermenta enérgicamente el ácido 

cítrico produciendo ácidos volátiles; descompone ácido málico con forma­
ción de ácido láctico y ácidos volátiles. Ataca débilmente la glicerina ori­
ginando vestigios de acidez volátil.

Bacterium acidovorax ¡n. ispee.

Obs. Pavari estudió un bastoncito muy vecino al Bacterium tartarophthorum, si 
no es la misma especie, al que De’ Rossi llamó Bacterium Pavarii. Es de i micrón 
grueso, ataca intensamente crémor tártaro ; f ermenta enérgicamente la glucosa con 
formación de ácido láctico, pero no gases. Temperatura óptima: i8°-25° C.

IX. JUICIO DE VINOS CON ALTERACIONES BACTERIANAS

a) La catación

Uno de los principales problemas que se presenta al analista, en 
presencia de un vino enfermo, es el referente al tipo de enfermedad.

En los tratados clásicos se mencionan procedimientos de diagnósti­
co basados en la observación de los caracteres organolépticos, pues era 
opinión generalizada que éstos eran suficientes. Se escribe como 
consecuencia, que los vinos torcidos se reconocen facilítente, porque 
con la agitación se forman ondas por levantarse en el líquido los sedi­
mentos depositados durante el reposo. Como anteriormente hemos vis­
to, no es posible caracterizar una alteración por ese detalle; en la 
fermentación manítica igualmente se origina un depósito que al agi­
tarlo forma nubes u ondas, siendo esa una característica casi general del 
desarrollo bacteriano, pues una vez agotadas las substancias fermentes- 
cibles la masa bacteriana deposita quedando el líquido aclarado.

Análoga consideración cabe para el desarrollo de CCb, que se cita 
como característico de la faz del torcido llamada «pousse», siendo que 
en casi todas las alteraciones se produce y en algunas como en la fer­
mentación manítica con mucha intensidad.

También se cita como característica perceptible a la catación, ¡el gus­
to agridulce de los vinos maníticos. Esto que se presenta cuando exis­
te manita en el líquido, puede no ocurrir en aquellos casos en que ¡el 
vino sufre, simultáneamente o sucesivamente, otras fermentaciones 
causadas por bacterios que atacan la manita, como he demostrado, y 
entonces el líquido no se presenta agridulce.

La catación, por consiguiente, no es un elemento 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 'alteración, 
por la acidez volátil elevada, el gusto malo, decoloración, precipita­
ciones, etc. Sin embargo, constituye una orientación, especialmente en 
aquellas regiones donde se conocen aproximadamente los tipos co­
rrientes de enfermedades.

El gran valor que se atribuyó a la catacióri, se debe al concepto que 
se había generalizado después de los estudios de Pasteur, de que en 
los vinos había alteraciones definidas: el torcido, el amargo, etc., con 
características 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 más propio manifestar que hay vinos 
alterados y no alteraciones de los vinos. Como ejemplo cito el caso 
de los vinos de Catamarca (vinos n° i y n° 2) estudiados, de los 
cuales se aislaron, el mismo germen manítico, el mismo coco malolác- 
tico y el Bacterium rectiforme.

Esta observación debe correlacionarse con la de los demás vinos, en 
los cuales hay presencia simultánea de varios tipos de gérmenes, como 
ser: bacterios maníticos con cocos malolácticos, o bien bacterios del 
torcido con cocos malolácticos, o aún dos especies de bacterios maníticos 
con cocos malolácticos, como es el caso del vino en el cual se aisló 
Bact. Müller-Thurgaui y Bact. cocciforme (vino n° 5).

Estas observaciones indican que no hay acción específica definida de 
los bacterios que producen las enf ermedades de los vinos, y que si bien 
éstas pueden diferenciarse en grandes grupos, también pueden pre­
sentarse grados intermedios o alteraciones complejas, que son lacón- 
secuencia del desarrollo simultáneo o sucesivo de varios gérmenes.

Los vinos de Catamarca, ya mencionados, constituyen un buen ejem­
plo. Al hacerse el aislamiento el virio presentaba manita en abundan­
cia ; después de varios meses pudo observarse que esa substancia había 
desaparecido; ésto indica que la manita producida por el Bacterium 
intermedium, microbio manítico 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 referí al comienzo (cap. I) es otro ejem­
plo típico. El aislamiento bacteriano permitió obtener dos gérmenes: 
uno productor de manita, y otro destructor de ácidos, con todas las 
características del Bacterium acidovorax de los vinos torcidos. El vino 
había fermentado sin ácido tartárico, pero no presentaba manita.

Es de suponer que por el desarrollo de Bacterium acidovorax, fué 
atacado el ácido tartárico, e igualmente la manita que pudiera haber-



se formado, dado que este microbio también posee la característica de 
fermentar 'esa substancia.

Por otra parte, es evidente que la existencia simultánea 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) El ANALISIS QUIMICO

Si la catación por si sola no sirve para diagnosticar la alteración dií 
un vino, el análisis químico puede ser una ayuda eficaz, que se com­
pleta luego con la observación microscópica.

El análisis químico de los vinos alterados no debe limitarse a las 
investigaciones sumarias que corrientemente se efectúan en la prácti­
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 ácido tartárico, la acideíz fija 
disminuye, como hay formación de ácido láctico, a expensas de la 
glicerina. también atacada, ácido que se incluve corrientemente en la 
acidez fija, este dato puede ser insuficiente para diagnosticar la alte­
ración.

Lo conveniente en este caso es la determinación del ácido tartárico, 
para saber en qué proporción ha desaparecido;' es claro que en nues­
tros vinos a veces no es posible orientarse, debido a que la tarifica­
ción es una práctica industrial generalizada; sin embargo, en los víh 
nos muy atacados todo el ácido tartárico desaparece. En el caso su­
puesto correspondería entonces investigar la glicerina para saber si ha 
sido atacada; además, la caracterización de los ácidos volátiles puede 
indicar esta enfermedad, debido a que se forma ácido propiónico.

El dato global de la acidez volátil igualmente tiene escaso valor 
diagnóstico, porque en todas las alteraciones da los vinos sa forma; 
pero, si se investigan los principales ácidos volátiles presentes, pueden 
indicar el tipo de enfermedad. Caracterizándose el ácido propiónico, 
como se dijo, hay casi seguridad 3eTiabVfse“3esafroÍJlá8ó~los Bacterios 
del torcido que lo producen a expensas de la glicerina.

La determinación del extracto seco libre de azúcares sirve a veces 
para conocer el tipo de gérmenes desarrollados. Un extracto elevado 



en relación al extracto normal del mismb vino, unido a la presencia 
de manita, es indicio seguro de este tipo de fermentación. Un ex­
tracto bajo, por el contrario, indica desarrollo de bacterios del torci­
do, produciéndose por ataque del crémor tártaro, glicerina y tal vez 
otras substancias.

Pero, pueden presentarse casos de desarrollo simultáneo de estos dos 
tipos de alteraciones, que son los de mayor importancia en nuestro 
país.

El ejemplo del vino de Jujuy, que anteriormente mencioné, es ilus­
trativo; dicho vino no contenía ácido tartárico como tampoco manita, 
pero la investigación bacteriológica demostró la presencia de gérmenes 
maníticos y del torcido; estos últimos habrían destruido la manita 
que producen los primeros.

En casos como el mencionado, el análisis químico por si solo es in­
suficiente para diagnosticar los tipos de descomposición producidas; 
es imprescindible, entonces, ¡el análisis bacteriológico! a que más ade­
lante me referiré.

Antes de concluir estas consideraciones sobre el análisis químico de 
los vinos enfermos, debo llamar la atención sobre la gran importan-, 
cía que presenta la determinación del ácido láctico.

Gomo anteriormente hemos visto, este ácido es un constituyente 
normal del vino, proveniendo de la fermentación maloláctica; sus 
proporciones dependen de la intensidad de este proceso, condicionado 
por las modalidades vinícolas de las zonas de elaboración (madurez 
y composición de las uvas, temperatura, etc.) (x).

El ácido láctico se forma también, como oportunamente vimos, por 
el ataque de substancias fermentescibles por los bacterios de las enfer­
medades (principalmente de los azúcares, por los gérmenes maníticos, 
de la glicerina, por los del torcido, etc.). Las cantidades de ácido lác­
tico en vinos enfermos son, por consiguiente, mayores qué en vinos sa­
nos y en proporción al grado de ataque por los bacterios.

Puede interpretarse, entonces, las condiciones de sanidad de un vi­
no, por la comparación de las cifras de la acidez volátil y del ácidó 
láctico. \

Estas consideraciones fueron aplicadas con éxito en vinos suizos por 
Baragiola y Godet ((i) 2), y por Müller-Thurgau y Osterwalder.

(i) Mayores datos sobre el contenido de ácido láctico en los vinos normales y so­
bre la determinación del ácido láctico en los vinos se encuentran en mi trabajo: Al­
teraciones bacterianas de los vinos, etc., ya citado.

(2) Baragiola, W. J. und Godet Cli., 1912 Die Wertung der Milchsáure bei 
der Weinbeurteilung. Mitt. a. d. Geb . d. Lebensmitteluntersucliung u. Hygiene. 
Berna, 3, págs. 235-66.



Los primeros distinguen vinos con poco ácido láctico, menos de 2 
por mil y vinos con mucho ácido láctico, formado, sea por la fermenta­
ción maloláctica o bien por los bacterios de las enfermedades con 
producción simultánea de ácidos volátiles.

Müller-Thurgau y Osterwaldeb establecen una clasificación de 
los vinos por su contenido en ácido láctico y acidez volátil, la que apli­
caron con, buenos resultados en vinos italianos, Mensio y GARINO-CA­
NINA (1914).

Aquellos autores distinguen^

1) Vinos con poco ácido láctico y poca acidez volátil

Es el caso de los vinos sanios, recientemente elaborados, bien prepa­
rados; Müller-Thurgau y Osterwaldeb dan como ejemplo un vi­
no con' 7,7 0/00 de acidez total en ácido málico, 0,60 0/00 de acidez 
volátil en ácido acético, y 1,18 0/00 de ácido láctico; se observan mi- 
crocooos, pero en pequeño número.

Mensio y Garino-Canina dan como cifras en este grupo, menos de 
1 0/00 de acidez volátil y de 2 0/00 de ácido láctico.

2) Vinos con mucho ácido láctico y poca acidez volátil

Corresponde a vinos que han sufrido una intensa fermentación ma­
loláctica. Los autores suizos dan como ejemplo un vino con 3,34 0/00 
de acidez total en ácido málico, 0,62 0/00 de acidez volátil en ácido 
acético y 2,72 0/00 de ácido láctico. La observación microscópica de­
notó abundancia de micrococos (Micrococcus vaj-iococcus, Micrococcus 
acidovorax, Micrococcus malolacticus) y Bacterium gracile.

El ácido láctico puede provenir también del ataque de azúcares por 
Micrococcus acidovorax y Micrococcus variococcus, pero no por Bac­
terium gracile o Micrococcus malolacticus, que producen de ellos áci­
dos volátiles.

Los autores italianos encontraron vinos que Se incluyen en esta cla­
sificación, conteniendo más de 2 0/00 de ácido láctico y menos de r,5 
por mil de acidez volátil., La cantidad de ácido láctico variaba con el 
tipo de vino; en vinos de alta graduación alcohólica como el Barolo, 
Barbera, Barbaresco, oscilaba alrededor de dos gramos por litro, en 
vinos de baja graduación como el Gattinara, Gessona, etc., y aún los 
vinos tintos comunes de mesa, alcanzaba 3-3,5 0/00.

En estos vinos, Mensio y Garino-Canina encontraron gérmenes del 
tipo Bacterium gracile, pero más resistentes al alcohol, y raramente 
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micrococos. Atribuyen la formación del ácido láctico a la desintegra­
ción del ácido málico, que disminuyendo la aspereza del vino, los hace 
más mórbidos y bebibles, observando que cuando aquella es muy avan­
zada el vino se vuelve insípido y amarillento, lo que se designa po|r vi­
no muy maduro.

3) Vinos con poco ácido, láctico y mucha acidez volátil

Corresponde a los vinos precozmente acetificados, antes de la fer­
mentación maloláctica, dependiendo la cantidad de ácidos volátiles, 
del grado de ataque por los organismos causantes de la misma, que la 
observación microscópica permite conocer (micodermas, bacterios acé­
ticos) .

En presencia de cantidades superiores a i o/oo de ácido láctico, puede 
suponerse que además de los gérmenes acetificantes pueden haber­
se desarrollado bacterios de las enfermedades, originándose el ácido 
láctico por ataque de los azúcaflels y de los ácidos del vino.

Con respecto a esta observación, Mensio y Garino-Canína mani­
fiestan la importancia que tienen posteriores investigaciones de Mü­
ller-Thurgau y Osterwalder, quienes comprobaron que los bacte­
rios acéticos forman ácido láctico.

Los autores italianos dicen no haber encontrado vinos que pudie­
ran incluirse en esta clasificación, por no existir en la zona vinícola 
experimentada, vinos acetificados.

4) Vinos con mucho ácido láctico y mucha acidez volátil

Es el caso de los vinos con alteraciones bacterianas, como la picadu­
ra láctica que observaron los autores suizos, correspondiente al desa­
rrollo de Bacterium Gayoni y Bacterium mannitopoeum, y excepcio­
nalmente Bacterium gracile.

La cantidad de ácidos volátiles (2-3 o/oo) no alcanza regularmente 
las proporciones del ácido láctico, cuyo contenido varía según el gra­
do de evolución de la enfermedad.

En los vinos italianos, Mensio y Garino-Cainra consideran para es­
ta clasificación, los vinos enfermos, no solamente los maníticos, sino 
también los torcidos en que igualmíente hay formación de ácido lác­
tico. Como cifras de acidez volátil dan 2-3 o/oo y de ácido láctico 4-5 
por mil.

Mensio y Garino-Canina concluyen que la determinación del ácido 



láctico no debe faltar, para juzgar la genuinidad de un vino, por su 
influencia sobre el extracto.

En presencia de acidez fija normal y acidez volátil normal, el áci­
do láctico proviene de la fermentación maloláctica, pero si la acidez 
fija se encuentra aumentada, su origen es el ataque de azúcares por 
esos mismos gérmenes o por los causantes de las enfermjedades, ha­
biendo entonces aumento de acidez volátil. La observación microscó­
pica y los caracteres organolépticos dan entonces indicaciones útiles.

Una observación interesante que hacen Mensio y Garino-Canina, es 
la referente a las aplicaciones de reglas como las de Gautier, 
Alphen, Blarez y Roos, etc., para juzgar la genuinidad de los vinos. 
En estas reglas se considera la acidez fija del vino después de la fer­
mentación alcohólica; si después de ésta se produjo la fermentación 
maloláctica, la acidez fija disminuyó, por la descomposición del áci­
do málico. En este caso, la aplicación de las reglas se hace mal, soste­
niendo que se debe agregar a la acidez fija del vino la acidez málica 
correspondiente al ácido láctico presente, de acuerdo a la ecuación 
de la fermentación maloláctica.

Es necesario, por consiguiente, establecer previamente el origen del 
ácido láctico del vino, porque si éste proviene de la fermentación de 
azúcares o substancias del extracto, la aplicación de la regla puede 
hacerse directamente sobre la acidez fija del vino.

De Astis (1924, pág. 35p), manifiesta, sin embargo, haber apli­
cado la corrección de la acidez en esta clase de cálculos sin obtener 
resultados favorables en la generalidad de los casos, y lo atribuye a 
pérdida de ácidos orgánicos, que los bacterios malolácticos destruirían 
directamente.

En lo que respecta a la aplicación' de los conceptos mencionados, 
sobre ácido láctico y acidez volátil de los vinos argentinos, es del ca­
so referirse nuevamente a la falta do un estudio sobre el contenido en 
ácido láctico en los vinos normales, única base sobre la cual es posible 
aplicar las clasificaciones citadas.

La importancia del conocimiento del ácido láctico en nuestros vinos 
es evidente, considerando que no se usa para corregir la acidez como 
otros ácidos (tartárico, por ejemplo), y que de su contenido, compa­
rado con la acidez volátil, podrían: conocerse las condiciones de su ela­
boración y su grado de salud. Es éste, por consiguiente, un estudio 
que urge efectuar.

Como última consideración respecto al análisis químico de los vinos 
alterados, creo conveniente repetir las observaciones de Ventre isobrfe 
sobre la acidez real de los vinos. Este autor, en Montpellier, observó 
que los vinos normales tienen pH 2,9 a 3,2 mientras que los vinos 



torcidos, por la desaparición del ácido tartárico, tienen valores pH 
más elevados, hasta 3,8. La determinación del pH, serviría, entonces, 
de guía en el juicio de los vinos enfermos.

Para ésto, lo mismo que para el ácido láctico, hace falta conocer el 
pH de los vinos normales, y de las variadas regiones, asunto que tam­
poco ha sido investigado en el país (').

c) La OBSERVACION MICROSCOPICA Y EL ANALISIS BACTERIOLOGICO

La observación microscópica es indudablemente lo primero que se 
efectúa en presencia de un vino sospechoso de alteración. Poro, aná­
logamente a la catación, la observación microscópica aislada suministra 
datos muy generales, y es insuficiente para diagnosticar una enfermedad.

La combinación de la catación y la observación microscópica, per­
miten definir un estado de enfermedad, pero no caracterizar el tipo; 
es necesario el análisis químico, 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 fácil 
hacerlo por simple observación. Sin embargo, en ciertos vinos resulta 
difícil a veces diferenciar bacterios maníticos, que forman bastoncitos 
cortos unidos de a dos, de los micrococos, que también se presentan 
en esta forma ; es el caso de Bacterium cocciforrr¿e que como su 
nombre lo indica, presenta formas redondeadas, siendo completamen­
te difícil su diferenciación de los cocos, por simple observación.

Los mismos micrococos se presentan a veces en los vinos, en condi­
ciones tales, que es difícil distinguirlos.

En el caso de bastoncitos, es aún más difícil diferenciar las diversas 
especies entre sí. Si es posible con mucha práctica distinguir los finos 
bastoncitos del torcido, de los gruesos bacterios maníticos, es imposi­

ti) El estudio del pH de los vinos normales,, sería doblemente útil, pues serviría, 
además, para comprobar la adición de ácidos minerales que aumentan la concentra­
ción de iones H del vino.

El estudio en este último caso, que es obvio, debe efectuarse sobre vinos de au­
téntica e indudable procedencia, podría hacerse, como indica Morani, por la com­
paración de las curvas de titulación potencióme trica de vinos normales y los vinos 
problemas. (V. Morani, Investigación potenciométrica de la adición de ácidos mine­
rales a los vinos Ann. Chim. Applic., iq3o).

La investigación del pH también interesa, para establecer las condiciones de con­
servación de los vinos, en la medida en que influye, porque según algunos autores, 
constituyentes orgánicos del vino, de núcleo fenólico, pero de baja concentración de 
iones Hidrógeno, también tendrían importancia. 'Semichon y Flanzy, Ann. Fals. 
Fraud., ip3o, 33:5-10).



ble, por más experiencia que se tenga, la diferenciación de las diversas 
especies de estos últimos por la simple observación microscópica; 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
terianas son simultaneidad, lo que hace más engorroso el problema.

De lo expuesto se deduce que para conocer con certeza la altera­
ción de un vino, es necesario la catación, el análisis químico completo 
y el aislamiento y caracterización rápida de los gérmenes presentes.

En base a las características de los bacterios estudiados, considero 
conveniente usar la siguiente marcha de análisis bacteriológico rápido 
de los vinos:

a) Observación microscópica del vino, que permita conocer morfoló­
gicamente la flora bacteriana presente;

fr) Siembra en mosto de cereales en anaerobiosis, con tapón de va- 
selina-parafina;

c) 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 sin 
CaCO3 en anaerobiosis, con tapón de vaselina-parafina, prefiriendo, 
cuando son iguales, los que provienen del vinoi..

Una vez obtenido el desarrollo se puede saber aproximadamente los 
gérmenes que existen.

Si había bacterios acéticos, por la anaerobiosis del cultivo no habrían 
desarrollado, eliminándose.

Si en uno de los cultivos aparece un germen móvil, se trata con to­
da seguridad de una infección, o del desarrollo de esporos presentes 
en el vino. Los bacterios de las enfermedades del vino son inmóviles y 
no esporulados. '

Los bacterios maníticos se diferencian netamente de los demás por 
la formación de gases. Por esto, los tubos con mosto de cereales sin 
CaCOs aparecerán, por su presencia, con el tapón levantado. La com­
probación se obtiene por la observación de las colonias, y por el des­
arrollo en agua de levadura levulosada, donde forman manita a las 
a4-48 horas.

Esta misma prueba conviene hacerla en caso de que no haya for­
mación de gases.

Los demás gérmenes se separan por observación directa y por las 
colonias.

Los micrococos se reconocen enseguida, morfológicamente; además, 
forman colonias muy pequeñas, redondeadas, lisas.



Bacterium acidovorax y Bacterium rectiforme se reconocen fácil­
mente, por la observación de un cultivo de agua de levadura levulosa- 
da y glucosada. Mientras el primero forma cadenetas de artículos cor­
tos, a veces en número elevado, hasta 00-60, el segundo da bastoncitos 
rectos muy alargados, que no se unen en mayor número que tres o cua­
tro. La observación de las colonias ayuda también al reconocimien­
to de esos dos, gérmenes.

Este método rápido de investigación bacteriológica de los vinos en­
fermos, permite conocer en pocos días, con bastante aproximación, la 
flora bacteriana de los mismos. Para la determinación exacta de los 
gérmenes debe seguirse el método general emípleado para su caracte­
rización.

\. CONCIA SIGNES

A. Considerando el proceso fermentativo de los microbios estudiados, 
y el establecido por los investigadores que se ocuparon de las altera-’ 
ciones bacterianjas de los vinos, pueden sacarse las siguientes conclu­
siones :

1. Los bacterios maníticos estudiados son' los causantes de las alte­
raciones lactomaníticas de los vinos argentinos, pudiéndo éstas des- 
sarrollarse en los mostos en fermentación, o en los vinos ya hechos, si 
la presencia de alimentos hidrocarbonados, azúcares especialmente, y 
demás condiciones fisiológicas se lo permiten.

2. El hecho de que haya especies de bacterios maníticos con tempe­
ratura óptima de 2 5o a 3o° C., más bien baja, y de que se encuentren esos 
gérmenes en completa actividad en vinos elaborados en zonas da cli­
ma no muy cálido, autoriza a manifestar que la alteración lactomaníti­
ca no es exclusiva de las regiones cálidas, a pesar de presentarse espe­
cialmente en ellas.

3. Los micrococos aislados son los causantes de la desintegración 
del ácido málico que pueda ocurrir en nuestros mostos, en aquellas zo­
nas vinícolas cuya cosecha sea suficientemente rica en dicho ácido, co­
mo para permitirla.

4- El Bacterium rectiforine por su propiedad de fermentar el áci­
do málico, con producción de ácido láctico, puede considerarse como 
uno de los agentes de la fermentación maloláctica, si bien a veces les 
capaz de originar ácidos volátiles a expensas del mismo.

Las especies de bacterios maníticos que atacan el ácido málico, de­
ben también considerarse como participantes de la desintegración de 
la acidez, especialmente porque producen la fermentación de ese áci­
do originando ácido láctico, pero no ácidos volátiles.



5. De acuerdo al proceso bioquímico de la enfermedad del torcido 
estudiado experimentalmente por Müller-Thurgau y Osterwalder 
y las observaciones e investigaciones de otros investigadores, compara­
das con los presentes resultados, debe considerarse el Bacterium aci- 
vorax estudiado, como el microbio típico que origina el torcido de 
nuestros vinos.

Su actividad principal es la destrucción enérgica de los ácidos tar­
tárico, cítrico y mélico, con producción activa de ácidos volátles, for­
mándose, además, ácido láctico a expensas del ácido mélico; y la par­
cial descomposición de la glicerina con formación de acidez fija y 
algo de acidez volátil.

6. El Bacterium rectiforme, microbio que tiene algunas caracterís­
ticas ¡semejantes con el Bacterium acidovorax. como ser el ataque ¡de la 
glicerina y de la manita, y la fermentación del ácido mélico, 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 Müller-Thurgau y Osterwal­
der. quienes demostraron que el mismo consiste en la destrucción del 
ácido tartárico con formación de ácido acético y carbónico y en el 
ataque de la glicerina con producción de ácido acético, propiónico y 
láctico, estableciendo que este último proceso era general en los vinos 
torcidos que estudiaron, mientras que el ataque del ácido tartárico a 
veces faltaba.

En la especie Bacterium tartarophthorum que ellos describen, hay 
formas que atacan él ácido» tartárico y la glicerina, y otras que sólo 
atacan esta última.

En la enfermedad del torcido), el ataque de la glicerina sería, por 
lo tanto, una de las características generales y más importantes, lo 
que autoriza a considerar el Bacterium rectiformle estudiado, como 
participante de esa alteración.

En todos los vinos estudiados, sin embargo, había destrucción del 
ácido tartárico, y todas las cepas de Bacterium acidovorax investigadas, 
atacaron intensamente el ácido tartárico en cultivos artificiales.

8. La presencia casi general de micrococos malolácticos en todos los 
vinos enfermos estudiados, puede correlacionarse con las investigacio­
nes de Müller-Thurgau y Osterwalder, quienes demostraron (ex­
perimentalmente la intervención que esos gérmenes pueden tener a 
veces en el torcido, podiendo sugerirse, que ¡en determinadas cojndicio- 
nes esos micrococos contribuyan conjuntamente con el Bacterium rec-, 
tiforine, al progreso de la enfermedad del torcido que causa Bacterium 
acidovorax.



g. Habiéndose encontrado le torcido en vinos hechos, ya fermenta­
dos, y considerando que los ácidos tartárico, málico y cítrico, son 
atacados por Bacterium acidovorax con mucha lentitud, puede supo­
nerse que esa alteración es propia de los vinos liechos, y que si co­
mienza en el mosto, ocurre al final de la fermentación, por ataque 
lento de las substancias del extracto especialmente del ádido tartárico! 
y la glicerina, llegando a su máximo desarrollo cuando el vino se en­
cuentra en las vasijas de conservación 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 fermentación 
alcohólica, sobre todo si se considera que son activos termentadores 
de azúcares, los más enérgicos de todos los bacterios estudiados.

10. La facultad de fermentar manita por los bacterios de los vinos, 
que fuera considerada por Laborde, como posible en los blacterios 
maníticos, pero no demostrada, y que, antes bien, fuera desvirtuada 
por Dubourg, posteriormente, con respecto a Bacterium Gayoni, que­
da establecida en estas investigaciones.

Bacterium acidovorax y Bacterium rectiforme, en efecto, son capaces 
de atacar fácilmente esas substancias sin producir ácidos volátiles, por 
lo que su desarrollo en vinos maníticos ocasiona la desaparición de la 
misma, contribuyendo a aumentar la descomposición por los produc­
tos que origina, entre los que se comprobó la existencia de ácidos fijos.

11. Dado que no está bien establecido en qué consiste el proceso 
químico de la enfermedad del torcido, si bien las investigaciones Mü­
ller-Thurgau y Osterwalder, aclararon muchos puntos, es conve­
niente realizar el estudio de la fermentación del ácido tartárico y la 
glicerina, por bacterios del tipo tartarophthorum o acidovorax,. con 
métodos que permitan hacer el balance de las substancias destruidas, 
y de los nuevos productos formados. Esto podría ventajosamente efec­
tuarse mediante el procedimiento que se sigue en el Laboratorio de Mi­
crobiología 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 más 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 simultáneamen­
te, o bien sucesivamente, aprovechando las condiciones favorables que 
unos pueden crear a los otros.

Resulta así que las alteraciones de los vinos son procesos bioquími­
cos más complejos de lo que comunmente se cree.

i3. 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



teriología vínica, permite el conocimiento completo y seguro de los 
agentes de las alteraciones, y, como consecuencia, el conocimiento dé, 
los tipos de descomposiciones sufridas por los vinos.

Gracias a ese procedimiento es posible la caracterización inmediata 
de los bacterios, evitándose 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 bibliografía.

El método directo de aislamiento tiene, además, la ventaja de evi­
tar la reproducción artificial de las alteraciones.

B. De los resultados obtenidos en la investigación química y bac­
teriológica de los vinos estudiados, pueden hacerse, ademáis, las con­
sideraciones que siguen, algunas de interés práctico;

iZj. Juicio de vinos enfermos.
La catación y el análisis químico aislado, son elementos insuficien­

tes para juzgar con acierto las alteraciones que ocurren en un vino en­
fermo.

La catación, a la que en otro tiempo se atribuyó importancia fun­
damental en el juicio de vinos alterados, tiene importancia muy se­
cundaria, y en muchos casos el único dato que puede proporcionar, es 
el de si el vino está o no enfermo,- por la alcidez volátil, elevada, el 
gusto alterado, la materia colorante precipitada, etc.

El análisis químico, factor importantísimo para considerarla enferme­
dad de un vino, pierde su valor si no se ejecuta sobre los principales com­
ponentes del mismo, capaces de ser atacados por los microbios. Tie­
ne poco valor el análisis sumario de un vino que sólo da a conocer el 
contenido total en compuestos afines.

De lo expuesto se deduce que siempre es necesaria la observación 
microscópica escrupulosa, para juzgar el vino enfermo, siendo ésta, 
por otra parte, insuficiente por si sola.

El conocimiento racional de un vino enfermo debe el resultado de 
la catación, del análisis químico completo, y de la observación mi­
croscópica seguida de la caracterización, aunque sea grosera, de los 
gérmenes presentes.

Las principales determinaciones químicas que deben hacerse en los 
vinos enfermos, además de las corrientes, como alcohol, acidez total, 
acidez volátil, extracto, etc., son: ácido láctico, ácido tartárico, glice- 
rina y manila.

El ácido láctico por ser un compuesto que lo originan todos los bac­
terios del vino.

El ácido tartárico y la glicerina, para apreciar por su disminución si 



se trata de un vino torcido. La investigación del ácido propiónico, en­
tre los ácidos volátiles, puede servir de corroboración, pues se origina 
a expensas de la glicerina.

La manita, dado que por sí sola indica la existencia de la enferme­
dad que le da origen.

Gomo método de análisis bacteriológico rápido de un vino enfermo, 
puede seguirse el descripto, que permite diferenciar los micrococos, los 
bacterios del torcido, y los bacterios maníticos de los vinos argenti­
nos, por medios de cultivo en mosto de cereales sin calcio en anaero- 
biosis, con tapón de vaselina-parafina; y ligera caracterización por 
desarrollo en agua de levadura levulosada, y formación de colonias.

i5. El ácido láctico en los vinos.
Dado que todos los bacterios estudiados, exceptuando Bacterium 

Gayoni, fermentan el ácido mélico con producción de ácido láctico, y 
que, además, este ácido es producido por los diversos gérmenes en la 
fermentación de otras substancias,, como los azúcares, sobre todo con­
siderando que son fermentos lácticos, se deduce que el contenido en 
ácido láctico de un vino es un dato valioso para juzgar su salud.,

Pero, para ello es necesario conocer la proporción de ese ácido 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 título informativo, en vinos sanos, 
permiten considerar el contenido normal de nuestros vinos en ácido 
láctico, variando entre i y 2 0/00, aproximadamente.

Gomo en vinos enfermos se constataron siempre cantidades superio­
res á ésas, que a veces llegaron a 5 0/00, se deduce lo importante que 
es el conocimiento del contenido normal de nuestros vinos en ácido 
lácteo, máxime considerando que esta substanciia no se usa corriente­
mente como correctivo de la acidez. Se podría conocer, entonces, 
aproximadamente, el grado de salud de un vino por el contenido en 
ácido láctico y acidez volátil como es usual en algunos países ds Eu­
ropa, desde hace muchos años.

16. Gomo todas las especies bacterianas encontradas en vinos ar­
gentinos, atacan con intensidad el ácido mélico con producción de 
ácido láctico, y si bien muchas de ellas ocasionan la llamada d,os inte­
gración pura de la acidez, otras, en cambio, originan ácidos voláti­
les, es necesario tener en cuenta las convenientes condiciones de hi­
giene vinícola que debe reunir la práctica del agregado de jugo de 
uvas verdes para corregir la acidez, que se está usando en Cuyo, a 
fin de evitar su fracaso.

Teniendo en cuenta esta práctica enológica y la presencia constante 



de bacterios malolácticos en casi todos los vinos observados, es conve­
niente estudiar el rol que incumbe a este tipo de gérmenes en nuestra 
vinificación.

Análoga observación a las anteriores, debe hacerse a la prác­
tica de la acidificación con ácido cítrico, en regiones que por su cli­
ma sea más fácil el desarrollo de bacterios, dado que algunas especies 
descomponen intensamente ese ácido, originando acidez volátil.

17. El comportamiento de las diversas especies bacterianas en me­
dios nutritivos artificiales, frente a. los diversos antisépticos como son 
la acidez, el alcohol, el SO2, demuestra la necesidad de hacer estudios 
en vinos y mostos y en las diversas condiciones de conveniencia indus­
trial, para establecer la proporción 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 vinícolas de la República Argentina (Mendoza, San 
Juan, Río Negro, La Rioja, Catamarca, Jujuy, Rueños Aires), los que 
por sus caracteres organolépticos, observación microscópica y análisis! 
químico, se podían considerar enfermos, constatándose la existencia de 
fermentaciones lactomaníticas y del torcido.

2) Se aislaron los bacterios presentes directamente del vino, em­
pleando un método nuevo en bacteriología vínica, y se estudiaron 
los mismos en cultivo puro, utilizando algunos procedimientos no usa­
dos todavía en la investigación de las alteraciones de los vinos.

3) Se comprobó que los gérmenes aislados producen, en medios nu­
tritivos artificiales ¡adicionados de las substancias fermentativas pre­
sentes en los vinos normales, las mismas transformaciones químicas 
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 morfológicos, y fisiológicos distintos de las des- 
criptas en la bibliografía.

5) Cuatro de las especies: Bacterium Gayoni Müller-Thurgau y 
Osterwalder, Bacterium intermedium Müller-Thurgau y Oster­
walder, Bacterium cocciforme (n. spec.), y Bacterium Müller-Thur-
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gaui (n. spec.), son gérmenes lactomanítioos, causantes de este tipo de 
alteración en los vinos estudiados.

6) Dos especies: Micrococcus variococcus Müller-Thurgau y Os- 
terwalder y Micrococcus multivorax (n. spec.), son bacterios malo- 
lácticos que se consideraron como representantes de los microorganis­
mos de la fermentación malo! ác tica de los vinos argentinos, pues se 
observó su presencia casi general en los vinos investigados y no son 
los agentes de las enfermedades encontradas.

7) De las otras dos especies, Bacterium acitjovorar (n. spec.), ais­
lada exclusivamente de vinos torcidos, se verificó que es el agente de 
estas alteraciones, mientras que la otra, Bacterium rectiforme (n. 
spec.), además de ser un germen complementario de las mismas, se 
comprobó que por sus características de fermentación debe intervenir 
en la desintegración del ácido málico, conjuntamente con los micro- 
cocos.

8) Se analizan las características de los gérmenes estudiados y las 
transformaciones que causan, comparándolos con los tipos análogos 
conocidos, y se da una clave para la determinación de los bacterios de 
los vinos, basada en los caracteres morfológicos y de fermentación.

g) Se discute el criterio que debe seguirse para juzgar un vino 
con alteraciones bacterianas, considerándose que la catación, la obser­
vación microscópica y el análisis químico, aislados, son elementos de 
juicio insuficientes, debiendo utilizarse combinados. Se propone, en 
consecuencia, un método rápido de análisis bacteriológico de los vi­
nos enfermos, y se considera la importancia que tiene la determinación 
del ácido láctico en los vinos.

RESUME

1) On a recherché les altérations bactériennes de quelques *vins de diverses ré- 
gions vinicoles de la République Argén tiñe (Mendoza, San Juan, Río Negro, La 
Rioja, Catamarca, Jujuy Buenos Aires), qu’en raison de leurs caracteres organo- 
leptiques, et des résultats de l’observation microscopique et de l’analyse chymique, 
pouvaient étre consideres malades, en y constatant des fermentations lactomanniti- 
ques et de la tourne.

2) On a isolé les bactérica présenles, directement du vin, au moyen d une mé- 
thode nouvelle en bactériolo^ie vinicole, et on a étudié les mémes en culture puré, 
par quelques procédés non employés jus.qu’ aujourd’hui dans 1’investigation des 
altérations des vins.

3) On a vérifié que les germes isolés produisent, dans des milieux nutritifs ar­
tificiéis pourvus de substances fermentativos propes des vins normáis, les mémes 
transformalions chimiques con^tatées dans les vins dont iis furent isolés. On les 
a consideré, en consequence comme les vrais agents des altérations observées, car 
ils furent isolés directement des vins, sus culture préalable d’enrichissement.



4) On a étudié, en total, 22 cultures de bactéries, qu’on a groupé en huit especes, 
dont cinq sont décrites comme nouvelles, en raison de leurs caracteres morphologi- 
ques et fisiologiques differcnts des caracteres des especes décrites daña la biblio- 
grapliie.

5) Quatre des especes: Bacterium Gayoni Müller-Thurgau y Osterwalder,Bac­
terium intermedium Müller-Thurgau y Osterwalder, Bacterium cocciforme (n. 
spec), et Bacterium M üller-Thurgaui (n spec), sont des germes lactomannitiques, qui 
causérent ce type d’altération dans les vins étudiés.

6) Deux especes: Micrococcus variococcus Müller-Thurgau y Osterwalder et 
Micrococcus multivorax (n. spec.), son bactéries malolactiques, que furent consi­
deróos comme réjmesentantes des. microorganismos de la fermentation malolactique 
des vins argentins, car on a observé leur présence presque général dans les vins 
étudiés, et elles ne sont pas les agents des rnaladies trouvées.

7) Quant aux autres deux especes. Bacterium acidovorax (n. spec.) isolée exclu- 
sivement des vins tournés, on a constaté qu’il est 1’agent de ces altérations, tandis 
que l’autre, Bacterium rectiforine (n. spec.), en plus d’etre un genne 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 caracteres morpho- 
logiques et de fermentation.

9) On discute le critérium a suivre pour jugor des vins avec d altérations bac- 
tériennes et on considere que la dégustation, l’observation microscopique et l’analy- 
se cbymique, isolés, sont facteurs de jugement insuffisents et qu’ils doivent étre 
appliqués en combinaison.

On propose, en consequence, uno méthode rápido d’analyse bactériologique des 
vins malades, et on considere l’importance de la détermination de l’acide lactique 
dans les vins.
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EXPLICACIÓN DE LAS LÁMINAS

Lámina 1

Aumento 1000 diámetros

Fig. i. — Bacterium Gayoni, Müller-Thurgau y Osterwalder.
2. — Bacterium intermedium, Mulle 

> 3. — » » »
4. — » ® »

» 5. — » » »
6. — » » »

>■ 7. — » » >
8. — Bacterium cocciforme (n. spec.).
9. — Bacterium Müller-Thurgau i (n.

i-Tiiurgau y Osterwalder, cepa a 
» > b.

» * » c.
» >' d'.
» » e.
» > f.

spec.).

Lámina 2

Aumento 1000 diámetros

Fig. 1. — Bacterium acidovorax (n. spec.) cepa a.
» 2. — » » • * » c.
»3. — » » » » d.

1. — Micrococcus variococcus, Müller-Thurgau y Ostewalder, cepa d.
> 5. — » , » » »• > » e.
> 6. — Micrococcus multivorax (n. spec.) cepa a.
» 7. — » > » » b.

8. — Bacterium rectiforme (n. spec.)
9. — » spec.

Lámina 3

Colonias. Aumento 40 diámetros

Fig. 1. — Bacterium Gayoni, Müller-Thurgau y Osterwalder.
2. — Bacterium intermedium, Müller-Thurgau y Osterwalder. cepa a.
3. — » » » » ' » » b.

» 4. — > > » > » » d.
5. — Bacterium cocciforme (n. spec.)
6. — Bacterium Müller-Thurgaui (n. spec.)

Lámina 4

Colonias. Aumento 40 diámetros

Fig. 1. — Bacterium rectiforme, (n. spec.).
2. — Bacterium acidovorax (n. spec.), cepa a.
3. — Micrococcus variococcus, Müller-Thurgau y Osterwalder, cepa c. 

» 4. —Micrococcus multivorax (n. spec.).

Extracto seco de un vino manítico

Fig. 5. — Tamaño natural.
» 6. — Aumentado cuatro diámetros.
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Técnica de paraliroidectomía externa en el caballo
\ su posible influencia en las funciones respiratorias

Por EL I)r. LUCIANO F. LAURINO

Con respecto a mi trabajo publicado en la Revista de la Facultad de 
Agronomía y I eterinaria. del mes de octubre de 1980 (entrega 1, to­
mo 7, página 3i), referente a Técnica de paratiroidectomia externa 
en el caballo \ 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 día 25 
de marzo de 1935, siendo las 4 horas, de cólico por sobrecarga gás- (
trica.

En la autopsia efectuada el mismo día a las 8 horas, no ha presen­
tado ninguna anomalía en su esqueleto, sistema muscular, ni en los 
órganos, presentando buena deposición de grasa.

En cuanto a las tiroideas eran de tamaño, consistencia y color ñor- _  ■/
mal; paratiroideas externas no fueron halladas en el sujeto, lo que 
quiere decir que no tenía nada más que las dos ya extirpadas.

En la investigación macroscópica de las tiroideas para descubrirlas 
paratiroideas internas, fue negativa y la investigación microscópica 
efectuada por el profesor adscripto y jefe de trabajos prácticos de ana­
tomía patológica, de la Facultad, doctor Raúl Mosconi, no le ha per­
mitido descubrir te jido de las glándulas paratiroideas dentro de las ti­
roideas; por lo tanto el caballo ha vivido sin paratiroideas durante 
6 años. 5 meses y 6 días, sin presentar ningún trastorno ni anomalía 
en sus órganos, quedando firmes las conclusiones expuestas en dicho 
traba jo, y demostrando que la extirpación de las paratiroideas exter­
nas e internas conocidas parecen no ser necesarias para la vida normal 
en los equinos, siempre que no se demuestre la existencia de paratiroi­
deas en sitios hov desconocidos.





Algo sobre la apomorfina

Por El. Dr. LUCIANO F. LAURINO

Al hacerme cargo de la Farmacia de la Facultad en abril de 1924, 
encontré entre los medicamentos una pequeña cantidad de apomorfina 
(clorhidrato) vieja y ya de color verde obscuro que me sugirió la idea 
de controlar su poder vomitivo para lo cual efectué con dicha droga 
en clases prácticas de cada año con los alumnos del curso de terapéu­
tica una serie de experiencias al respecto con el propósito de determi­
nar si la apomorfina así alterada por acción del tiempo conserva su 
poder activo y era eficaz para producir el vómito.

Antecedientes. — Su acción vomitiva fué descubierta por Mathiessen 
y Wrigt en el año 1869. Es un polvo amorfo de color blanco que ex­
puesto al aire se colora de verde. Usándose 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 3o partes de agua y en 20 partes de alcohol.

Según M. Kaufmann, las soluciones se tiñen de verde al calió de al­
gunos minutos. Esta coloración aumenta, pero sin influir en nada so­
bre las propiedades fisiológicas del producto. Las soluciones acuosas 
viejas de dos años, son de un verde obscuro, pero la acción fisiológi­
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. Manquat cita a Boyer y Guinard que dicen: «sólo Las soluciones 
recientes dan resultados rápidos, seguros y por lo regular exentos de 
compli caciones desagradables ».

Dees, Minuto y Levati, dicen: por la acción del aire y de la luz. se des­
compone, tomando sus cristales un color gris o verdoso: así altera­
do debe desecharse para el uso terapéutico. Se conserva en tubos co-
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Jopeados. En solución también se altera, por lo que conviene hacerla 
en el momento de usarla».

Efectué una experiencia con solución de apomorfina que tenía una 
antigüedad 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 errónea 
la afirmación de Kaufmann que atribuye a la acción vomitiva de dicha 
solución una duración de dos años; la misma sal fué eficaz y en i 
minuto produjo el vómito a la dosis de O gr. oo5 preparada fresca.

La acción vomitiva de la apomorfina se pierde por la esterilización a 
baño-maría; pues sus sales se alteran y pierden su acción por el calor.

El clorhidrato de apomorfina viejo de más de 10 años y de color 
verde obscuro (verde botella) conserva su poder vomitivo y produce 
el vómito en todos los casos tardando de i a 3 minutos mientras que 
el sulfato de cobre tardaba de io a i5 minutos en las pruebas simul­
táneas efectuadas para comparación; en algunos casos hubo que repe­
tir su administración para obtener el vómito; los perros empleados en 
estas experiencias estaban siempre en ayunas desdo el sábado al lunes, 
día de la demostración.

En el cuadro que sigue detallo las experiencias efectuadas:

CONCLUSIONES

N° de experiencias Dosis Fecha Resultados

I o gr. oí i'l julio 1924 positivo
I o gr. 008 g mayo 1926 positivo
I o gr. oo5 8 mayo 1926 positivo
I o gr. oo5 i5 mayo 1926 positivo
I o gr. oo5 18 abril 1927 positivo
I o gr. oo5 25 abril 1927 positivo

(>) I o gr. oí 10 octubre 1927 positivo
2 o gr. oo5 15 octubre 1928 positivo
2 o gr. oo5 26 agosto 1929 positivo
2 o gr. oo5 11 agosto ig3o positivo
2 o gr. oo5 i5 junio ig3i positivo
2 o gr. oo5 27 junio 1982 positivo
2 o gr. oo5 12 junio ig33 positivo

Total, 19

ia El poder vomitivo de la sal de apomorfina dura por lo menos io 
años, a pesar del cambio de color, siempre quje se conserve en lugar 
seco y a la sombra,

(i) Perro intoxicado presentado a la Clínica.



2a Las soluciones viejas pierden su poder vomitivo ya a los 6 meses.
3a Las sales de apomorfina en soluciones no pueden esterilizarse a 

baño-maría, pues pierden su acción vomitiva,
4a Cuando haya necesidad de emplear la apomorfina en casos 

de intoxicaciones con inminente amenaza de muerte, en los que se de­
be actuar con rapidez; me permito recomendar cuando no tengan la 
apomorfina de reciente preparación, puede usarse la de color verde 
obscuro, puesto que ella produce siempre el vómito empleada a las rio- 
sis clásicas.
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