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INTRODUCCION

La idea que nos indujo a realizar este trabajo de investigacién, ini-
ciado en octubre de 1946, fué en plincipio de caradcter préctico la elimi-
nacién de pectinas en los jugos citricos por hidrélisis enzimdtica (accion
pecunasma) por medio de cultivos directos sobre los niismos, haciendo
postble asi la cristalizacién inmediata del 4cido citrico que contienen.

En el desdoblamiento enzimdtico de la pectina, éster metilico de
grado de esterificacién variable de un dcido poligalacturénico, intervie-
nen, seglin se conocen desde los trabajos de Ehrlich, dos enzimas, /g
pectinasa o poligalacturonasa, que desdobla por hidrélisis los enlaces
glucosidicos entre los eslabones de dcido galacturémico y la pectasa
o pectinestearasa, que determina la saponificacién de los grupos carbo-
metoxilicos con formacién de alcohol metilico y dcido pectinico.
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Este proceso, también de interés en otro aspecto, el de la formacién
y estabilizacién de jaleas y jugos de frutas, se realiza en la actualidad de
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un medo totalmente empirico, por fermentacién espontinea, sin contro-
lar ni los géneros ni las especies de microorganismos que las producen.
Nosotros elegimos en principio como material de trabajo dos especics de
hongos : Penicillium chrysogenum y Aspergillus ochraceus. De ellos no
se conocia en aquella fecha trabajo alguno en que se estudiase sus acti-
vidades sobre substratos pectinicos. Unicamente Waksman y Allen (1)
habfan estudiado cn 1933 un Penicillium, que no llegaron a caracterizar,
y el Aspergillus niger, pero los resultados conseguidos no coinciden con
los nuestros.

Simultineamente a la comunicacién de nuestros primeros resultados
(abril de 1948) (2), conocimos un trabajo de Phatf (3) en'el que estudia
la actividad de una cepa de Penicillium chryqogenum sobre substratos
pectinicos, encontrando que producen pectmasa y- otros de Giiu-
mann (4) en los que se ocupan del comportamiento enzimitico del As-
pergillus niger, observando la produccién de pectinestearasa por el hon-
go, solamente en presencia de pectina.

Posteriormente a dicha fecha se encuentran citados en la bibliogra-
fla otros trabajos sobre este tema, asi Beavan y Brown (3) investigaron
las enzimas pécticas del hongo Byssochlamys fulva sin consegnir carac-
terizar la presencia de dichas enzimas. Eleanor J. Calesnick y oiros (6),
¢studian el comportamiento de la pectinestearasa procedente de hongos,
la que consideran distinta de la producida por plantas superiores. [ermyn
y Tomkins (7) determinan la marcha de la hidrélisis del dcido péctico,
producida por poligalacturonasa procedente de hongos, cromatografian-
do sobre papel los fragmentos de la misma. Holdenn (8) utiliza poliga-
lacturonasa de hongos sobre fibras de hojas de tabaco y Reid (9), final-
mente encuentra, en el Byssochlamys estudiado anteriormente por.
Beavan, ambas enzimas.

También se han observado en los tltimos aftos enzimas pectinicas de

origen bacteriano por Raynaud Woedi y Talboys (10) (¥).

Todos estos trabajos son posteriores a la publicacidn de nuestra se-
gunda comunicacién (11), en la que estudiamos el comportamiento de
las pectinasas y poligalacturonasas aisladas de los citados hongos.

-De la comparacmn entre las actividades de ambos hongos, asi como
de las enzimas pectmamcas segregadas por cllos, hemos deducido, en
prln(:lplo un comportamiento andlogo, que se diferencia cuantitativa-
mente Con Una mMayor actividad en las enzimas produudas por el Asper-
gillus ochraceus.

{*y Wolf recoge en una tabla las enzimas producidas por hongos pardsilos sobre la made-
ra; enlre aquéllas la pectinasa. (The Fungi, p. 46, T. 11, New York, London, 1947).
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Este hecho nos llevé a una generalizacién "y particularizacién simul-
tinea en nuestra labor; ya que, por una parte, la continuamos limitdn-
donos a sélo la especie de Asperglllus y por otra, la ampliamos a un es-
tudio general y detallado sobre dicha especie, extendiéndonos preferen-
temente en la influencia de diversos agentes quimicos sobre la morfolo-
gla macro y. microscépic'a del hongo vy las relaciones de las mismas con la
actividad n1¢tab6]ica, apreciada ¢ésta desde diferentes puntos de wvista y
siempre empleando como medios de cultivo substratos hidrocarbonados.

Nuestra hipétesis, como mstrumento de trabajo, estd fundamentada
en los modernos conocimientos de la Biofisicoquimica.

Para explicar los.diversos fenémenos de la materia protoplasmatica
de los hongos, consideramos dos estructuras quimicas en continua alte-
racidn : por una parte, la correspondiente a la unidad viva, y por otra, la
composicién quimica del mccho amb1ente en que se desarrolla.

BIBLIOGRAFIA

(1) Wagrsaaw, S, Ay Avies, M. C.;. J. Am. Soe. 55 - 3408 - (1933).

(2) Sowun, A,y Ontufo, A.: An. R, Sac. F. ¥ Q. 4-511 - (1048).

(3) Puarr, H. J.: Arch. Biochem. 13-67-81-(1947) en Chem. Abst. - (1947) - G301,
{#4) Gauman, E. ¥ Emika Bowxi: Helu, Chim, Aclg. 30 - 1591 - (1947},

(5) Bravax, G. H, ¥y Browwn, F.: Biochem. J. 45-321 - (1949).

(6) Cavma~sicr, E. Iy otroz: Archiv, Bioch, 28-432-(1950), en (. A, -(1951).
(7 JYeumvw, M. A. y Tommins, R. G.:-Biochem. [, 47 -437 - (1900).

(8) Houpeww, M.: Riochem. J. 47 -415-(1950).

¥ Rew, W, W,.: Nalure 166-76 y 56D - (1050).

(103 Ravsawn: Ann, Fns. Pasteur, - 77 - 341 - (1949), en €. A, (1951)-210.

(11} Sorer, A. y OntuSo, A.: An. B, See, F. y Q. 46-741 - (1950).



UNIVERSIDAD DE
MURCIA




METAROLISMO HIDROCARBONADOQ DEL «ASPERGILLUS OCHRACEUS»

ESTRUCTURA BIOFISICOQUIMICA DE LOS HONGOS _
EL PROTOPLASMA

‘Planteamos la organizacién quimico-fisica del protoplasma de los
hongos no como un liquido desprowsto de estructura, ni un saco repleto
de una solucidn  coloidal o enzimdtica, sine un comple]o sistema dis-
perso 1ntegrad0 por una vasta formacién de particulas: iones, molecu]ds
y agregados moleculares, formando un sistema coloidal de fases nume-
rosas con diversos grados de estructura comprendidos desde la organiza-
cién macroscopma hasta la inframiscroscépica, existiendo elevadas orga-
nizaclones estructurales biocataliticas con distribuciones espaciales apro-
piadas y las mds favorables orientaciones moleculares.

Quimicamente, todo el conjunto protopldsmico estd integrado por
albuminoides, nucleoproteidos, fosfoproteidos, lipoides, grasas, hidratos
de carbono, 4cidos, sales, etc., pero las proteinas con los l{quidos y el agua
representan los prmmpales componentes.

El protoplasma estd diferenciado en organulos: niicleos, nucleoloso-
mas, condriosomas (diferenciados én mitocondrias, condriomitos y con-
driocontos), dictiosomas y microsomas, cn los que las propiedades de-
penden de su constitucién quimica v de su grado de dispersion.

Las reacciones qulmlcas en leglonf,s particulares del protoplasma
marchan a la par con sus diferenciaciones estructurales, constitucién qui-
mica y grado de dispersién.

En el limite entre el citoplasma y cada uno de los organulos del pro-
toplasma existen tenues membranas lipoideas de naturaleza tonoplismi-
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ca, que se interponen entre el orgénulo y el citoplasma. Tienen notables
propiedades de semipermeabilidad, oscilante y selectiva, susceptibles de
variar, ya por la proporcién idnica, bien por la cantidad y naturaleza de
fosfolipidos que fijen y por la orientacién.de los grupos hidréfilos y lip6-
filos, acidéfilos, y basdfilos, en sus superficies interna y externa. La natu-
raleza proteinica de estos orgdnulos cs especifica, propia y con enlaces y
terminaciones quimicas diferentes unos de otros. Cada uno de ellos cs,
en cierto modo, auténomo dentro del conjunto; pero no puede existir
fuera de éste. Los virus pucden ser considerados como elementos de esta
naturaleza y que, por tanto, sélo en el seno citopldsmico pueden muld-
plicarse; pero fuera de él conservan su vitalidad latente. Las relaciones
quimicofisicas entre piezas protoplismicds tan distintas se establecen
por la masa viva citopldsmica general, en la que todas estin incluidas. La
actividad quimica entre el citoplasma general y sus distintas partes di-
ferenciadas, asi como en ¢l seno de cada una de ellas es realizada, orde-
nada y dirigida por agentes quimicos cataliticos.

El protoplasma de los hongos es un sistema or gamzado delicadamen-
te equilibrado de matcrias quimicas complejas combinadas en clertas
proporciones y patroncs, interaccionando armoniosamente y desarrollan-
do ciclos de vida largos y variados.

La actividad bioquimica del protoplasma de los hongos no es efecto
de la organizacién de un conjunto de protcinas enred complicada, sumer-
glda cn fase dlspersante no menos compleja, sino que resulta de las reac-
ciones o acciones mutuas entre sistemas heterogéneos, tales como los
componentes del ‘citoplasma y niicleo, que puestos en presencia produ-
cen series continuas de procesos vitales.

Los caracteres exhibidos por los hongos estdn determinados por la
constitucion y composicién qmmlca ‘del protoplasma y por las condicio-
nes del medio ambiente, externo e interno, en cooperacién con los cuales
dicho protoplasma emprende su desarrollo.

La especificidad en la composicién de los hongos se corresponde con
la espec1ﬁc1dad morfologlca Todo cambio morfoldgico es precedido por
un cambio quimico que es su nmediato determinante. .

“En los hongos, el conidio o espora es un sistema protopldsmico que
realiza el desarrollo de la mayoria de los caracteres exhibidos por la es-
pecie a que pertenece pero en realidad no son transmitidos en el sentido
literal de la expresmn ellos sc desarrollan de nucvo en cada generacién.
El sistema protopldsmico que realiza este desarrcllo es ecn si una heren-
cia directa de la generacién anterior; por lo tanto, lo transmitido es una
masa de protoplasma capaz de desarrollar los caracteres bajo condicio-
nes de ambigntc apropiadas. Dado que cada generacién comienza como
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una porcién de protoplasma derivado de la genu’acmn anterior, es de
esperar semcjanzas entre ld& dos bajo condiciones uniformes de am-
biente.

En los hongos, el citoplasma participa en la determinacién de los ca-
‘racteres. Los nicleos nunca se desarrollan solos: siempreses un sistema
nuclt,ocuop]asmlco ¢l que experimenta el desarrollo. Cuando el citoplas-
"ma asociado con el nicleo es alterado, los caracteres también se alteran,
mostrando la importancia de la interaccién nicleocitopldsmica en el
desarrollo del cardcter. De aqui que, en lineas puras el citoplasma contri-
buye a la semejanza de éstos, v la semejanza es un aspecto principal en
la herencia. :

La insistencia en considerar al nicleo como un sistema de elementos
necesarios para el desarrollo y su organizacién cromosdmica como la cla-
ve del fenémeno mendeliano, estd scguramente garantizado, pero clio no
deberfa obscurecer el hecho de que «la base fisica de la herencia» en un
sentido ampho incluye todos los elementos protoplasmlcos rclativamen-
te estables que afectan el cardcter desarrollado, donde quicra que estos
elementos estén localizados, ya sca que su actividad resulte en semejanza
o desemejanza de los caracteres. Aunque nos inclindramos a considerar
el protoplasma de los hongos como un «medio de cultivon en el cual el
nucleo de alguna manera elabora los caracteres, debe recordarse que este
medio, aun mas que los mismos caracteres, es heredado directamente de
las generaciones anteriores.

Las proteinas de la materia protopldsmica de los hongos cstén cons-
tituidas por cadenas de a-aminodcidos unidos por enlaces carboamidicos,
originando cadenas de polipéptidos de longitud considerable. Estas cade-
nas son pricticamente indiferentes desde el punto de vista quimico, ape--
nas sl son capaces de reaccionar con otros compuestos, pero ellas deter-
minan realmente la estructura del protoplasma. Este hecho es conse-
cuencia de la prescncm de las cadenas laterales y sobre todo de los gru-
pos localizados en las mismas. De estos. grupos depende el comporta-
miento de la molécula frente al agua y otros constituyentes del proto-
plasma, como en la formacién de la «red molecularn  constituida
por acoplamiento de varias cadenas polipeptidicas inicialmente indepen-
dientes.

Asi, los fostdtidos se adicionan a los grupos lipéfilos e hidréfilos for-
mando complejos, en los que la unidn no estd determinada por fuerzas
de valencia, pues se pueden separar de nuevo los fosfatidos por medio
del éter. También los esteroides se unen con los polipéptidos con inter-
vencion de enlaces hldrogeno stendo mayor la-capacidad de fijacién de
las lecitinas que de las esterinas, ya que las prlmeras poseen dos £rupos po-
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lares y las segundas no presentan, naturalmente, caracter polar. En las
esterinas también debe tomarse en consideracién la posibilidad de for-
macién de esteres con intervencidn de sus funciones alcohol y de los car-
boxilos libres sobre las cadenas polipéptidicas. Las grasas no reacionan
con los grupos funcionales en cadenas laterales y tinicamente se puede
admitir. un acoplamiento de tipo de enlaces de Van der Waals entre Jos
radicales alquilicos del 4dcido graso y las cadenas laterales no Su%tltUIddS
del polipéptido.

El acoplamiento entre moleculas de polipéptidos, originando lo que
hemos llamado red molecular, se realiza por intermedio de las citadas
cadenas laterales pudlendo originar estructuras de variada estabilidad.
Estas estructuras pugden ser consccuencia de la formacion de los siguien-
tes tipos de enlaces:

4) Enlaces de Van der Waals entre cadenas laterales no sustitufdas.

b) Enlaces por acoplamiento de dipolos o formacién de puentes hi-
drégeno, como los que se producen entre. grupos oxhidrilos alcohdlicos.

¢) Enlaces idnicos consecuencia de la salificacién de los carboxilos
libres de una cadena con los grupos amino de otras. .

d) Enlaces no poldres con formacién de nuevos grupos funcionales
no disociados como el éster a partir de carboxilo y oxhidrile alcohélico
de cadenas diferentes, ¢l amidico formado por carboxilo y amino, y final-
mente el disulfuro orginico originado en la oxidacién de dos grupos tiol
vecinos.

R_-0OL H R-0-H
b) L “— - _
H 10 _-R H-O0—R

-+
9 R-COO- NH, -R

d) R-COO-R
R — CO.NH — R
R-S—-S—R

Pero al aproximarse las cadenas de polipéptidos como consecuencia
de los anteriores tipos de enlaces, entran en juego, reforzindolos, los aco-
plamientos entre las estructuras doble ién que colaberan en el sistema
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resonante del enlace carboamidico (*). Ellos originan redes tridimensio-
nales. -

En nueswo criterio este Gltimo tipo de enlace intermolecular serd el
de mayor 1mportancm para la estabilizacién de la citada red proroplas-
mica, ya que si bien las energlas ligadas a los enlaces entre cadenas late-
rales son mayores, estos tipos de enlaces serdn, a partir de simples consi-
deraciones estadisticas, menos frecuentes. -

La red molecular albuminoidea determina espacios o alvéolos abier-
tos, ocupados per el jugo celular'y en los cuales se introducen las cade-
nas laterales libres, sumerglendoqe en el jugo. Es éste un liquido acuoso
complejo, en que hay electrélitos junto a micelas mas o menos grandes,
de albuminoides, de hidratos de carbono, de cuerpos fosforados, de Ii-
poides, etc.

Estos distintos elementos del jugo estdn en' agitacién desordenada y
perpetua por el movimiente browniano y, a la vez, moviéndose con un
cierto orden, en obediencia a las fuerzas e sus cargas eléctricas. El mo-
vimiento browniano impide que, en caso alguno, pueda llegarse a una
disposicién equilibrada, estable, en la ordenacidn de tan diversas par-
ticulas. Esto, sin duda tiene gran importancia para la actividad viviente,
con sus caracteristicas de continuidad.

- En los alvéolos, las afinidades especiales de los grupos libres -de los
aminodcidos o de otros ligados a la red, atraen con especial energia a de-
terminadas particulas, a la vez que otras son rechazadas. Las moléculas
dipolares de agua se concentran sobre los grupos hidréfilos, orientdndose
como lo harfan pequefios imanes, para formar la capa acuosa con su car-
ga correspondiente. Por el contrario, las moléculas de agua son rechaza-
das por los grupos hidréfobos o lipéfilos, a cuyo alrededor se disponen los

(") Brill prepone mas que un zcoplamienle de dipolos, nn enlace entre oxigeno v nilrd-
geno par puente de hidrdgeno, lipdtesis tambidn admilida por A, Frey-Wyssling, pero a la
que hasta oponer ol heclio de la existencin de propiedades mecinicis tan buenas como en las
poliantidas de amina primarvia (en las gue por no poscer cadenas later: nlm solumenie eniran
en juege eon la estruckura supermolccular los grupos amida), en las de amina  secundaria,
como por gjemnplo las derivadas de la piperacina

que por carccer de hidrdgene sobre dlome de nilrégeno, nre pueden crear el pucnie propuesto.
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lipoides y cuerpos de propiedades anilogas, probablemente orientindose
de modo a dirigir hacia el grupo la porcién de su molécula mas fuerte-
mente lipdfila.

Asi en los limites entre alveolos de una y otra tendencxa las molécu-
las y micelas complejas se orientardn formando una capa, que dirige
hacia el lado hidréfilo los grupos dcidos, oxhidrilicos, aldehidicos u otros
de estas propiedades que pueda contener; y hacia el alvéolo lipdfilo se
dispondran los radicales dlthcos y femhcos de propiedades hidréfobas.

Asi nos explicamos la disposicién y modo de formacién de las mem-
branas tonopldsmicas de tan notables propledades de semlpelmeablhdad
selectiva. Las moléculas albuminoideas en suspensién en el jugo pueden
disponerse en peliculas de esta naturaleza, orientdndose de forma que
sus cadenas laterales estén en sentidos opuestos segun sean hidréfilas
o lipdfilas.

Los cationes tienden a dlrlglrse a los grupos acldos de las ramas late-
rales libres de la red, y los aniones hacia los bésicos. Su deqplazamlento
estd influido por el espesor de la respectiva envolturd acuosa (que ¢s dis-
tinta, segin la naturaleza del i6n), por la viscosidad del jugo, variable de
un punto a otro, y por las perturbaciones que, en su marcha, producen
los repetldos choques del movimiento browniano. Ellos, ademds, tendrian
que atravesar aquellas peliculas o finas capas, fqrmadas como hemos di-
cho antes.

En el jugo protopldsmico de los hongos, la expresada heterogcneldad
en la distribucién de iones y particulas determina valores de tensién su-
perficial distintos de un punto a otro. Esto dara lugar a Ia formacién de
capas de separacién, membranas de gran fragilidad, de naturaleza dis-
tinta a las antes mencionadas; pero que dividirdn los alvéolos ya dichos
en otros mds pequefios y mds inestables, en continua variacién, 51gu1en-
do las modificaciones fisico-quimicas del punto considerado.

El protoplasma tiene, a la vez que la estructura fibrilar y reticular
debida al enlace de las grandes cadenas proteinicas; otra alveolar deter-
minada por las membranas de orientacién .molecular; y estos alvéolos
divididos en otros mds pequefios con aspecto de finfsima espuma que se
deshace y rehace continuamente, son los produc1dos por la tensidn super-
ficial. El valor.de la presién osmética depende dnicamente del nimero
de particulas (sean iones, moléculas, micelas), que Ta solucién o pseudo-
solucién contiene. Como en el jugo protoplismico, aquel ntimere varia
de un punto a otro v de un momento a otro, igualmente variard la pre-
sién osmética. UUna circulacién hidrica y otra idnica existird por esta
causa a través de los alvéolos y en sentidos diversos segiin los momentos.
Esta circulacién al determinar variaciones en la concentracién de sus-
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tancias disueltas, ocasiona cambios en los grados de imbibicién, absor-
cidén y adsorcién de las cadenas principales y de sus ramas, con las con-
siguientes variaciones de pHl y condiciones fisico-quimicas en general,

Se deduce, por la constitucién de la red protoplismico y del jugo que
la bafia, que no puede existir un pH idéntico en todos los puntos de este
jugo, ni el pH tendrd un valor constante para cada punto o cada alvéolo.

Por lo tanto, todas las propiedades de las cadenas albuminoideas que
dependen del pH del medio dispersante varian de una zona a otra, aun
dentro de la misma cadena, de un momento a otro de la dimensién tiem-
po y de una temperatura a otra, en lo que considerablemente mﬂuye la
agitacién browniana.

Variando el pH en los pequefios espacios alveolares, una cadena al-
buminoidea estd sometida a valores distintos a lo largo de su eje princi-
pal. En alguna de sus zonas puede hallarse en su punto 1sceléctrico, el de
méxima solubilidad. En otras, un pH separado de la zona neutra puede
determinar su ruptura o fragmentacién y fijar grupos terminales en los
extremos resultantes. Asi, una cadena podrd dividirse en dos; pero tam-
bién podra descomponerse, para ser despucs (,ompletamente desasimilada.

En ésta, como en cualquier otra condicién fisica o quimica, se mantie-
ne en la sustancia viva una continua actividad dindmica. En el jugo hay
sustancias qulmlcas que funcionan como amortiguadores, tendiendo a co-
rregir las varlaciones bruscas; ellas no impiden ¢l cambio, sino que lo
arnortiguan, actuando como freno

Por adsorcién, la cadena retiene un clerto nimero de iones de deter-
minada naturaleza. Pero aquellos cambios en el valor del pH determinan
c0n51gu1entes variaclones en esta adsorcidn selectiva, dando lugar a que
unos lones sean reemplazados por otros. Ihiciado el cambio en un punto,
el fenémeno influird sobre el punto siguiente, éste determinard la vana-
cién del sucesivo y, de esta mancra, pueden establecerse corrientes iéni-
cas a lo largo de las cadenas o de fasciculos de cadenas.

Los iones que se desplacen pueden ser grandes micelas o iones coloi-
dales que arrastren tras si sus envolturas acuosas y las sustancias que re-
tienen. Si las condiciones determinantes del desplazamiento pérsisten,
afectan a la vez a varias cadenas, y sl se contindan en un determinado
sentido, se producird una corriente citopldsmica y hasta una verdadera
circulacidén intracelular.

Aunque en razén a las condiciones de heterogeneldad que hemos des-
¢rito no hay reposo posible dentro del protoplasma viviente de los hon-
gos, las corrientes citoplasmdticas visibles al microscoplo, tan ostensibles
en algunos casos, sélo podrin establecerse cuando sean muchas las cade-
nas afcctadas y todas ellas en el mismo sentido.
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En el protoplasma los grupos laterales fijan compuestos fosforados de
diversos tipos y, entre cllos, fosfolipidos. De estos, algunos actian como
protectores; otros como filtros selectivos; que dejan llegar al grupo de-
terminadas sustancias y rechazan otras; o bien son enzimaticos y funcio-
nan como fermentos en la sintesis de sustancias orgdnicas determinadas.

La extraordinaria sensibilidad a los estimulos deriva de tan gran ines-
tabilidad y heterogencidad. Pero se precisa una ordenacién adecuada de
las cadenas y de sus grupos funcionales en un orden y sentido prehjados.

Los estimulos mecdnicos, fisicos o qulmlcos provocan determinados
cambios en la posicién y distribucién de iones que, propagindose a lo
largo de las cadenas proteinicas o de las fasciculos de cadenas, despier-
tan actos o reacciones, a veces muy intensas y en regiones amplias y muy
distantes del lugar estimulado.

La modificacién determinada por los estimulos puede traducirse en
deslizamientos de los iones a lo largo de las cadenas o de sus ramas,
chun hemos exphcado Pero tamblen puede consistir en movimientos
ondulatorios, ritmicos de los iones, sin verdadero despla7amlento

Todo lo dicho nos induce a admitir que en el protoplasma en toda
célula de los hongos la coordinacién funcional entre sus distintas partes
u organulos serd mantenida, principalmente, por corrientes oscilatorias
i6nicas en las cadenas de proteinas, como igualmente la coordinacién
externa, con las condiciones, siempre variables, del medio.

Se ha comprobado la necesidad de la presencia de los iones K, Na y
Ca en proporcum equ1hb1ada Separadamente son thxicos; pero no
reuntdos en la relacién orginica porque su efecto es antagénmico. Anta-
gonico es también su papel en la regulacion de la permeabilidad de las
membranas; el Na* es el que mds hace aumentar esta permeabilidad;
Ca® la disminuye.

EL NUCLEO

El nicleo no puede sex considerado como un simple organulo proto-
plasmlco sino como un conjunto o reunién de organulos diversos que
integran un sistema relativamente voluminoso y claramente delimitado.

‘Las proteinas ‘existéntes en el nidcleo se caracterizan por su gran
complicacién estructural. Sin embargo, los pohpeptldos que resultan en
sus degradactones son de estructura poco complicada. Por hidrélisis de
estos polipéptidos se obtiene una gran cantidad de aminodcidos bdsicos
(arginina, lisina, histidina). Ademds de los polipéptidos existen en los
nucleos los Acidos nucleicos, también de estructura catenaria. Los dcidos
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proteidos.

El dcido nuclefco esta compuesto de grupos qulmu,os de tres tipos
prlnClpales

a) grupos de dcido fosforico.

&) grupo de hidrato de carbono, pentosa (algunas veces hexosas).

c) v las bases purinicas y pirimidinicas.

El 4dcido nucleico, como las proteinas, con las cuales estd asociado,
tiene la notable capacidad de formar cadenas largas. En clertos estados
una forma de dcido nucleico puede ser identificado en el nucléolo y en
algunos casos en el citoplasma. : .

Un nucleétido importante es el dcido adenilico, que, por hidrélists,
" da dcido fostdrico, ribosa y adenina. También ticnen mucha importancia
los cofermentos de Warburg y Fuler, que se componen de dos o tres mo-
léculas de dcido fostérico, dos de ribosa, una de adenina y una de nico-
tinamida. _ '

Los mononucledtdos se encuentran esterificados entre si, formando
los polinucleétidos. Asi, el dcido zimonucleico, que aislado de la levadu-
ra, cstd formado de cuatro mononucledtidos. Este dcido no existe sola-
mente en el nicleo, también en el citoplasma. Los polinucleénudos de los
nicleos celulares se diferencian de los del c1top]aqma porque una parte
de sus nucledtidos no dan ribesa por hidrélisis, sino que su pentosa es
la desoxirribosa o timinosa. Esta desoxipentosa es qulmlcamcnte analo-
ga a la ribosa, estando sustituido ¢l grupo OH del segundo dtomo de ésta
por un dtomo de H. Esta pequefia variacién en la estructura quimica
hace a los polinucledtidos del nicleo mucho mds sensibles a la hidrélisis
que los del citoplasma. Los polinucleétidos nucleares tienen una tenden-
cia mayor que los del citoplasma a pohmerlzarse orlglnando cadenas
muy largas de estructura muy uniforme.

La consistencia fisica del niicleo en conjunto depende como cs obvio,
de la consistencia y proporcidn relativa de sus diversos componentes:
membrana, cariolinfa y cromonemas. En un campo eléctrico los nicleos
libres o células muy ricas en material nuclear, tienden a dirigirse al
dnodo, demostrando que llevan una carga negativa mientras que el cito-
plasma s} celulas con poca cromatina tienden a dirigirse en sentido con-
trario.

En el nicleo, la cromatina es la que lleva la carga negativa, siendo
* posttivas la cariolinfa y cominmente los nucléolos. .

Las nucleoprotemds que forman parte de la constitucién del nicleo,
entran en él en proporcmn mayor que ¢n el c1t0p1asma Son especificamen-
te distintas de las que intervienen en la red c1topldsmlca, y también las
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condiciones fisico-quimicas del jugo nuclear difieren de las del cito-
plasmico.

El nicleo posee una sustancia avida por los colores bdsicos. s poco
atacada por las enzimas proteoliticas, siendo dificil su dispersiéon por
autolisls; pero se reconoce una diastasa, la nucleasa, que la dispersa fa-
cilmente.

En el seno del nicleo se halla el nucleolo (o nucleolos) En su cons-
titucién entran prmapalmente una plotema que no se tifie con la hema-
toxilina férrica y un éster sulfirico de un pohsacarldo que es colo-
reable.

El nucleolo es basidéfilo. Estd constituido por nucleoproteinas, pero
sin 4cido nucleico libre.

Papel de los acide nucleicos

Se ha crefdo que los dcidos nucleicos son las sustancias de las que de-
pende la herencia, pero su constitucién quimica. es relativamente uni-
forme, faltdndole la variabilidad y la diversidad que la Genética exige.
Por ello, los 4cidos nucleicos sélo desempefian un papel de cardcter pro-
tector en la division nuclear. Andlogamente, los grupos fosféricos de los
acidos nucleicos podrian proteger, uniéndose con ellos, a algunas confi-
guraciones atémicas labiles de la cadena proteica, impidiendo asi su des-
truccién durante el proceso de reparticidn de los cromosomas.

Loustau considera que el dcido nuclefco actia como protector de las
cadenas laterales, atraido y retenido con mayor o menor energia, segin
las condiciones del momento. Por ello pueden conservar su constitucién
particular a través de las vicisitudes por las que pasan aquellos orgianulos
cromaticos durante los procesos de la reproduccién., La proteccién serd
mds o menos eficaz segin sean las especiales propiedades quimicas de
cada grupo funcional de la rama.

El 6rgano productor de muchos fermentos es el nicleo. A sus elemen-
tos constltuyentes o nucleolosomas se les supone los formadores de las
enzimas que realizan el primer encadenamiento de aminoacidos. Estas
prlmeras cadenas o péptidos son después moduladas por la accién enzi-
mdtica de los genes, dotindolas de cadenas laterales. Las moléculas albu-
minoides que atraviesan la membrana nuclear consmuyen las micelas
albuminoideas que son modificadas por los fermentos microsémicos y
transformadas en proteinas citopldsmicas.



METAROLISMO HIDROCARBONADO DEL «ASPERGILLUS OCHRACEUS» 541

LOS CROMOSOMAS

Los cromosomas estdn formados por cadenas de las proteinas nuclea-
res especiales, con estructura inframicroscépica, semejante a la que he-
mos descrito para el citoplasma' pero mds densa. Los enlaces o puentes
de esta red protefnica cromosdémica son distintos de los c1tophsm1cos y sus
cadenas laterales predominantemente basicas.

El material que forma los cromonemas, que son constituyentes m-
portantes de los cromosomas, es principalmente una nucleoprotema for-
mada por proteina y dcido nucleico. Este material, muy coloreable, ha
sido llamado nuclefna, 0 més com@nmente cromatina, Las proteinas que
la forman son relativamente simples.

Los acidos nucleicos y las proteinas absorben los rayos ultravioletas
con desigual intensidad. Aplicando esta técnica al estudio de los cromo-
somas se ha demostrado que el funcicnalismo de los cromosomas se debe,
desde un punto de vista quimico a las interacciones entre los polipépti-
dos del reticulo y los dcidos nucleicos. Las cadenas laterales de los poli-
péptidos son el substrato de los genes, siendo el gene una conﬁgumcién
atdmica especzfzca extstente en las cadenas laterales. La part1c1pac1on
longitudinal de los cromosomas en-la mitosis, formindose dos cromoso-
mas iguales, seria la separacién de dos cadenas paralelas e igvales de po-
lipéptidos. El intercambio de genes serfa qu1m1camente la separacidén de
un grupo atdmico de una cadena lateral, que ‘pasaria a combmarse con
otra cadena lateral de otro polipéptide.

Los estudios de absorcién de rayos ultravioletas conducen a la con-
clusién de que las bandas cromosémicas estan compuestas de uno o mas
discos de granulos cromosémicos que se extienden a través del cuerpo
cilindrico del cromosoma. Estos granulns se denominan cromémeros,
aunque su variacién cn tamafio v nimero, aun en una banda dada, indi-
ca que aqui este término no designa unidades del mismo rango. Tl cro-
mosoma consta de un gran nimero de cromonemas que se han multipli-
- cado mientras el nicleo crecia sin que ninguna mitosis los separara; sus
cromobmeros quedan estrechamente asociados o unidos ]ateralmente como
discos.

La estructura mis fina de los cromoesomas es actualmente un tema
muy discutido, aunque se estd de acuerdo en que las bandas transversa-
les son aspectos naturales que tienen la utilidad citogenética.

Un hecho de la mds grande importancia es que las bandas forman
un patrén que es constante para un cromosoma dado.

De particular importancia es la naturaleza quimica de los filamentos
crométicos y de los cromosomas, de los cuales aquellos son los principa-
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les consrituyente ya que principa]mente de su composicic’m depende el
propio poder del micleo, determinando el curso del desarrollo y los feno-
menos de la herencia.

Cuando tiene lugar la reproduccién, los cromosomas son transmiti-
- dos a la generacidén siguiente a través de las esporas. Su composicién fist-
co-quimica es tal, que cllos ticnen efectos especificos y profundes sobre
el curso del desarrollo Y, por lo tanto, sobre los caracteres de los hongos.
Como una consecuencia de todo esto, Juegan un papel principal en la
herencia.

Cada cromosoma debe ser considerado como un individuo persisten-
te que se reproducc sélo por divisién y en este sentido mantiene su indr-
vidualidad a través de los sucesivos ciclos nuclear y vital. En cada ciclo
nuclear pasa a través de una serie de alteraciones,” los que pueden oscu-
recer su continuidad, aunque no quitarle validez. No hay comprobacién
de que las masas individualizadas de matriz persistan, pero todas las
pruebas obtenidas indican que el cromonema persiste con su diferencia-
cién longitudinal caracteristica en estructura y funcién. Los cromonemas
en el estadio metabdlico estdn relativamente libres de la matriz envol-
vente y mds expuestos a los otros materiales nucleares, lo que indica que
los cromosomas ejercen ‘sus efectos sobre las actividades de las células
principalmente en este momento.

Los diversos materiales nucleares o unidades elementales necesarios
para la vida del organismo, son llevados casi en todas partes en varios
cromosomas mas blen que en uno solo o en gran nimero. Este pequefio
grupo o genomo, se considera como un sistema organizado de miembros
interdependientes, v no como una coleccién simple de mareriales. -

La cariolinfa consta principalmente de protefnas no tan polimeriza-
das como las de los croniosomas.

El gene han sido generalmente considerado como un cuerpo pequeiio
con un grado considerable de independencia estructural vy fisiolégica,
quizd el dltimo miembro de las series organismo-célula- niicleo-cromoso-
ma-cromémero-gene, siendo el mismo gene una sola molécula de protei-
na o pequefios grupos de moléculas. El concepto de gene se emplea prin-
cipalmente como el de un instrumento Wtil en la investigacién bioldgica
y bioquimica. Esta situacién es comparable a aquella que se planteaba
en fisica y quimica sobre el concepto de dtomo, empleado durante tanto
tiempo con éxito, aunque se conocia respecto a su naturaleza mucho me-
nos que en la actualidad. La esperanza de que nuestro conocimiento del
gene se haga mds intima es alentada por las investigaciones de los as-
pectos bioquimicos de la accién génica.

Wist ha estudiado en los ascomicetos, cdmo variaciones en las condi-



METABOLISMO HIDROCARBONADO DliL aASPHRGILLUS GCHRACEUS» 543

ciones nucleares hacen posible relacionar reacciones quimicas‘ particula—
res con ciertos genes. Asi establece la asociacién de la citogenética con
la bioguimica.

Admitimos que los genes son condiciones constitucionales localiza-
das en los cromosomas que pueden ser tratadas como untdades en la in-
vestigacion genética y bioquimica.

Las cadenas de polipéptidos que soportan los genes no pueden estar
expuestas al arrastre por las corrientes hltraprotoplaqméticas Ellas son
las que guardan los caracteres constantes y caracteristicos de la especie y
estan localizadas en un punto determinado y protegidas contra la inten-
sa actividad quimica que reina en el protoplasma. La misién del nicleo
es la de preservar estas cadenas, pues la estructura del nucleo es anéloga
a la del protoplasma pero el reticulo nuclear es una red mds comphcada
y de mallas mis pequeiias que la del citoplasma, por lo que es mdas com-
pacta y menos dlsgregable

S1 se separa una cadena de la molécula, desaparecen las acciones que
ella ejerceria y se modifican ademads las cadenas laterales vecinas. Asi se
explica la dependencia mutua entre genes préximos, Dos genes serdn in-
dependlcntcs uno de otro cuando las cadenas laterales en que asientan
estén localizadas en partes muy distantes de 1a cadena central del poli-
péptido que les sirve de soporte.

Los genes ocupan en los cromesomas una posicién constante, que ha
podido ser determinada con toda preci%ic’m Alineados en fila a todo lo
largo de ellos, se han podido precisar hasta las distancias relativas que
separan a unos de otros de cuantos contienen cada cromosoma,

La sintesis de metabolitos esenciales estd controlada por:los genes,
siendo heredada cada deficiencia sintética como si estuviera asociada
a la mutacidén de un gene determinado.

Cada reaccién particular estd controlada por un solo gene. La altera-
cién o destruccion _ permanente de un gene da lugar a un cambio bto-
quimico.

Un cambio en la posicién de las cadenas laterales corresponderia
a un desplazamiento de los genes y: un cambio en la configuracién de una
cadena lateral produciria una mutacién. Con el nombre de mutacién se
conoce una variacién brusca que sc transmite por herencia.

Organulos del citoplasma

Los orgdnulos que forman el condrioma de los hongos son las mito-
condrias, condriomitos y condriocontos, abundantemente esparcidos por
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todo el citoplasma. Sus proteinas difieren de las del citoplasma.  En ¢l .
jugo que impregna la red proteinica se ha reconocido la presencia de fos-
folipidos y de hidratos de carbono. :

Los componentes del condrioma desempefian funciones de sintesis y
asimilacién. Los agentes activos de su trabajo quimico son los fermentos
que elaboran o que retienen por adsorcién en las ramas laterales de su
red protefnica.

Los dictiosomas forman el aparato de Golgt. Son como pequenas va-
cuolas de contenido denso y constituido por hpcndes Se consideran como
los elementos citopldsmicos elaboradores de grasas y lipoides. Les glupo‘s
lip6filos predominan en las ramas laterales de sus cadenas proteinicas
dispuestos en capa periférica en direccién centripeta y conteniendo los
fermentos smtetlzadorcs de las sustanc1as 11p01deas que constltuyen estos
orgénulos.

Los microsomas son los mds pequenos orgdnulos c1top1aqm1cos {rmi-
den desde . 600 U.A. hasta 60-200 mlhmlcras) compuestos principal-
mente de rlbosonucleoprotemas o fosfol1p1dos Constituyen los centros
de localizacién y formacién de las enzimas elaboradoras de las Ladenas
albuminoideas.

De la misma manera que los genes, los microsomas pueden expert
mentar una muiacion espontanea o inducida por agentes mutantes fisi-
COS 0 quimicos.
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11
EL SUBSTRATO

Es indiscutible 1a influencia de los agentes qulmlcos fisicos y qu1m1-
co-fisicos sobre las actividades® blologlcas de los seres vivos, que particu-
larizaremos, limitdndonos al objeto de nuestros estudios: «Los hongos» en
general y concretamente a la especie «Aspm gillus ochraceus».

Esta influencia no se manifiesta (nicamente en la actividad bioqui-
mica de la especie, sino también en los caractercs morfoldgicos, siendo
nucstro objeto comprobarlas en variadas condiciones de medio.

Creemos que ¢l camino mas seguro para penetrar en el dificil proble-
ma que estos seres nos presentan, es el estudio experimental de la accién
de los elementos componentes del sisterna viviente del hongo, conside-
randolos como compleja agrupacién heterogenea cuyas propledades estin
intimamente ligadas con sus caracteristicas fisico- qumucas productoras
del equilibrio dindmico, en el cual la materia que lo constituye no deja
de transformarse liberando energia,. estimulada por la accién de agentes
qUImICOS

Las transformaciones materiales de los hongos son fenémenos bioqui-
micos, correlativos a procesos vitales, dentro, pues, de las reacciones ca-
taliticas. ‘ '

Es cvidente la necesidad de incorporar sales minerales en los substra-
tos que sirvan de alimento a los hongos para atender a las necesidades
del desarrollo y crecimiento, y también para reemplazar las que normal-
mente eliminan, pues son componentes celulares indispensables.

Ya hemos indicado que las materias salinas se encuentran en el cito-
plasma celular de los hongos formando disolucienes jonizadas en ‘mayor
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¢ menor grado y originando preferentemente la presién osmética por la
que muchos fenémenos vitales se realizan en estos organismos; sus lones,
con la carga eléctrica que por su valencia les corresponde, disponen de
una gran cantidad de energia, y se combinan entre si o interviencn en
otras reacciones bioquimicas. La accién de las sales es funcién de la va-
lencia de i6n, o sea, de su carga eléctrica, que es el factor que actia mo-
dificando la estabilidad del sistema vivo de los hongos; también debe
tomarse en conslderacién el volumen del i6n.

La accién fisiolégica de las sales la interpretamos como consecuencia
de la influencia de sus iones sobre los coloides citopldsmicos. En los fe-
nomenos de imbibicién, en Ja adsorcién por las proteinas, tan importante
para ¢l sostenimiento de la cantidad normal de agua, los lones actian
eficazmente. Entre éstos se establece un antagonismo que palece defini-
do por la valencia, y entre los de la misma valencia, por su ndmero até-
mico (realmente, su volumen atémico o mmco) Este antagonismo existe
definidamente entre los iones alcalinos (monovalentes), y los alcalino-
térreos (divalentes); aquellos actian porque facilitan la imbibicidn,
aumentando la permeabilidad de la membrana celular, mientras que los
alcalinos-térreos ejercen una accién curtiente sobre ésta, y por consiguien-
te, la permeabilidad disminuye. Los iones divalentes regulan las acciones
-de los monovalentes.

Thom (1) considera como elementos imprescindibles para el normal
desarrollo de los hongos, los cuales entran en su composicién, los si-
guientes:

0, H, C, N, P, §, Na, K, Mg, Cl, Fe

Uno de los motivos de estudio, y para nosotros de mayor interés, es el
de Jas propiedades que dependen de la naturaleza quimica de las sustan-
clas que se forman en el sistema de estos orgamsmos O MaAcrocomponen-
tes y las que se producen como consecuencia del mayor o menor grado
de dispersién de los ohgoelememos

Enfocando el problema quimicamente, los hongos como tales orga-
nismos vivos, aparecen, con frase de Santos Ruiz, como un tipo de olt-
garquia en la cual una multitud inmensa compuesta de . dtomos pldsticos
seria gobernada por una manoria de dtomos cataliticos (2).

El complejo organico de los hongos retiene por adsorcién o quimica-
mente infinitamente pequefios quimicos en estado atdmico o 16nico
o formando parte de moléculas complejas (enzimas respiratorias, la
anhidrasa carbénica, 4dcido félico, etc.). Foster enumera las enzimas que
contienen iones metdlicos o que son activadas por los mismos; entre
ellas no se encuentran ambas enzimas pectinicas. . ’



M.ETABOLISMO HIDROCARBONADO DEL «ASPERGILLUS OCHRACEDSH 549

La i nnportancm de Tos ol:goelementos es tal, que con fundamento se
dice que sin su presencm no seria posible la vida. Por ello la necesidad
de hacer resaltar la importancia de los infinitamente pequefios quimicos.
Estos no son materiales de construccién, pero mulutud de trabajos reali-
zados en el campo de la Bloqmmlca (*), han puesto en claro, que estas
sustancias, aunque en concentraciones pequefiisimas, obran como catali-
zadores prmmpalmcnte de reacciones esenciales a la nutricién, y, por con-
secuencia, desempefian en estos organismos un papel bioldgico de pri-
mer orden. -

Se ha generalizado el estudio de los efectos comparatwos de las fito-
hormonas y los reguladores de crecimiento sobre vegetales superiores,
investigindose centenares de productos de constitucién muy diversa ¥
con poca o ninguna semejanza con las hormonas, vegetales. propiamente
dichas, pero que sin embar g0, poseen actividad firohormonal, en ocasio-
nes, intensisima.

En este tmba]o intentamos dilucidar si los agentes qu1m1cos com-
prendiendo entre éstos las sales inorgdnicas, compuestos orginicos cata-
logados como reguladores de crectmiento y otros no catalogadoq como
tales, participan en el metabolismo de los glumdm por los hongos acti-

vandolo o retardandolo. .

Por nuestras experiencias, podemos decir que el papel que deqempe—
fian en la fisiologia de los hongos los agentes quimicos es multlple sien-
do una de sus caracteristicas fundamentales ¢l producir efectos muy sen-
sibles cuando son aplicados convenientemente.

Tanto interés concedemos a las orientaciones expuestas, que llegamos
a suponer que probablemente, cuantas reacciones se producen como con-
secuencia del metabolismo de los hongos, podrin ser modificadas por
agentes que en algunos casos se conocen y que en otros permanecen to-
davia desconocidos.

Nos hemos apoyado en este criterlo para excitar o inhibir el meca-
nismo de la catdlisis bioquimica de los honges variando la velocidad de
sus correspondientes reacciones, cultivados aquellos sobre substratos hi-
drocarbonados. Sefialamos a este respecto que nos hemos visto obligados
a determinar «a priorin dosis convenlientes, ya que se trata de productos
que actiian b1010g1camente y por tanto, rebasando un clerto limite, no
s6lo no favorecen, sino que 1mp051b111tan el desarrollo del microorga-
nismo. : :

Los Macrocomponentes 0 Macroelementos' ejercen su accién sobre el
hongo en una forma masiva, ya que se comportan como constituyentes

(')' Expericncins de Raulin, Buchner, Berlrend, Pawlow, Jacoby, Bredig, IMenry, Berry,
Tryllat, Mallevre, ¥ olros investigadores.
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de alimentacién. Estos son ademds del C, H y O, aportados por el com-
puesto orgdnico del substrato, en nuestro caso un hidrato de carbono,
N, P, §, K, Na, Mg y Cl, que son suministrados al hongo en forma 16ni-
ca simple o compuesta.

Nosotros hémos elegido como fuentes de dichos clementos los que

componen el substrato tipo Czapek que consideramos para nuestras ex-
periencias el mds conveniente por su sencillez, modificado dinicamente,
en algunos casos el hidrato de carbono, pectina, en lugar de sacarosa.

Los Microcomponenies o Microelementos, también llamados Oligo-
elementos, tienen una funcién marcadamente minoritaria de tipo cata-
litico, entre ellos se han estudiadoe, por diversos autores, el Fe, Co, Mo, .
Zn y Mn.

Nosotros nos hemos limitado exclusivamente al estudio de la-influen-
cia del Mo apoyindonos en los trabajos de Steinberg (3), Jensen y Spen-
cer (4) y Mulder (5), que. se ocupan de la accién de dicho elemento sobre
el metabolismo n1rrogenddo de plantas superiores y hongos, entre éstos
el Aspcrglllus mgcr aunque no sobre el Asf)ergallus ochraceus, en me-
dios con nitratos como unica fuente de nitrégeno, encentrando que
dicho elemento es esencial para la activacién de una enzima nitrato-
reductasa. Las concentraciones maximas en molibdato sddico utilizadas
por el tltimo, es de 0,02 mgrs. por 100 c. c. de cultivo, no lleg’lndose a cs-
tudiar los efectos de concentraciones superiores.

J En estrecha relacidn con este grupo, consideramos a las ya menciona-
das sustaricias reguladoras de crecimiento o Fitohormonas, y a las que
como el naftaleno y otros hidrocarburos aromdticos, si bien no se en-
cuentran catalogados como tales, ohservamos, sin embargo, quepresen-
tan en dosis minimas, una marcada influencia sobre el desarrollo del
hongo. | .
En otras se ha reconocido una actividad murante o stmplemente pro-
ductora de variaciones.

De este grupo complejo de sustancias orginicas hemos elegldo algu-
nos representantes de cada tipo, con objeto de observar las diferencias de
comportamiento de los mismos y poder en trabajos posteriores extender-
nos a otros: COMpUestos qu1m1camente relacionados con ellos o de com-
portamiento analogo sobre otros organismos. :

Asf, dentro del grupo de las fitohormonas artificiales hemos clegido
el deido 24-dicloro-fenoxi-acético (abreviadamente 2-4-D) cuya activi-
dad como regulador de crecimiento en plantas superiores es sobrada-
mente conocida;

La influencia de estas substancias sobre organismos vegetales inferio-
res ha sido estudiada poco ampliamente y con resultados contradictorios.
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. Asi, Stevenson y' Mitchell {6) encuentran que a concentraciones hasta
del 0,08 9%, retarda el crecimiento de ciertas bacterias, pero no influye
sobre la’ actividad metabélica vy el desarrollo de' hongos de los géneros
Fusarium y Penicillium y Lewis y Hammer (7) tampoco observan
“inhibicién sobre dichos hongos a concentraciones del 0,1 %,. Por ¢l con-
trario Guiscafre-Arrillaga (8), Rlchards( ) y Mani (10), sf observan dismi-
nucién en la velocidad de crecimiento para algunos hengos filamento-
s0s: . Penicillium dlgltatum y P. notatum, Fusarium dianthi, Rhlzopus
oryzae y A‘;pergﬂlus niger, presentindose a concentraciones superiores
al 1 por mil variadas deformaciones en el micelio.

Del grupo de sustancias en clerta relaccidn quimica con los regulado-
res de crecimiento scleccionamos el naftalenc. Este hidrocarburo consti-
tuye el niicleo de importantes fitchormonas sintéticas como los dcidos
a-naftil-acético y e-naftoxi-acético y sus derivados en el carboxilo.

Solamente ha sido investigada por Bolcato (11) la influencia de dicho
hidrocarburo en el metabolismo de cepas del género Aspergillus sin es-
pecificar. Creemos que se trata del A. niger, va que se estudia la produc-
cién de dcido clirico. Actuando tanto en medio aéreo, como en el cultivo
observa inhibicién en la esporulacién y una disininucién en la relacién
dcido citrico producido-sacarosa consumida.

Otra sustancia estudiada es el acenafteno compuesto en el que se ha
reconocido actividad mutante sobre organismos, por ejemplo en las lar-
vas del «Bombyx morty que produce cambios en color, anormalidades
morfolégicas y puede llegar a inhibir por completo la emergencia de di-
chas 11rvas, como observaron Havas v Kahal (12). Ark (13) ha observado

variaciones permanentes sobre algun'le bacterias v por Gavadan y Brev-
vion (]4) alteraciones en el mecanismo fotosintético junto a inhibicién
de la carioquinesis en la Helodea. Murthy (15} y colaboradores, por una
parte, y Bauch (16) por otra, observan también mutaciones y cambios de
crecimiento sobre levaduras, formdndose nuevas razas con mayores cé-
Julas y manteniéndose la variacién en generaciones posteriores Final-
mente Ivanov v Makrinova (17) encuentran que la presencia de acenaf-
teno inhibe la velocidad de crecimiento del Aspereillus niger, intensifi-
cindose la acidez del medio de cultivo, asi como- el rendimiento en dci-
do citrico respecto de cultivos restigos, si bien el perlodo dc desarrollo es
mayor, en el primer caso.

El hidrato de cloral y el etil-uretano, sustancias también selecciona-
das”en nuestro trabajo, lo han sido por su reconocida actividad mitoclds-
tica. Sobre hongos no parecen haber sido utilizadas.

Finalmente nos hemos ocupado del efecto de la p-benceno-sulfonama-
da, apoyados en la referencia de un trabajo dc Thomas y Chevais reco-
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gida por Work y Work (18) en la que se indica la posibilidad de una mo- .
dificacién en plantas superiores y en la Drosophila, pero sin confirmacién
posterior.

Los resultados obtenidos por .nosotros, detallados -y discutidos en la
parte experimental de este trabajo nos confirman la capacidad de todas.
estas sustancias para producir varlaciones que se manifiestan, no sola-
mente sobre la morfologia y capacidad reproductiva de la especie que es-
tudiamos, sino también, como es ldgico, sobre su actividad metabélica
en el caso de substratos hidrocarbonados en general, y en particular pec-
tinicos. -
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III

PARTE EXPERIMENTAL

CARACTERIZACION DE LA ACTIVIDAD PECTINASICA Y PECT!’;SICA DEL ASPERGI-
LLUS OCHRACEUS EN COMPARACION CON LA DEL PENICILLIUM CHRYSOGENUM

Como hemos indicado en la iniciacién de “este trabajo; nos propusi-
mos estudiar el comportamiento de dos especies micolégicas pertene-
cientes a los géneros Aspergillus y Penicillium sobre un substrato
pectinico. En el trabajo de Waksman y Allen, a partir de Aspergillus
niger y de dos especies de los géneros Penicillium y Fusarium, que no
llegaron a caracterizar, dedujeron que existe una diferencia marcada de
actividad en el comportamiento del Aspergillus, por una parte, y de los
Penicillium y Fusarium por otra. Respecto del primero caracterizaron
una intensa actividad vital desde la iniciacién del cultivo, manifestada
por el riapido consumo del dcido galacturénico liberado por hidrélisis de
la cadena poligalacturénica que constituye la pectina; con relacién a los
dos hongos utilizados encuentran una hidrélisis muy activa en los dias
iniciales del desarrollo del cultivo, manifestada por un fuerte aumento -
en el poder reductor del medio hgadas simultineamente a una menor
actividad y desarrollo miceliar. A partir de dicho momento, alrededor
de los siete dias, se inicia una etapa en la que los dcidos sencillos produ-
cidos anteriormente son consumidos con rapidez, intensiﬁceindose el
desarrollo ‘'del micelio.

. Los citados investigadores se ocupan excluswamente de la actlvldad
pectmasma de los hongos (desdob]amlento hidrolitico de la cadena pecti-
nica en moléculas de Acidos galacturomco) sin tomar en consideracién
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la posible accién pectdsica (saponificacién de los grupos carbometoxila-
dos, con aparicion de carboxilos libres y puesta en libertad de al(,ohol
metilico).

Por nuestra parte, después de aislar y caracterizar las especies de hon-
gos indicados, hemos intentado comprobar si los comportamientos fren-
te al substrato pectinico presentaban una marcha paralela a la indicada
por Waksman. Al mismo tiempo intentamos llegar a la diferenciacién
por caminos analiticos de las dos actividades: Pectindsica y Pectdsica.

Para ello hemos utilizado como criterios:

1.° Actividad pecti'nésica o poligalacturonasica,

a) Variacién en el poder reductor del medio de cultivo como conse-
cuencia de la liberacién de grupos aldehidos de los eslabones de dcido
galacturdénico bloqueados en la pectina imcial en enlaces glucosidicos.

b) Variacién de la viscosidad de la disolucién ligada a la longitud
de cadenas de las macromoléculas lincales de pectina.

2.7 Actvidad pectzisica O pectinesteardsica.

a) Variacién en el contenido de metoxilos de porcipnes de pectina
reprecipitada de la disolucién sometida a la actividad del hongo.

b) Variacién de la acidez actual de la disolucidn, la que en princi-
pio- deberia aumentar como consecuencia de la hberacién de grupoes car-
boxilicos, inicialmente esterificados.

Técnica y resultados

L Culttvos sobre la disolucion pectinica

~ Aislamos tras una serie de cultivos en medio Czapek-agar y consi-
guiente seleccidn, dos especies perfectamente definidas:  Aspergillus
ochraceus y Penicillium chrysogenum.

Sobre d_isoluciones asépticas de pectina a concentracion del 2 % Y
a las que se han anadido como sustancias nutritlvas inorganicas las sales
de la composicién Czapek, realizamos las siembras de las especies. indi-
cadas, incubdndose a la temperatura de 25° C.

2° Poder reductor

Hemos determinado la variacién en funciones aldehidos liberadas
durante la acuvidad pectindsica del hongo, utilizando el reactivo Bene-
dict. Las determinaciones han sido realizadas independientemente en las
Zonas superior ¢ inferior del medio de cultivo; como prevefamos, en-
contramos un contenido 51empre mayor en reductores en la segunda, ya
que siendo homogene’t la accidén de la enzima, no lo serd el consumo de
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las sencillas moléculas liberadas por parte del hongo colocado cxcluswa-
mente cn la superficie del medio. Referimos los reductores, como hacen
Waksmann y Allen, a glucosu pero también incluimos los resultados
calculados en galactosa, mas préxima en su poder reductor al dado ga-
lacturémico.

3°  Viscosidad

Hemos determinado la viscosidad espec1hca de la disolucién a lo lar-
go del perlodo de cultivo, utilizande un viscosimetro Ostwald y a la tem-
peratura de 25°

4°  Indice de metoxilé.

Hemos determinado a lo largo del perfodo de experiencia el indice
de metoxilo de muestras de.pectina separadas de la disolucién, precipi-
tandolas con etanol y siendo desecadas en vacio a 50-60 grados centi-

grados.
52 Acidez actual de la disolucidn
Hemos seguido la variacién en el pH de la disolucién. hasta valor
pricticamente constante, por determinaciones potenciométricas con elec-

trodo de calomelanos a la temperatura de 24 grados centigrados.

6.° Residuo

En todos los cultivos estudiados va apareciendo, simultincamente.

a la demolicidn del substrato, un sedimento pdrdo oscuro, queé- Ilega
a alcanzar el 5,77 9% en el caso del Arguglllus ochraceus y el 3,9 % en
el Penicillium chxysngmum de la pectina inicial.

Analizados estos residuos encontramos los SLgmenteq resultados;

Reduetores |

Indice de Lignina caleulados en

metoxilo " galacturdnico
Aspergillus . . . . . 16 9% #48%  1319%
Penicillium . . . . . 0,77 % 391 % 11,2 9

Aun sin llegar a establecer un criterio exacto sobre la naturaleza del
mismo, podemos adelantar nuestra oplmon de que se trata de un comple—
jo llgnma-audo poligalacturénico, muy resistente a 1'1 h1dr0h51s
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TABLAS

[

Valoraciones de reductores a consecuencia de la hidrdlisis de la pectina
por la accién enzimitica del «Aspergillus ochraceus»

Factor Benediét.: 5 ce. = 0,011 grs de glucosa

Cantidad de Cantidad de

Dfas ' Liguido substrato . reductores, - reductores,
gastado para b ce. grs por litro en’ grs por litro en
de Benedict - glucosa galactosa
Siembra : Zona superficial
5 26 ce. 4,23 : © 5,06
9 24 cc. 4,58 . 547
13 2,15 ce. 5,11 6,11
17 " 34 - co. 3,23 - 3,86
21 4,1 cc. . ' 2,68 . 3,20
29 52 cc. 2,11 2,52
© Siembra: Zona inferior . ]

5 2,2 ce. 5 5,98
9 2.1 ce. 5,23 6,26
13 2 ce. ' 5,6 : 6,58
17 27 ce. C4,07 4 87
21 3,8 cc - 2,89 3,45

29 43 ce. 2,55 3,08




EARAIR

METABOLISMO HIDROCARBONADO DEL «ASPERGILLUS QCHRACEUS» 557
2 =kl

: ~d
Valoraciones de reductores a consecuencia de la hidrédlisis de la, pectina
por la accidén enzimdtica del «Penicillium chrvsogc%’-'lmn :

e

Factor. Benediot: 5 ce. = 0,011 grs de glucosa

Cantidad de

Dias Liquido substrato reduetores, Reductores,
gastado para 5 ce grs por litro en grs por litro en
de Benedict glucosa galactosa

Siembra - Zona superficial

5 2,9 ec 3,79 4,53

9 29 ce. 4,07 - 4,87

13 2,1 ce. 5,23 6,25

17 245 ce. 4,48 5,36

21 3,10 cc. 3,54 4,23

29 4,20 cc. _ 261 . 3,12
Siembra: Zona inferior '

5 ] 2,3 coc. 4,78 571

9 _ 22 ce. 5 5,98 .

13 2 cc. 5,5 - 6,58

17 2,3 coc. 4,78 ‘ 5,71

21 2;6 cc. 4,23 : 5,06

29 34 cc 3,23 3,86

3

Viscosidad. Substrato del «Aspergillus ochraceunsy

Dias Tiempo de cafda Viscosidad Viscosidad
del liquido : relativa especiflca
substrato . .

Tnicial 18,8 . 2,685714 1,685714
3 . 12,8 - 1,785714 0,785714
4 12,56 1,785714 0,785714
b 10,2 1,457142 0,457142
] 10,2 ‘ 1,457142 0,457142
7 10,2 1,457142 0,457142
8 10,2 1,457142 0,457142
9 . 8,3 1,185714 0,185714

10 : ' 8,1 1,157142 ‘ 0,157142
11 8,1 1,157142 ' 0,157142
12 8,1 1,157142 . 0,157142

Tiempo de caida del agua: 77
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4

Viscosidad. Substrato de «Penicillium chrysogenum»

Dia 'l‘icmpor('!eleaf'da Vigcosidad . Viscos_i(iud
del ligquido relativa -espeeifica

o _ substrato co
 Thicial 188 2685714 0 T 1,685714
- T 125 1,785714 0,785714
S 11,3 - 1,614285 0,614285
5 9,2 1,314285 ' 0,314285

6 8 1,142857 0,142857
T 8 T 1,142857 ' 0,142857

8 ' "B 1,142857 : 0,142857

9 : 8 ‘ 1,142857 0,142857

10 7,8 1,114285 : 0,114285

11- 7.8 : 1,114285 0,114285

12 7.6 1,085714 0,085714

Tiempo de caida del agua: 7"

5

/

TIndice de metoxilo de las'muestras tomadas del substrate pectinico liqui-
do correspondiente al «Aspergillus ochraceus», precipitidas con etanol

y-desecadas al 50 -60°

Cantidad de Tosulfato

Dias . peetina empleada . gastado 0,056 N.-
en cada valoracion | Factor=1,0264 -
Inigial 0.0354 grs 54 ce.

3 . 0,0228 gry H 2,6 cc.

4 i 0,0311 grs’ 3.3 ce.

5 : 0,0336 grs 34 cc.

6 o 0,0302 grs 2,9 cc;

7 0,0318 grs 14 co.
Sedimento 0,0262 grs . 2,1 ee.
Sedimento lavado )

y desecado” 0,0698 grs 4,6 ce.

Indice de metoxilo
en tanto por ciento

4,03900
3,01977
2 80989
267963
2,54203
1,16583
2,08474

1,60190

de OCH,
» ' »
» »
» »
» »
» »
n ]
] »
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6

Indice de metoxilo de las muestras tomadas del substrato pecn’nico liqui-
do correspondlente al «Penicillium chr ysogenums» prec:lpltadas con etanol
y desecadas a 50 - 60°

Dias Cantidad de . Tiosulfato Indice de metoxilo
pectina em pleada gastado 0,06 N, an‘tanto por ciento

on la valoracion - Factor=1,0264
Inicial 0,0354 prs : 54 ce 4.03900 de OCH,

3 0,0224 prs 24 co. 283726 » »

4 0,0308 grs 3,1 cc, T 2,66530 »  »

5 0,0296 grs 2.5 cc. 223658 » »

6 0,0321 grs 1,8 ce. ' 1,48492 » »

7 0,0311 grs 1,1 ce. 0,93663 » »
Sedimento 0,0502 grs 1,5 ce. 0,78172 » »
Sedimento lavado

vy desecado 0,0404 grs 1,2 cc. 077171 »  »
7

Determinaciones potencmmctrlcaa del pH con electmdo de calomelanos
efectuadas en el substrato del «Aspergillus ochraceus» -a la
temperatura de 24°

" Dias Milivoltios pH
Inicial 189 4,50
3 ‘146 5,23
4 08 6,05
5 78 6,38
6 . - 66 ‘ , 6,59
Vi 59 6,72
8 54 . 6,80
9 . B4 6,80
10 45 6,94
11 . 44 " 6,96

12 44 6,06
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8

Decterminacionces potenciométricas del pH con electrodo de calomelanos
efectuadas en el substrato del «Penicillium chrysogenum» a la
temperatura de 24° C.

Dias Milivoltios pH
Inicial 189 . 4 50
3 186 © 455
4 182 : 461
5 110 5,84
6 : 70 ' 6,52
7 66 6,59
B : 700 . . 6,52
9 66 6,59
10 50 6,86
11 43 : 6,99
12 . 35 o 7,11

Discusidn de los resultados y conclusiones

De la comparacidén entre los valores obtenidos para el contenido en
reductores de los liquidos de cultivo, sc deduce una ripida demolicién
de las cadenas pohgdlacturomcas que en los dos hongos estudiadoes al-
canza el miximo en los mismos' periodos de desarrollo, alrededor de los
trece dias; en ellos se llega a un contenido en reductores muy préximo _
al correspondiente a la hidrélisis completa. A partir de este momento,
que parece corresponder con ¢l de la actividad reproductora, se inicia
una disminucién que marcha paralelamente en los dos hongos estudia-
. dos, consccuencia de la intensificacién en la acuvidad vital del hongo y
de la carencia de pectinas sin desdoblar. Este resultado no coincide con
el Waksman, sob;’e todo en lo que respecta al cultivo del Aspergillus
ochraceus.

La cifra de reductores no permite llegar, por otra parte, a una conclu-
sién definitiva sobre la actividad pectindsica, ya que los valores obteni-
dos se encuentran perturbados por la metabolhizacién de las moléculas
sencillas liberadas en el ciclo vital del hongo.

Por el contrario, las medidas de viscosidad permiten deducir compa-
rativamente la diferencia entre las actividades pectindsicas de los hon-
gos estudiados, ya que las moléculas de dcido. galacturénico o las consu-
tuidas por un pequefio niimero de eslabones del mismo no influyen préac-
ticamene en la viscosidad de la disolucién. Encontramos asi, que si bien
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en los periodos iniciales del desarrollo ambas especies de hongos (tres
dias), se comportan anilogamente a partir de dicho momento es muy su-
perior la disminucién de la viscosidad’ en el substrato del Penicillium
chrysogenum, llegdndose a un valor casi idéntico al del agua en el mo-
mento en que también se obtiene la mdxima cifra de reductores.

La actividad pectdsica, deducida de las variaciones dc los indices de
metoxilo, no parece ser muy distinta en los hongos estudiados, s1 acaso
un poco mayor en el Penicillium. Por otra parte nos €ncontraros que
se llega a un indice de metoxilo muy pequeiic més rapidamente que a la
hidrélisis praulcamente compler_a, lo que lleva a considerar superior la
accion pectdsica’ a la pectindsica en las especies estudiadas.

Por tltimo, de las determinaciones del pH a lo largo del cultivo, no
podemos sacar ninguna conclusién, ya que en contra de lo esperado, se
ha producido un aumento de basicidad del medio, sin que el pH haya
disminuido en ningin momento, como corresponderia a la liberacién de
carboxilos por la sapomﬁcacmn de los grupos —COO.CH, . Esta anoma-
lia creemos que es exphcable como consecuéncia de la elaboracién mu-
cho mds intensa de productos residuales de cardcter bdsico en el metabo-
lismo del hongo. La utilizacidn de este criterio para apreciar la actvidad
pectisica no es vélida con orgamsmos " Vivo.

ESTUDIO COMPARATIVO DE LAS PECTINASAS AISLADAS DE LOS HONGOS
ASPERGILLUS OCHRACEUS Y PENICILLIUM CHRYSOCENUM

Para conseguir un criterio mds concreto y correcto sobre las activida-
des pectingsicas de los hongos citados nos ha parecido esencial obtener
las enzimas Correspondientes segregadas por cllos 'y determinar su ac-
cién sobre la pectina.

De esta manera la accdn interferente del metabolismo del orgams-
mo queda eliminada, asi como la pomb]e formacién dc otras sustancias,
comao pemc:lma deido glucdnico, manita y los pigmentos ocracina y cri-
sogenina, Por UNo u otro hongo

Por otra parte, en la accidn directa del hongo actiian simultdneamen-
te la pectmma y la pectasa, por ello parece indicado el aislamiento de di-
chas enzimas y el estudio de sus acnwdades por separado,

Técnicas y resultados
1.5 Pectina. Como consecuencia del trabajo de Jensen y Mac Do-
nell (1), en el-que establecen la necesidad de Ja accién simultanea de las
pectasa y pectinasa, para que esta ultma actie sobre la pectina, ya que
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observan que no se produce hidrdlisis de los enlaces glucosidicos entre
los eslabones de dcido galacturénico sl se encuentran total o Intensamen-
te esterificados en el carboxiio, hemos elegido una pectina de bajo meto-
xilo, que por ello podrd responder a la actividad pcctmamca permitién-
donos comprobar simultineamente la exciusion de la accidén estearasa
por eliminacién de la pectasa.

2" QObtencion de la enzima., Alsladas las dos espeaes perfectamen-
te definidas: Aspergillus ochraccus y Penicillium chrysogenum, sembra-
mos sobre disoluciones asépticas de pectina a concentracién del 2 % y
a la que afiadimos 4cido tartdrico al uno por mil y sales inorganicas,
principalmente- nitrato aménico como gencrador de nitrégeno.

A pesar de que Waksman y Allen consideran preferlble el cultivo
sobre substrato sélido humedecido con liquido nutritivo, al realizado di-
rectamente sobre este Ultimo, no encontramos ningln inconvenlente en
el segundo caso s1empre que afladamos 1nicialmente al liquido un uno
por mil de acido tartdrico, condiciones en las que observamos un claro
aumenio en el rendimiento de enzima. :

Procuramos gran superficie para facilitar mayor drea de las colonias
y poca profundldad del liquido substrato, consiguiendo de esta manera
una rdpida hidrélisis total de la pcctlna la clarificacidén del 11qu1d0 y evi-
tando cultivo prolongado (entre el quinto y el sexto dia), ya que la acti-
vidad de la enzima dlsmlnuye asi como el rendimiento, después de un
ulterior crecimiento del hongo.

Aislamos la enzima siguiendo en principio la técnica de Waksman v
Allen, para lo cual, al final del periodo de incubacidn, los liquidos subs-
tratos se filtraron. Del filtrado se precipité la enzima con ‘dos volimenes
de alcohol de 95 9. La enzima precipitada se lavé con acetona y se seco
al vacio sobre acido sulfiirico, pero ¢l material obtenido siguiendo dicho
procedimiento presenta un color intenso, posiblemente consecuencia de
fa retencién de pigmentos, se redisolvié en agua y precipité con alcohol
cuatro veces hasta conscguir un polvo totalmente decolorado.

Para observar la influencia de la concentracién de enzima utilizamos
disoluciones de igual concentracién en pectina (2 %), frente a las pecti-
nasas de ambos origenes al 0,075 9 y 0,125 %.

Las disoluciones se mantuvieron a 40° C, y periddicamente determi-
namos los criterios antes dichos. )

En el transcurso de este trabajo hemos utilizado tres pectinas dife-
rentes (mpo técnico manmna) con caracteristicas quimicas particulares,
que resumimos a continuacién :
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Pectina n° |

Cenizas . . . e 1,3 9%
Indice de metoxﬂo C e e e e e e e e 4,04 9%
Reductores iniciales. . . . . 3759
Reductores por hidrélisis plolongada (en glucosa) . 31,409
Visc051dad especifica a1 29, . . . . . . . . . = 0686

Pectina n.° 2

Cemzas................15,9%'

Indice de metoxilo . .- . . . . . . . . . . . 2,6 %
Reductores iniciales. . . : .o 27,56 9
Reductores por hidrélisis ptolongada (en glucosa) . 80,77 9
Viscosidad espectfica al 29, . . . . . . . . . . 0,433

Pectina n'® 3

Cenizas .. - . e 13,07 9%

Indice de metoxﬂo e e e e 3,14 9

Reductores iniciales, . . . ' Lo 8,44 9,

Reductores por hidrélisis prolongdda (en gluc.osa) . 59,08 9

Viscosidad especifica al 2% . . . . . . . . . . 5,977
12

Valoraciones de reductores a consecuencia de la hidrélisis de la pectina
por la accién enzimatica de la pectinasa del uAspergillus ochraceus»
Concentracién de enzima: 0,075 9, '

Disoluciéon pectina-

Horas engima gastac{a para % de reductores

10 cc. Benedict = expresados en glucosa
0,034 grs de glucosa .

0 : 5,7 0,596

12 3.8 0,804

24 34 1

36 3,15 ) “1,079

48 3,1 1,096

60 3 . 1,133

72 2.9 1,172

84 ‘ 2,9 : 1,172

96 2,0 ‘ 1,172
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13

Valoraciones de reductores a consecuencia de la hidrélisis de la pectina
por la accién enzimitica de la pectinasa del «Penicillium chrysogenum»

Concentracion de enzima: 0,075 %

Disolucién pectina-

Horas enzima gastada para % de reductores
10 cc. Benedict = expresados en glucosa
0,034 grs de glucosa
0 5,1 0,596 _

12 48 0,708 .

24 : 4,3 0,790

36 3,9 ‘ 0,871

48 3,7 0,918

60 , 3,65 0,931

72 3,6 0,944

84 34 1

96 ' 3,2 1,062

108 3 1,133

120 3 1,138

14

Valoraciones de reductores a consecuencia de la hidrélisis de la pectina
por la accién enzimatica de la pectinasa del «Aspergillus ochraceus»

Concentracidon de enzima: 0,125 %

Discolucién pectina-

Horas cnzima gastada para % de reductores
, 10 cc. Benedict = expresados en glucosa
0,034 grs de glucosa
0 57 0,596
12 3.4 1
24 3 1,133
36 . 1,133

3 P
48 3 : 1,133
60 3 1,133
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Valoraciones de reductores a consecuencia de la hidrdlisis de la pectina
por Ja accidén enzimatica de la pectinasa del «Peniallium chrysogenum»

Concentracidon de enzima: 0,125 9

Digolucion pectina-

Horas . enzima gastadfl para % de reductores’
10 cc. Benedict = expresados en glucosa
0,034 grs de glucosa .
Q 5,7 0,596
12 4.4 0,772
24 ‘ 3,7 0,918
36 3,3 1,030
48 3 1,133
60 ’ 3 : 1,133 .
72 3 1,133

16

Viscosidad. Pectinasa del «Aspergillus ochraceus»

' Concentracién de enzima: 0,075 %

Horas Tiempo de caida Viscosidad - Viscosidad
pectina - enzima relativa especifica
0 7,87 1,733 0,133
12 6,2” 1,377 0,377
24 537 1,177 0,177
36 5,17 1,133 0,133
48 57 1,111 0,111
60 4,97 1,088 0,088
72 4,77 1,044 0,044
B4 4,57 1 - 0
-06 4’5” . 1 0
108 - 45" 1 . 0

Tiempo de ceida del agua = '4‘,5”
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17

Viscosidad. Pectinasa del «Penicillium chfysogenumn

Conecentracion de enzima: 0,075 %,

Horas Tlempo de caida Viscos_idad Viscosjdad

pectinag - enzima relativa especifica
0 7.8” - 1,733 : 0,733
12 6,3 : 1,400 0,400
24 ‘ 5,77 1,266 ' 0,266
36 5,6” 1,244 0,244
48 . B2v 1,155 . 0,155
60 . h1" 1,133 0,133
72 5" 1,111 - 0,111
84 4,8” 1,066 - 0,066
96 4,77 1,044 0,044
108 467 1,022 0,022

120 45" 1 0

Tiempo de caida del agua = 4,57

18

Viscosidad. Pectinasa del «Aspergillus ochraceus»

Concentracién de enzima: 0,125 9

Horas Tiempo de caida Viscosidad Viscosidad
pectina - enzima relativa ] especifica
0 78" - 1,733 0,733
12 - 58" 1,288 . 0,288
24 ' 57 1,111 0,111
36 4.5” ' 1 . 0
48 4.5 1 0
60 4,57 I . ‘ 0

Tiempo de caida del agua: 4,57
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Viscosidad. Pectinasa del «Penicillium chrysogenum»

Concentracion de enzima 0,125 9

*

Viscosidad
especifica

noms  Tenm O on Vi

0 7,87 1,733

12 6,2 1,377

24 547 1,200

36 57 1,111

60 45" 1

i 4,5” 1

84 45" 1

Tiempo de caida del agua: 4,57

0,733
0,377
0,200
0,111

-0

0
0

20

pH de la disolucién pecrina-enzima, Pectinasa del «Aspergillus ochraceus»

Concentracion de enzima: 0,075 9%

Milivoltios de la disolueidon

Horas pectina-enzima
0 219 -
12 218
24 216
48 215
60 214
2 211
84 211
96 211

pH

3,78
3,75
3,72
3,70

3,68

3,61
3,61
3,61
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pH de la disolucién pectina-enzima
Pectinasa del «Penicillium chrysogenum»
¥ysog
Concentracién de enzima: 0,075 % .

Horas Mllwoll)tégtsix?; Iéa.nﬂlnsigluclén pH
0 219 3,78
1z - 218 : 3,76
24 217 313
36 216 ' ' 3,712
48 215 3,70
60 215 - . 370
72. - 214 3,68
84 : 214 3,68
96 213 3,65
108 211 . 3,61
129 L 211 3,61

22

pH de la disolucién pectina-enzima. Pectinasa del «Aspergillus ochraceus»

Concentraciéon de enzima: 0,125 9

porss VBRI o

0. 231 4,10
12 229 - 3,06
24 2927 . 3,92
36 226 3,00
48 223 3,85
60 218 3,15
72 218 3,75

23

pH de Ia disolucién pectina-enzima
Pectinasa del «Penicillium chrysogenum»
Concentracion de enzima: 0,125 %

[

Horas e Bostina.onima pH
0 321 4,1
12 : 230 4
24 229 " 3,96
36 227 3,92
48 : 225 3,89
60 221 3,81

72 221 3,81
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Conclusiones

Se observa una clara diferencia cuantitativa en la acrividad de ambuos
preparados pectinasicos, mayor en el procedente del Aspergtllus ochra-
ceus que_en el del Penicillium chrysogenum. Lste resultado es opuesto
al obtenido por nosotros con cultivos directos de los mismos hongos. Al
comparar las acuvidades del hongo ¥ enzima respectivo, resulta extra-
ordinariamente superior la de la scgunda lo que nos lleva a pensar en
una perturbacién (inhibicién) de la accién de la enzima, consecuencia
de la actividad metabélica del organismo. También debemos deducir de

dicho resultado que si bien ¢l Pentcillium chrysogenum elabora una ma-

yor proporcion de enzima que el Aspergillus ochraceus, la de éste pale-
" ce ser-de mayor actividad.

A pesar de seguir las imstrucciones dc Waksman y Allen en e] aisla-
miento y purificacién de la pectinasa, ésta no parece quedar totalmente
purificada de pectasa, aunque la proporcién que contedrd debe ser rela-
tivamente pequefia, como se deduce de las variaciones también peque-
nas, pero definidas del pH de la disalucién. Por ello, parcce indicado un
estudio. mds detallado de la técnica de purificacidn, asi como ¢l intento
de la cristalizacién y estudio " quimico de la enzima, hasta ahora segiin
nuestras noticias, no conseguido. -
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INFLUENCIA DE LOS ELEMENTOS MINERALES SOBRE EL METABOLISMO
PECTINICCG DEL ASPERGILLUS OCHRACEUS

Para estudiar la influencia de las sales inor ginicas componentes del
medio nutritivo sobre el metabolismo del Aspergillus ochraceus desarro-
llado en prcsenc1a de pectinas, hemos partido del substrato tipo «Czapck»
‘de composicién mineral :

Nitratao sédico .

.

3 'grs/]itro

Fosfato potdsico . . . . . . . . I R
Sulfato magnésico. N § . 3
Cloruro potasico . . . A 0,5» »

tomando como fuente hldlocarbonada en lugar de sacarosa, pectina
a la concentracién de 20 gramos por litro. Ademias. hemos afadido
0,5 grs de 4cido tartdrico para conseguir un pH mds adecuado a la accién
pectindsica que ¢l mads alto del Czapek normal.

Sembramos sobre porciones de 30 c.c. de este substrato y en condicio-
nes totalmente asépticas una suspension de esporas de nuestras ccpas
de 10 dias de incubacidn, teniendo la precaucién de sembrar aproxima-
damente el mismo nimero de esporas en cada capsula. De ellas elégimos
al final del periodo de germinacién las 10 de aspecto més uniforme. Las
cdpsulas se mantuvieron durante el ciclo analitico a la. temperatura de

25° C.

Caracteristicas de las cdpsulas Petr

Diametro de la cz’tpsu]a .. T 7 c<m
Altara. . . . . . . . . . . .. 1.8 cm
Superficie . . . . . . .. . . . 385 cm’

Volumen . . . . . . . . . . . . 69 cec.

Determinamos previamente viscosidad y reductores en el substrato,
repitiendo estas determinaciones cada 24 horas sobre el liquido conteni-
do en cada una de dos de las cipsulas, para lo cual decantamos por aspi-
racién el hqmdo y lavamos el micelio con agna destilada que nos com-
pleta el volumen inicial de 30 c. ¢, compensando el agua retenida en el
micelio. :
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Una vez obtenido los valores Correspundientes al substrato tipo, pro-
cedimos de manera idéntica en varias series, prescindiendo ordenada-
mente de cada una de las sales de dicho substrato.

Simultinea ¢ independientemente a las determinaciones del conteni-
do en reductores y de la viscosidad, hemos apreciado el desarrollo del
hongo por el método micrométrico, midiendo la velocidad en el desarro-
llo del tbo germinativo del hoﬁgo estudiado,

Hemos efectuado estas medidas en cultivos sobrc porta excavado
con los musmos substratos que los realizados en capsula Petrl,
Para ello hemos tomado porta-objetos con una sola excavacién, bien lim-
plos y esterilizados, pasandolos soble la Nama del niechero repetdas
veces; los dejamos enfriar con la excavacién hacia abaJo apoyando uno
de los extremos sobre una varilla. Entre tanto tomamos con pinzas, por
"uno de sus dngulos, cubre-objetos bien limpios y conservados en alcohol,
flamesdndolos con las debidas precauciones para evitar su rotura o defor-
macién. Depositamos una gota del liquido substrato en el cenuro de la
cara inferior del cubre, sirviéndonos para ello, bien de una pipeta Pasteur,
esterilizada, afilada en un extremo y doblada en angulo agudo muy
ablerto, proxmw al dngulo recto, en ¢l punto de la porcién gruesa con
la afilada, bien de una varilla doblada y esterilizada.

Hemos procurado que la gota para cada cultivo fuese de magnitud
mediana, ni tan pequeiia que pueda [icilmente evaporarse, ni tan gran-
de que llcgue a tocar los bordes de la excavacién. Tomamos con hilo de
platino aséptico una pequeiia porcién de esporas. Sembramos las esporas
aisladas, evitando que entren en contacto, lo que dificultaria la tarea de
nuestras observaciones. Deposndmos el material en la gota pendlente
cmpleando siempre las precauciones de asepsia habiruales. Untando pre-
viamente los bordes del cubre-objetos con vaselina esterilizada, lo dcpo~
sitamos sobre el porta excavado de tal forma que la gota pendlente que-
de en el centro de la cavidad. Para adherirlo mediante la vaselina presio-
namos suavemente sobre la cara superior del cubre-objetos. Siempre
hemos hecho varias prcpdmcu)nw con el nusmo material por los fra-
casos que pudlesen ocurrir, sea por desecacidn .o por extensién de la
gota. Las preparaciones las colocamos en cdmara himeda.

Hemos seguido periédicamente -el desarrollo - progreswo midiendo
microscopicamente con objetivo seco y ocular micrométrico.

Damos el valor medio {media aritmécica), en micras, de las longitu-
des de los tubos germinatives (unos cien), medidos en cada observacién,
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24

SUBSTRATO TIPO

METODO MICROMETRICO

Horas _ ' Micras
24 261,28
48 . , 1,339,52
2 ‘ 2,156,48

REDUCTORES

Liguido substrato
gastado. Benedict

3 co=0,00985 grs- ] Cantidad reductores
Horas glucosa grs % de glucosa
0 7,1 cc. . 0,138
4] 47 c.c. 0,209
65 4,9 co. 0,201
89 7,7 c.c. 0,128
113 : 7.1 cc. 0,138
VISCOSIDAD
Tiempo caida Viscosidad Viscosidad
Horas suhbstrato relativa especifica
1] 24" h 4
41 7 14 04
65 : ' 5,57 : 1,14 0,14
0,02

89 4,9” 1,02
113 _ 4,8” 1

0,00
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SUBSTRATO SIN NITRATQ SODICO

METODO MICROMETRICO

Horas _ Micras
24 79,85
48 . ' 196,88
72 318,52
96 513,06

" REDUCTORES

Liquido substrato
gastado. Benedict

) 5 cc=0,00985 grs Cantidad reductores
Horas glucosa grs % .de glucosa
0 7.1 c.c. 0,138
24 " 6,4 e, 0,157
41 6,8 c.c. : 0,146
65 : 6 c.c. . : 0,171
89 52 ce. 0,206
113 ) } 5,3 c.c. 0,200
137 5,8 ce. ] 0,179
- VISCOSIDAD
Tiempo calda Visecosidad Viscosidad
Horas substrato relativa especifica
0 247 ‘ i 4
41- : - 18” ’ - 37 2.7
65 _ - 17,6 3,6 2,7
89 13,8 2,7 .
113 8,4 1.7 0,7

37 9,6 2 1
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"SUBSTRATO SIN FOSFATO POTASICO.

METODO MICROMETRICO

" Horas . 'Micras
24" 26
48 : 682,64
96 : 1748,00
REDUCTORES

Liquido substrato
gastado. Benedict ’
5 ce=0,0085 grs Cantidad reductores

‘Horas ' glucosa grs %__de glucaosa
0 7,1 c.c. 0,_138
24 7,2 c.c. 0,126
65 . : 8,2 c.c. 0,190
- B9 51 c.c. " 0,315
113 : 4,6 c.c. 0,412
137 4,6 c.c. 0,412
VISCOSIDAD
Tiempo caida Viscosidad Viscosidad
Horas substrato ‘relativa especifica
0 . 247 b 4
65 13 2.9 1,7
89 ' 5,8 1,2 ' 0,2

113 - 54 12 0,1
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SUBSTRATO SIN SULFATO MAGNESICO

METODO MICROMETRICO

Horas i Micras
24, 224 48
48 : 750,72
2 1426,00
96 1667,04

REDUCTORES

Liquido substrato
gastado, Benedict

5 cc=0,00985 grs Cantidad reductores
Horas glucosa . grs % de glucosa
0 7,1 c.c. 0,138
24 6,9 c.c. 0,150
41 : 6,1 c.c. 0,211
66 : 7,4 c.c. 0,122
89 7,4 c.c. 0,122
113 ’ 7.6 c.c. 0,113
137 8,6 ce. 0,074
VISCOSIDAD
Tiempo caida Viscosidad ’ Viscosidad
Horas substrato relativa especifica
0 24" 5 4
65 7,2" . 15 0,5
89 6" 1,2 0,2
113 5,8 1,2 0,2
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SUBSTRATO SIN CLORUROQ POTASICO

METODC MICROMETRICO

Horas ‘ Micras
24 ‘ 1{3,04
48 : ‘ 504,16
72 : 519,44

120 1332,16
REDUCTORES

Liguido substrato
gastado. Benedict

5 cc=0,00985 grs - Cantidad reductores
Horas glucosa grs % de glucosa
0 71 e 0,138
24 7.1 c.c. 0,138
48 7.1 c.c. _ 0,138
72 6,9 c.c. 0,151
96 7.8 c.c. - 0,122
120 8.4 ce. 0,031
" VISCOSIDAD
Tiempo caida Viscosidad - Viscosidad
Horas suhstrato relativa especifica
0 24 5 _ 4
72 127 2.5 : 1,5
96 . 6" 1,2 : 0,2

¥

120 _ 53 1,1 0,1
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Discusion de los resultados y conclusiones

De la comparacién del comportamiento frente a los tres criterios se
deduce: .

1.* Intensa disminucién del metabolismo de la pectina en ausencia
de mitrato sddico, retardandose no solo el desarrollo del hongo, sino
también la accién peczindsica que no llega a ser completa, quedando,
por lo tanto, substrato sin metabolizar.

2. La ausencia del fosfato sdlo influye en la actividad peczmaszca
desde el punto de vista cualitativo (velocidad del .proceso), pero, por el
contrarlo, y como ¢s de prever al recordar la intervencién del 16n PO,™
en el metabolismo de los monosaciridos, el dcdo galacturénico que
queda libre es metabolizado, muy lentamente y con gran dificultad..

3° La ausencia del cloruro potdsico determina una hidrélisis mds
lenta de la molécula pectinica ligada con utilizacién simultinea de las
moléculas sencillas puestas en libertad; y a partir del momento de plena
esporulacién el hongo compensa la ausencia de dicho i6n con un meta-
bolismo pricticamente mtegro del substrato carbonado.

4° También en ausencia de sulfato magneslco se observa una utili-
zacion mas rapida de las sencillas moléculas de dcido galacturénico libe-
radas. Respecto del desarrollo del hongo, la influencia inhibidora es
menor que en el caso de la ausencia de Jos otros componentes del subs-
trato tipo.
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INFLUENCIA DEL MOLIBDENQ COMO OLIGOELEMENTO Y DE SUBSTANCIAS DE
CARACTER TFITOHORMONAL SOBRE EL METABOLISMO PECTINICO DEL
" ASPERCILLUS OCHRACEUS

La influencia del. mofibdeno la hemaos observado adiciondndolo en
forma de molibdato sédico a concentraciones de 0,05, 0,01, 0,00125 gra-
mos por litro al medio tipo «Czapek» anteriormente indicado. '

Los criterios utilizados han sido los mismos que los sefialados al estu-
diar los macrocomponentes del substrato.

Respecto de los reguladores de crectmiento hemos estudiado, por las
razones a que nos referimos en la parte tedrica, el efecto del deido 2-4-di-
cloro-fenoxiacético (2- 4D) acenafteno y naftaleno. Para ello, teniendo en
cuenta que la presencia de estas substancias en el medio de cultivo pue-
den venir alteradas por su metabolizacidn, principalmente de caracter
oxidativo por el organismo, nos ha parecido preferible hacer actuar sobre
el hongo vapores de los compuestos orginicos mencionados. Para cllo
hemos realizado las experiencias colocando en la parte superior interna
de la cdpsula Petri unos miligramos de la sustancia correspondiente
adheridas por medio de unas gotas de vasclina aséptica.

El substrato ha sido el tipo «Czapekn y como criterios se han utiliza-
do los mismos que en ¢l caso del molibdeno.

Ademd4s hemos observado en el caso del acenafteno aberraciones en
los aparatos conidiales del hongo.

El 2-4-D utilizado fué obtenido por nosotros al no disponer de pro-
ducto comercial. Su preparacién, realizada en colaboracién con J. Sando-
val, comprendié las siguientes fases.

1. Preparacién del 2-4 diclorofenol vy separacién de los isémeros
que le acompafian.

2. Condensacidn del anterior con el bromuacetato de etﬂo

3 Saponificacién del éster formado.

4> QObtencién del dcido diclorofenoxiacético.

1° Preparacion del 2-4 diclorofenol. Se parnéd de 100 gramos de
fenol cristalizado que se disolvicron en 300 c.c. de acético gla(:lal A
esta disolucién acética calentada en bafio marfa se le pasd corriente de’
cloro hasta que su aumento en peso fué de 65 gramos. En total la canti-
dad de cloro pasada fué inferior a la tedricamente necesaria para formar
el derivado diclorado, haciéndose asi para evitar la formacién del triclo-
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rado més dificil de separar que el monoclorade que podia formarse en
este €aso.

Se obtuvieron 100 gramos de producto clorado consistente en 2-4 di-
clorofenol, cuyo rendimiente fué de un 60 %.

Este producto se separa por destilacion fraccionada del acético, reco-
giéndose los 100 gramos en la fraccién que destilé entre los 205-215° C.
para separar el 2-4 diclorofenol de una pequena parte de orto y para
clorofenoles.

2.° Condensacion del 2-4 diclovofenol con el bromoacetato de etilo.
Para obtener el éster mixto objeto de nuestro trabajo se nos ofrecian
varios caminos: .

a) Condensar ¢l derivado clorado con dcido monoclorcacético, pro-
ducto mds corriente; pero éste tenia el inconveniente de que el dado
monocloroacético (descomponia el fenolato formado previamente y la
condensacién no se efectuaba.

b) Emplear ¢l monocloroacetato sédico como condensante, pero
entonces se tropezaba con la dificuliad de la insolubilidad de éste en di-
solvente orginico, medio en que debia efectuarse la condensacién.

¢) El camino seguido por nosotros fué emplear un éster del dado
monocloro ¢ moncbromoacético que evitaria -los dos inconvenientes
arriba citados.

Prdctica. Se abadieron 20 gramos de 2-4 clorofenol a una disolucién
de alcoholato sédico (3 gramos de sodio en 35 c.c. de etanol absoluto),
agitando hasta que todo habia reaccionado formindose el fenolato co-
rrespondiente. Agregamos seguidameme 20 gramos de bromoacetato de
etilo. Hubo entonces reaccién algo violenta, que¢ comprobamos por el
aumento de tcmperatura de la mezcla. Calentamos seguidamente a re-
- flujo en batio maria durante tres cuarto de hora. Comprobamos el final
de la reaccién por haber desaparecido la reaccidn alcalina que posefa el
liquido antes de calentar.

Al dejar enfriar sc solidificé toda la masa. Evaporamos el exceso de
alcohol al bafio marfa. El sélido blanco residual se extrajo con éter, ob-
teniéndose por evaporacidén de éste- un liquido incoloro de t b,
200-220° C.

3 Saponificacion del éster. Ll liquido incoloro obtenido tenia una
reaccién algo dcida, quizd por haberse hidrolizado en parte debido al
calentamiento en ambiente himedo. Por ello ‘optamos por saponificarle
todo para transformarlo en la sal sédica y de aquf obtener el dcido libre.

Para ello tratamos el liquide por una disolucién de 7 gramos de hidré-
xido s6dico en 40 c. c. de agua a ebullicién con reflujo durante una hora.
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El producto resultante lo ahadimos a 100 c.c. de agua, disolviéndose
completamente. .

4° Obtencién propia del deido 24 diclorofenoxiacético. La disolucién
anterior contenfa la sal sédica del 4cido disuelta. Para obtener el 4cido libre
afladimos dcido sulfiirico 2N hasta reaccidn francamente dcida. Se sepa-
16 entonces en la parte inferior un liquido oleoso de color levemente
amarillento. Por decantacién separamos este liquido que por enfria-
miento posterior se solidificé en parte. Filtramos a la trompa los crista-
les del producto.

El tinico dato que posefamos de dicho dcido era su temp. de fusién
encontrada en las tablas del catzilogo de la casa americana Eastman
Kodak Company, que era t. £. = 131-136" C.

El obtenido por nosotros fué de t. f. = 133° C.

Como obtuvimos 15 gramos de producto el rendimiento fué del

51 9 del tebrnico.

Il acenafteno de origen Poulenc y el mz]’mleno comercial resublima-

do por nosotros fueron los empleados en las experiencias.
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29

SUBSTRATO TIPO Y MOLIBDATO SODICO 0,01]1000

METODO MICROMETRICO

Horas Micras

24 . 60,52

48 835,36

72 1644,96
REDUCTORES

Liguido substrato
gastado. Benedict

5 cc=0,00985 grs Cantidad reductores
Horas : glucosa grs % de glucosa
o 7,1 c.c. 0,138
41 ) 8 c.c. 0,110
65 7,1 ¢cc. - 0,138
89 8,1 c.c. 0,106
113 . 10,0 e.c. 0,005
137 11,5 c.c. 0,000
VISCOSIDAD
Tiempo calda Viscosidad Viscosidad
Horas substrato relativa especifica
0 24 151 4
65 12,6 286 1,6
89 7,4 1,5 . 0,5
113 56" 1.1 0,1
137 48" 1 0
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30

SUBSTRATOQ TIPO Y MOLIBDATO AMONICO 0,05/1000

METODO MICROMETRICO

Horas Micras
24 92,88
48 . 1 1026,72
72 1749,84
- 06 2254,00
REDUCTORES -
- Liguido substrato
gastado. Benedict ‘
5 cc=0,00985 grs Cantidad reductores
Horas glucosa grs % de glucosa
0 . 7,1 c.c. 0,138
24 59 c.c. 0,175
4] ] 6,3 c.c. 0,161
65 5,3 c.c. 0,200
89 6,8 c.c. 0,146
113 7.8 c.c, 0,122
VISCOSIDAD
Tiempoc caida Viscosidad Viscosidad
Horas substrato relativa especifica
0 ‘ 247 5 4
41 13,6% 28 1,8
65 6,7 14 0.4
89 5,8” 1,2 0,2
113 5,17 1,06 0,06
137 4,87 1 0,00
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31"

SUBSTRATO TIPO Y MOLIBDATO SODICO 0,00125/1000

METODO MICROMETRICO

Horas Micras
24 T 397,52
48 : 901,52

72 . 1751,00

~- REDUCTORES

Liquido substrato
gastado. Benedict

5 ce=0,00985 grs Cantidad reductores
Horas . glucosa grs % de glucosa
o 7.1 ce. 0,138
24 - 7.8 c.c 0,112
41 78 c.c. 0,112
65 : 6,8 c.c. 0,159
89 8,7 c.c. 0,092
113 _ 10,4 c.c. 0,002
VIS_COSIDAD
Tiempo caida =~ = Viscosidad Viscosidad
Horas substrato relativa especifica
1] : 2 H 4
411 20 4.1 3l
65 ' 8> 16 0,6
89 Co82" 1,29 0,29 .
113 : 5,37 ' 1,1 0,1

137 5,3 . 1,1

0,1
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32

SUBSTRATO TIPO Y 2-4-D

METODO MICROMETRICO

Horas Micras
48 26,00
72 . 34,00
96 o © 34,00

REDUCTORES

Liguido substrato
gastado, Benedict

5 cc=0,00985 grs ‘ Cantidad reductores

Horas glucosu grs % de glucesa
0 7,1 ce. '0,138
. 48 6,8 c.c. 0,154 -
72 7.1 c.c 0,138
96 8.4 c.c. 0,031
120 . 11,0 c.c. 0,001
VISCOSIDAD
Tiempo caida. Viscosidad Viscosidad
. Horas substrato relativa especifica
0 24" 5 4
48 ' 17* . 3,54 2,54
72 6" 1,2 0,2
96 ‘ 4,8% 1,00 0,00
120 4,87 1,00 0,000
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SUBSTRATO TIPO Y NAFTALENO
METODO MICROMETRICO
Horas . Micras
. 48 81,7
72 : ‘ 97,5
a6 : . 160,1
REDUCTORES
Liguido substrato
gastado, Benedict ’ :
. 5 ce=0,00985 grs Cantidad reductores
Horas - glucosa grs % de glucosa
0 7,1 c.c. 0,138
48 ) 5,8 c.c. 0,222
72 45 co. 0,416
96 5,8 c.c. 0,222
120 . . 8,5 c.c. 0,025
VISCOSIDAD
Tiempo caida Viscosidad Viscosidad
Horas substrato : relativa especifica
0 24” 5 4
24 24" 5 4
48 ) 7,67 . + 1,568 0,58 .
72 6" 1,1 0,1
96 4,87 1 0,00
120 ‘ 4,8” 1 0,00°
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34

SUBSTRATO TIPO Y ACENAFTENO

METODO MICROMETRICO

Horas _ ‘ Micras
48 217.6
72 ' 988,0
96 : 1595,6

REDUCTORES

Liguido substrato
gastado. Benedict '
3. cc=0,00985 grs Cantidad reductores

Horas ' glucosa grs % de glucosa
0 7,1 ec. 0,138
48 6,1 e ’ 0,197
72 5 co 0,319
G6 58 ce. 0,252
120 6 co 0,205
148 12,5 c.e. 0,000
VISCOSIDAD
Tiempo caida Viscogidad Viscosidad
Horas . substrato . relativa especifica .
0 - 24” 5 4
48 7.6% 1,58 0,568
72 48" 1 : 0,00
96 4,87 1 0,00
1 0,00

120 4,87
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Discusion de los resultados

De los resultados obtenidos se deduce que en presencia de molibdato
sodico a la concentractén media utilizada es mdximo el efecto aceleran-
te en la etapa germinativa, asi como el metabolismo de los eslabones de
acido urdnico que son consumidos tan pronto han sido liberados de la
macromolécula pecmmca y poste1101 mente pam las tres c¢oncentraciones
empleadas, un retardo en el crecimiento y accién pecrmaslca

También por los resultados observamos una intensa accién inhibidora
por parte del 2-4-D y naftaleno, sobre la formacién del micelio, la cual,
es dificultada, intensificindose claramente sobre la esporulacién; esta
accién obliga a un metabolismo mds intenso, que determina, a su vez,
una rapida degradacién del substrato pectinico, con aparicién de elevada
proporcién de fragmentos reductores que se acumulan en el medio ¥
s6lo mds lenta, pero totalmente, son metabolizados a posterlorl Tista ac-
clon, que cr eemos abre buenas perspectivas en el camino de eliminacién
de pectinas en jugos vegetalea es sobre todo destacable en el caso del
acenafteno.

El acenafteno intluye aumentando claramente la hidrélisis de la pec-
tina, y determinando un retardo en’ su metabolismo sin que el desarrotio
del micelio se afecte tan intensamente como por los otros dos compues-
‘tos estudiados.
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INFLUENCIA DE AGENTES MUTANTE SOBRE EL METABOLISMO HIDROCARBONADO

Y MORFOLOGIA DEL ASPERGILLUS OCHRACEUS

Con objeto de meJorar nuestro cenocimiento sobre el Aspergzllus
ochraceus hemos investigado la influencia que ejercen sobre este hongo
tres sustancias de estructura tan distinta como el etluretano, hidrato de
cloral, p—amiuobencenomlfcnamida Pero buscando ponerlos en condi-
ciones fisiolégicas convenientes, hemos uulizado el medio de cultivo tipo
«Czapek» y como fuente hidrocarbonada el hidrato de carbono que nos ha
parecido mas adecuado para un control de la actividad enzimditica del
hongo, la sacarosa, ya que es ficil de controlar, tanto el proceso de in-
version como ¢l consumo de las hexosas resultantes,

Primeramente, siguiendo la marcha indicada en las experiencias an-
tertormente citadas se prepararon una serie de cultivos sobre substratos
t1p0 «Czapek» y sobre el mismo se adicionaron cantidades determinadas
y crecientes de cada uno de los tres agentes que estudiamos.

A lo largo del desarrollo determinamos:

a) Reductores actuales.

b) Reductores totales, por inversién 4cida de la sacarosa residual.
La diferencia entre estos dos valores nos d4 la proporcién de disacdrido
ain no metabolizado.

¢) Produccién de ocracina por absorcion en fotocolorimetro Eico,
utilizando los filtros azul, naranja y rojo, aunque en los resultados que

€XPOnEemos nos hnntamos por razones de brevedad, a los obtenidos con
el filtro azul.

d) pH del medlo a lo largo del ciclo experimental.

€) Peso de las colonias desecadas a 100-105° C. hasta peso constante.

Independlentemcnte se ha realizado un estudio micrografico del
Aspergillus ochraceus en cada una de las experiencias cfectuadas que
describimos en la parte correspondiente de este trabajo.

Se auments la concentracién en cada agente mutante hasta que ob-
servamos inhibicién completa: en la germinacién (dosis letal). Entonces
preparamos nuevos cultivos sobre substratos tipo, y a las 24 horas, una
vez iniclada la germinacién adicionamos agente mutante a dicha dosis v .
superiores, continuando con las determinaciones anteriormente indi-
cadas. ‘

Para diferenciar Ia actividad invertisica del metabolismo del mono—
sacarido, hemos realizado otra serie de expenenmas sobre glucosa.
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SUBSTRATO NORMAL (Czapek)

35

" REDUCTORES PRESENTES
Benedict: 5 co. = 0,013 gramos de glucosa

Dias Ligquido substrato
Inicial —
1 2 .C.
2 I »
3 2 »
4 3 »
5 51 »
6 10 »
7 14 B
8 19 »
9 20 »
10 217 »
11 23 »
12 244 »
13 258 »
14 272 »
15 286 »
16 30 »

REDUCTORES TOTALES

/5 de reductoros

on glucosa

0,6500 grs
1,3000 »
0,6500 »
04333 »
0,2549 »
0,1300 »
0,0028
0,0684
0,0650
04,0599
0,0565
0,0532
0,0503
0,0477
0,0454
0,0433

ooy ow 9w ¥y oy v

Liquido substrato

°l. reductores

Diasg gastado on glieosa

TInicial 0,4 c.c. 3,2500 grs
1 0,5 » 2,6000 »
2 0,6 » 2,1666 »
3 1,5 » 08666 »
4 29 » 04482 »
5 0,2549 »

0,1

*/, de sacarosa

presente

3,0875 grs
1,8525 »
0,8232 »
020577 »
0,0141 »
00,0000 »
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SUBSTRATO CON ETIL-URETANO 0,1 9%

REDUCTORES -PRESENTES

Benedict: 5 c.e. = 0,013 grs de glucosa

*f, de reductores

Dias Liguido substrato . on glueosa

Inicial | — ) -
1 2 e 10,6500 grs
2 1 » 1,3000 »
3 14 » 0,9285 »
4 28 » 0,4642 »
5 ' 4,6 » 0,2826 »
6 927 » 0,1340 »
7 13,8 » 0,0942 »
8 184 » 0,0706 »
9 193 » 0,0673 »
1¢ 20,8 » 0,0625 »
11 21,9 » 0,0593 »
i2 . 23,5 » 04,0553 »
13 C 25,0 » 9,0520

14 26,1 » 0,0498 »
15 270 » 0,0481 »
16 28,6 » 09,0454 »

REDUCTORES TOTALES

i Ligquido substrato ¢/ roductores *{, de sacarosa
Dias gastado en glucosa presents
Inicial . 0.4 cc. 23,2500 prs 3,0875 grs

1 03y 2,6000 » . 1,8525 »
0,6 » 2,1666 » 0,8232 »

2
3 18 » 0,7222 » 0,1959 »
4 28 » ,4642 » ~0,0000 »




METABOLISMO HIDROCARBONADO DEL «ASPERGILLUS OCHRACKUS» 591

37

SUBSTRATO CON ETIL-URLETANO 05 %

REDUCTORES PRESENTES

Benedict: 5 c.c. = 0,013 gramos de glucosa

Dias Liquido substrato
Inicial —
1 1,9 cc.
2 1,1 »
3 1,5 »
4 2,1 »
L5 3.2 »
6 75 »
7 11,6 »
8 14,8 »
9 16,0 »
10 172 »
11 18,6 »
12 198 »
13 21,0 »
14 226 »
15 235 »
16 2486 »

REDUCTORES TOTALES

°/, de reductores
en glucosa

00,6842 grs
1,1818 »

00,8666 »

0,6190 »

10,4062 »
0,1733 »
0,1120 »
0,0878 »
0,0812 »
0,0755 »
0,0698 »
0,0656 »
0,0619 »
0,0575 »
0,0553 »
0,0528 »

Liquido substrato

°/s reductores

Dias gastado en glueosa
Inicial 04 cc 3,2500 grs
1 05 » 2,6000 »-
2 06 » T 2,1666 »
3 1,0 » 1,3000 »
4 21 » 04,6190 »

*{, de sacarosa
presente

3,0875 grs
-1,8200 »
09355 »
04117 »
0,0000 »
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38
SUBSTRATO CON ETIL-URETANO 19
REDUCTORES PRESENTES
Benedict: 5 c.c. = 0,013 grs de glucosa
*f, de feductores
Dias Liquido substrato ’ en glucosa
Inicial B =
1 1,9 ce. 10,6842 grs
2 1,2 » ~ 1,0833
3 08 » 1,6250 »
4 1,0 » 1,3000 »
5 1,3 » 1,0000 »
6 5,3 » 04,2452 »
7 9 » 0,1444
8 103 » 0,1250
9 11,5 » 0,1130 »
10 128 » 0,1015 »
11 14 » 0,0928 »
12 152 » 0,0855 »
13 164 » 0,0792 »
14 176 » 0,0738 »
15 188 » 0,0691 »
16 190 » 0,0684 »
REDUCTORES TOTALES
Liguide substrato °/, reductores '/, de saearosa
Dias gastado en glucosa presente
Imicial 04 c.c. 3,25 grs 3,0875 grs
1 05 » 2,60 » 1,8200 »
2 06 » 2,1666 » 1,0291 »
3 06 » 2,1666 » . 0,5145 »
4 1,0 » '1,3000 0,0000 »
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.39

SUBSTRATO CON ETIL-URETANO 1,5 %

REDUCTORES PRESENTES

Benedict: 5 e.c. =- 0,013 grs de glucosa

% de reductores

Dias . Liguido substrato ' en glucosa
Inicial . i — . - —_—
1 ' 1,9 c.c. 0,6842 grs
2 2 04,6500 »
3 . 0,6 » 2,5000 »
4 0,7 » 1,8571 »
5 09 » 1,4444 »
6 1 » L3000 »
7 1,2 » 1,0833 »
8 25 » 0,5200 »
9 3,9 » 0,3333 »
10 - 53w 0,2452 »
11 6,7 » 0,1940 »
12 8,0 » 0,1625 »
13 95 » . 0,1L368 »
14 11,0 » 0,1181 »
15 12,5 » ) ©0,1040 »
16 © 14,0 » 0,0928 »

-

REDUCTORES TOTALES

‘ Liguido substrato % de reductores *f, de sacarosa
Dias gastado en glucosa presente
Inicial 0,4 c.c. 3,25 grs 3,0875 grs
1 05 » 260 » 1,8200 »
2 05 » 2,60 » , 18525 »

3 0,6 » 250 » 0,0000 »
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SUBSTRATO CON ETIL-URETANO 29,
REDUCTORES PRESENTES
Benedict: 5 c.c. = 0,013 grs de glucosa

. . % de reductores

Dias Liguido substrato en glucosa
Inicial — —

1 2 ce 0,6500 grs

2 0.9 » 14444 »

3 0,8 1,6250 - »

4 06 » 2,1666 »

5 06 » 1,1666 »

6 08 » 2,1666 »

7 0,6 » 2,1666 »

8. 0,6 » 2,1666 »

9 0,6 » 2,1666 »
10 0,6 » 2,1666 »

11 0,6 » 2,1666 »
12 0,6 » 1,1666 »
13 0,6 » 2,1666 »
14 06 » 21666 »

15 0,6 » 2,1666 »
16 06 » 2,1666 »

REDUCTORES TOTALES
Liquido substrato % de reductores %/, de sacarosa
Dias gastado en glucgsa presente =«
Inicial 04 c.c. 3,25 grs 3,0875 grs

1 05 » 2,60 » 18525 »
2 06 » 2,1666 » ,6859 »
3 06 » 2,1666 » 0,5145 »
4 06 » » 0,0000 »

2,1666
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SUBSTRATO CON ETIL-URETANO 19,. CON GLUCOSA

REDUCTORES PRESENTES:

Benedict: ¢. c. = 0,013 grs de glucosa

Liguido substrato *{, de reductores
Dias gastado” en glucosa
Inicial 0,4 c.c. . 3,2500 grs
1 ‘ 04 » : 3,2500 »
2 04 » 3,2500 »
3 05 » 2,6000 »
4 0,6 » 2,1666 »
5 0,9 » T 14444 »
6 1,1 » 1,1818 »
7 3 0,4333 »
8 L5 » 0,1733 »
9 17,5 » 0,0743 » -
10 I9  » . 0,0684 »
11 . 20,0 » 0,0650 »
12, . 23,0 » 0,0565 »
13 24,0 » 0,0542 »
14 25,0 » 0,0520 »
15 _ 26,0 » . 0,0500 »
16 . 26,0 » 0,0500 »
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472

POTENCIOMETRIA. SUBSTRATO NORMAL (Czapek)

‘Dias m. V. pl
Inicial 291 5,48
1 - 336 6,35
2 404 7,65
3 404 ) 7,65
4 406 . , 7,70
b : 406 7,70
6 408 . , 7,74
7 414 o 7,85
8 429 - 8,00
9 428 ' 8,10
10 _ 428 . 8,10
11 429 8,12
12 431 . 8,18
13 432 8,20
14 434 8,23
15 - . 435 8,25
16 438 ’ 8,30
43

POTENCIOMETRIA. SUBSTRATO CON ETIL-URETANO 0,19

Dias m. V. . . opH
Tnicial 290 . 548
1 : 328 6,20
2 360 ‘ 6,80
3 391 7,40
4 398 7,55
5 404 7,65
6 406 7,70
7 412 © 7.9
8 428 ‘ - 8,12
9 431 8,18
10 434 : 8,23
11 435 : 8,25
12 438 : 8,32
13 . 442 8,39
14 443 8,40
15 443 8,40

16 446 : " 8,46
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44

POTENCIOMETRIA. SUBSTRATO CON ETIL-URETANO 0,5 %

Dias m. V. - ’ pH'
Inicial ' 290 ‘ 5,48
1 304 5,74
2 324 6,12
3 362 6,85
4 394 ' 7,46
5 y 406 7,68
L] ‘ 411 7,80
1 418 1,94
8 430 8,16
9 ‘ 432 - 8,20
10 437 ) 8,28
11 ‘ 438 ) 8,30
12 440 8,34
13 ‘ 446 8,45
14 452 8,58
15 453 8,60
16 453 8,60

45

POTENCIOMETRIA. SUBSTRATO CON ETIL-URETANO 'I'%

Dias ' m. V. . pH,
Inicial 290 5,48
1 ' : 313 5,90

2 340 6,42
3 365 . 6,90
4 396 , 7,50
5 : 407 ‘ 7,71

6 418 ‘ 7,94

7 419 7,95

8 432 8,19

9 434 , 8,24
10 ' 438 . 8,30
11 442 8,39
12 443 ' 8,40
13 451 8,56
14 451 - B,56
15 ' 451 8,56

16 453 8,60
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POTENCIOMETRIA SUBSTRATO CON ETIL-URETANO 1,59

Dias m. V. pH
Inicial 290 ' 5,48
1 336 6,35
2 340 6,43

3 344 : 6,50

4 346 6,53

5 ' 348 : 6,58

6 354 . ‘ 6,69

7 359 6,79

8 360 . 6,80

9 362 6,85
10 364 6,89
Ay 370 7,00
12 ' : 375 7,10
13 384 ' ’ 7.28
14 ' 386 7.32
15 404 7,64
16 ) . 407 7,71

47

POTENCIOMETRIA. SUBSTRATO CON ETIL-URETANO 2%

Dias m. V. ) - pH
Tnicial 290 5,48
1 ' 318 6
2 338 6,40
3 352 6,65
4 352 6,65
5 352 6,65
6 360 6,80
7 360 6,80
8 360 6,80
9 360 6,80
10 364 6,88
12 : 364 6,38
13 364 6,88
14 ) 364 ' 6,88
15 _ 364 6,88

16 . 364 6,88
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POTENCIOMETRIA. SUBSTRATO CON ETIL-URETANO A
CON GLUCOSA -

Dias ) m. V. pH
Inicial 290 548
1 : 313 5,90 .
2 340 _ 6,42
3 365 : : 6,90
4 396 7,50
5 407 7,71
] 418 ‘ 7,94
7 419 7,95
8 432 . 8,19
9 434 8,24
10 438 ' 8,30
11 442 8,39
12 443 ' 8,40
13 451 8,56
14 451 ‘ 8,56
15 . 451 8,56
16 453 8,60
49

"FOTOCOLORIMETRIA. FILTRO AZUL
SUBSTRATO NORMAL (Czapek)

Dias ) T _ 10. «
0 100 ' 0
1 100 0
2 95 0,22276
3 93 T 031517
4 90 , 0,45757
5 85 1,05130
6 15 1,24939
7 71 : 1,48742
8 67,5 _ 1,70696
9 65 1,87087
10 ‘ Co62 2,07608
11 59 2,29148
12 56 2,51812
13 54 2,67606
14 53 275724
15 52 2,83997

16 51 2,92430
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50

FOTOCOLORIMETRIA. FILTRO AZUL

- SUBSTRATO CON ETIL-URETANO 0,19,

Dias T 10, «
0 100 0
1 100 (]

2 97 0,13228
3 95 0,22276
4 92 0,36212
5 89 0,50610
6 86 0,65502
7 80 0,96910
8 76 1,19186
9 70,5 1,51811 -
10 68 1,67491
11 68 1,67491
12 62 2,00659
13 57 244125
14 52,5 279841
15 H0 3,01030
16 48 3,18759
51
FOTOCOLORIMETRIA. FILTRO AZUL.
SUBSTRATQO CON ETIL-URETANQ 05 %

Dias A 10. a
0 100 0 .
1 97,5 0,10095 -
2 95 0,22276
3 93 0,31517
4 72 1,42668
5 62 2,07608
6 52 2,83997
7 42 3,76751
8 41,5 3,81916
) 41,5 3,81916

10 41 3,87216
11 30 4,08935
12 38,5 4,14539
13 37 4,31798
14 36 443617
15 35 4,559032
16 34 4,68521
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52

FOTOCOLORIMETRIA. FILTRO AZUL

SUBSTRATO CON ETIL-URETANO 19

Dias - . T 10, a
0 100 0
1 97,5 0,10995
2 95 0,22276
3 93 0,31517
4 72 1,42668
5 62 2,07608
] 52 2,83997
7 42 3,76751
8 41,5 3,81916
9 41,5 3,81916
10 41 3,87216
11 30 4,08035
12 38,5 4,14539
13 37 - 4,31798
14 36 4,43697
15 35 4,55932
16 34 4,68521
5%
FOTOCOLORIMETRIA. FILTRO AZUL
SUBSTRATO CON -ETIL-URETANO 1,59,
Dias i i 10. «a
Inicial 100 Q
1 .98 0,08774
2 97 0,13228
3 96 0,17729
4 92 0,36212
5 89 0,50810
] 86 0,65502
7 80 0,96910
8 73 - 1,36677
9 68 1,67491
10 65 1,87087
11 62 2,07608
12 59 2 29148
13 56 2,51812
14 52 2,83997
15 50 3,01030
16 49 3,09804
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FOTOCOLORIMETRIA. FILTRO AZUL
SUBSTRATO CON ETIL-URETANO-2¢9

Dias T 10. a

Inicial ‘ 100 ] 0
1 97.5 0,10995
2 95 0,22276
3 93 - - 031517
4 91,5 0,38579
) 90 0,45757
6 88,5 0,530587
7 87 0,60481
] 86 0,65502
9 85 0,70581
10 84 0,75721
11 83 0,80922
12 - 81,5 0,88842
13 80,5 . 0,94204
14 79 1,02373
15 78 1,07905
16 76 1,19186

55

FOTOCOLORIMETRIA. FILTRO AZUL

SUBSTRATO CON ETIL-URETANO 19,. CON GLUCOSA

Dias T . 10 &
0 100 0
1 975 . 0,10995
2 85 0,22276
'3 93 ' 0,31517
4. 72 : 1,42668
5 62 2 07608
] 52 2,83097
7 42 3,76751
8 415 - 3,81916
9 41,5 3,81016
10 41 3,87216
11 39 . 4,08935
12 38,5 4,14539
13 37 431798
14 36 _ 443617
15 15 4,55932

16. 34 L 4,68521
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Peso de las colonias del «Aspergillus ochraceus» desecadas hasta
’ peso constante

SUBSTRATO NORMAL (Czapek)

Dias ' Gramos
1] R
2 0,0517
3 0,2097 : -
4 0,3995
5. 0,3694
6 0,3542
7 0,3486
8 0,3236
9 0,3213
10. 0,3189
11 _ 0,3171
12 - . 0,3155
13 _ ' 0,3139
14 : : 0,3121
15 0,3110
16 0,3093.
57

Peso de las colonias del «Aspergillus ochraceus» desecadas hasta
peso constante

SUBSTRATO CON. ETIL-URETANO 0,19,

Dias Gramos

Inicial : ‘ —
1 0,0148
2 ' : 0,0566
3 0,1794
& 0,2324

. b 0,3037
6 0,3184
7 10,3197
8 0,3375
9. 0,3539
10- : 0,3598
1k B 10,3590
12 0,3589.
13 . 0,357%:
14 0,3536.
15 ‘ 0,3496.

1.8 0,3435
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58

Peso de las colonias del «Aspergillus cchraceus» desecadas ~ hasta
, peso constante i
SUBSTRATO CON ETIL-URETANO 059% =

Dias- . : Gramos
1 ' —_—
2 0,0396
3 0,0978
4 0,1953
5 : 0,2159
6 - 0,2986
7 0,3065
8 0,3078
9 - 0,3094
10 0,3126
11 _ 0,3146
12 - o 0,3115
13 0,3098
14 ' 0,3087
15 : 0,3068
16 0,3048
59

Peso de las colonias del «Aspergillus ochraceus» desecadas  hasta
perg
peso constante

SUBSTRATO CON ETIL-URETANO 19,

Dias : © Gramos
1 —
2 0,0363
3 ,0831
4 0,1334
5 0,1602
6 0,2376
7 0,2891
8 0,2982
9 0,2998
210 . 0,3013
11 ' 0,3059 '
12 0,3179
13 0,3112
14 0,3002
15 ~0,3059

16 - 0,3015
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Peso de las colonias del «Aspergillus ochraceus» desecadas hasta
' peso constante

SUBSTRATO CON ETIL-URETANO 159,

Dias ‘ Gramos
1 0,0094
2 0,0160 -
3 0,0213
4 0,0286
5 0,0318
6 : : ; 0,0892
T ) ’ 0,1020
8 0,1268 -
9 0,1475
10 - 0,1668
11 ‘ 0,1822
12 ‘ 0,1896
13 : 0,2019
14 0,2476
15 ‘ . 0,2847
16 0,2988

61 -

Peso de las colomas del «Aspergillus ochra(:eus»_' desecadas hasta
peso constante

SUBSTRATO CON ETIL-URETANO 29,

Dias Gramos
1 —
2 —
3 0,0397
4 0,0441
5 0,0472
6 0,0486
7 0,0497
] 0,0012
9 0,0517
10 : 0,0574
11 0,0586
12 ' - 0,0589
13 " 0,0692
14 0,0594
15 . 0,0597

16 0,0605
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Peso de las colonias del «Aspergillus ochraceus» desecadas hasta
: peso constante

SUBSTRATO CON ETIL-URETANO 19%. CON GLUCOSA

Dias Gramos
1 _
9 _
3 0,0581
4 0,0742
5 0,1086
6 0,1948
7 0,2146
8 0,2404
9 ) 0,2915
10 0,3089
i1 0,3142
12 ) . 0,3165
13 . 03116
14 0,3098
15 0,3026

16 0,3011
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SUBSTRATO CON HIDRATO DE CLORAL 029,

REDUCTORES PRESENTES

Benedict: 5 c.c.

= O,Ull:-l grs de glucosa

Dias

Liquido substrato
Inicial —  cb
1 17 »
2 16 »
3 1.0 »
4. 08 »
5 0,7 »
6 08 »
7 1,3 »
8 30 »
9 36 »
10 85
11 8,7 »
12 90 »
13 ¥6  »
14 105 »
15 11,5 »
16 125 0w

REDUCTORES TOTALES

/o de reduciores
en glueosa

0,7647
0,8125
1,3000
1,6250
1,8573
1,6250
1,0000
0,4333
0,3611
0,1529
0,1494
0,1444
0,1354
0,1238
0,1130
0,1040

grs
»
»
- B
)]
»

Liguido substrato

¢/, reduetores

Dias gastado en glucosa
- Inicial 0,4 c.c. 3,2500 grs
| 04 » 3.2500- »
2 04 » 3,2500 »

3 0,56 » 2 6000 »

4 06 » 2,1666 »
5 0,7 » 1,8573 »

- *}, desacarosa

presente

3,0875 grs

2,3610
2,3156
1,2550
0,5145
0,0000
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SUBSTRATO CON HIDRATO DE CLORAL 039,

REDUCTORES PRESENTES
Benedict: § c.c. = 0,013 grs de glucosa;

% de reductores

Dias Liguido substrato en glucosa
Inicial ) — e, — grs
1 1,7 » 0,7647 »
2 1,3 ». 1,0000 »
3 06 » : 2,1666. »
4 05 » ‘ 2,6000 »
5 05 » 2,6000 o
6 0,5 » ‘ 2,6000 »
7 05 2,6000 »
8 05 » ‘ . 2,6000 »
9 0,5 o : 26000 »
10 ‘ 05 » 26000 »
11 05 » : 2,6000 »
12 05 » 2,6000 »
13 05 » 2,6000 »
14 05 » C 26000 »
15 05 » - 2,6000 »
16 05 » : 2,6000 »

REDUCTORES TOTALES

Liqguido substrato % de reductores ®/, de sacarosa

Dias . gastado en glucosa ) presente
Inicial 04 cec. ‘ 3,25 grs 3,0B75 gr
1 04 » 3,25 » 23610 »
g 0,5 » 2,60 » 1,5200 »
3 08 » 2,60 » 04180 »
4 05 » 2,60 » 0,0000 »
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SUBSTRATO CON HIDRATO DE CLORAL 0,2 9.
CON GLUCOSA

'REDUCTORES PRESENTES
Benedict: 5 c.e. = 0,013 grs de glucosa

] Liquido substrato "/, de reduetores
Dias gastado en glucosa
Inicial 44 c.c. : 3,2500 grs
1 04 » 3.2500 »
2 04 » 3,2500 »
3 0,5 » 2,6000 »
4 08 » 1,6250 »
5 . 14 » 0,9286 »
6 4,0 » 0,3250 »
7 56 » 0,2321 »
8 85 » 0,1529 »
9 10,3 » 0,1262 »
10 11,5 » 0,1130 »
11 115 » 04,1130 »
12 T 126 » (,1032 »
13 ' 135 » 0,0963
14 ' 13,5 » 0,0963
15 . 13,5 » 0,0963 »
» 0,0963 »

16 . 13,5
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POTENCIOMETRIA
SUBSTRATO CON HIDRATO DE CLORAL 0,24
Dias mV. pH
Inicial 289 ‘ 5,45
1 - 292 ’ 5,50
2 308 o 5,81
3 331 6,25
4 357 6,74
5 378 ‘ 7,15
6 398 . - 7,55
7 407 7,72
8 414 7,85
9 422 . 8,00
10 430 8,15 -
11 438 .. . 8,30
12 439 ' 8,32
13 440 S 8,35
14 442 - 8,38
15 ‘ 442 8,38
16 443 8.40
67
POTENCIOMETRIA
"SUBSTRATO CON HIDRATO DE CLORAL 03 A,
Dias mV. pH
Intcial . 290 548
1 200 " 5,48
2 249 _ o 5,65
3 ' 344 6.50
4 362 680
5 362 6.85
6 362 6,85
7 : 362 6,85
8 ' 362 _ 6,85
9 362 6,85
10 162 6,85
11 _ . 362 ' 6,85
12 362 ' 6,85
13 362 6,85
14 362 ‘ 6,85
15 362 : 6,85

16 362 i 6,85
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68
. POTENCIOMETRIA
SUBSTRATO CON HIDRATO DE CLORAL 0,29,. CON GLUCOSA
Dias -mV.. ' pH
Inicial 289 5,45
1 292 5,50
2 313 - 5,90
3 326 6,15
‘4 375 7,10
5 401 7,60
G 410 7,76
7 417 7,90
8 432 8.20
9 427 8,10
10 436 8.26
11 438 8,30
12 440 8.35.
13 440 8,35
14 440 8,35
15 440 8,35
16 442 8,38
69

FOTOCOLORIMETRIA. FILTRO AZUL

SUBSTRATO CON HIDRATO DE CLORAL 0,29,

Dias T 10. 4

0 100 0
1 99 0,04365
2 98 0,08774
3 08 0,08774
4 97,5 0,10995
B 96 0,17729
6 95 - 0,22276
7 94 0,26872
8 93 10,31517
g 93 0,31517
10 92,5 0,33858
11 92 0,36212
12 92 0,36212
13 91,5 0,38579
14 91 0,40959
15 o1 0,40959
16 90 045757
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FOTOCOLORIMETRIA. FILTRO AZUL
SUBSTRATO CON HIDRATO DE CLORAL 039

Dias , T 10. a

0 100 0

1 100 0

2 100 0

3 100 0

4 100 _ 0

5 a9 0,04365
6 98 - 0,08774

7 97 0,13228
8 97 : . 0,13228

9. 97 : 0,13228
10 26 : 0,17729
11 98 0,17729
12 96 0,17729
13 ' - 96 : 0,17729
14 - a6 0,17729
15 96- 0,17729
16 26 0,17729

71

FOTOCOLORIMETRIA. FILTRO AZUL
SUBSTRATO CON HIDRATO DE CLORAL 0,29, CON GLUCOSA

Dias ‘ T 10. «
Inicial 100 . 0
1 100 ' 0
2 100 0
3 08 0,08774
4 96 0,17729
5 95 0,22276
6 90 C T 0,45757
7 90 0,45757
8 88 0,565511
9 : 87 . 0,60481
10 87 0,60481
11 : _ 86 0,65502
12 85 0,70581
13 ' 85 0,70581
14 84 -0,75721
15 84 0,75721

16 79 1,02373
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72

Peso de las colonias del «Aspergillus ochraceus» desecadas
hasta peso constante

SUBSTRATO CON HIDRATG DE CLORAL 0,29,

_ Dias Gramos
Inicial _ : —
1 —
2 —
3 " 10,0212
4 0,0621
-5 0,0682
6 ' 0,1586
7 0,2840
8 0,2102
9 0,2744
10 ' 0,2683
11 0,2626
12 _ 0,2586
13 - 0,2532
14 : 0,2498
15 0,2415
16 0,2320
73

Peso de las colonias del «Aspergillus ochraceus» desecadas
hasta peso constante

SUBSTRATO CON HIDRATO DE CLORAL 039,

Digs - Gramos
Inicial —
1 - : —
2 0,0054
3 0,0144
4 0,0175
5 ' 0,0440
6 : 0,0434
7 0,0440
8 0,0474
9 ) 0,0490
10 - 0,0495
11 : 0,0498
12 : 0,0543
13 0,0590
14 : 0,0597
16 0,0604

16 - 0,0627
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L

Peso de las colonias del «Aspergillus ochraceus» desecadas
hasta peso constante

SUBSTRATO CON HIDRATO DE CLORAL 0,29,. CON GLUCOSA

Dias Gramos
Inicial . —
i _
2 0,0428
3 0,1148
4 0,1942
5 0,2646
6 0,3346
7 0,3442
8 0,3524
9 . 0,3312
10 0,287¢
11 | - 10,2537
13 0,2216
14 ' . 0,2104 '
15 - 0,2034

‘16 ' ©0,1972
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SUBSTRATO CON GLUCOSA

REDUCTORES PRESENTES™

Benedict: 5 c.c. = 0,013 grs de glucosa

Liguido substrato % de reductores

Dias gastado * en glucosa
Tnicial 04 cec. . 3.2500 grs

1 ‘ 04 » 3,2500 »

2 05 » : 2.6000 »

3 08 - 1,6250 »

- 4 26 » 0,5000 »

5 42  » 0,3095 »

6 16,2 » 0,1274 »

7 136 » 0,0963 »

8 140 » 0,0928 »

9 190 » 0,0684 »

10 20,5 » 0,0634 »

11 240 » 0,0542 »

12 26,0 » 0,0500 ,»

13 280 » 0,0464 »

14 295 » 0,0441 »

15 30,0 » . 0,0433 »

16 300 » : 0,0433 »
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SUBSTRATO CON SULFANILAMIDA 0,05%,. CON GLUCOSA

" REDUCTORES PRESENTES

Benedict: 5 c.c. = 0,013 grs de glucosa

) Liguido substrato % de reductores

Dias gastado en glucosa
Inicial 0,4 c.c. 3.2500 grs

1 04 ’ - 3,2500 »

2 0,5 » : 26000 »

3 06 »’ 2,1666 - »

4 0.6 » 2,1666

5 06  » 2,1666 »

6 06 » . 2,1666 »

7 06 » 21666 »

8 07 » 1,8571

9 08 » .1 1,6250 »

10 1,1 » 1,1818 »

11 : N O S 0,9285 »

12 16 » 0,8125 »

13 18 » 0,7222 »

14 . 1.9 » 0,6842 »

15 : 24 » 0,5416 »

16 26 » 0,5000 »
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77

SUBSTRATO CON SULFANILAMIDA 0,059,

REDUCTORES PRESENTES

Benediet: 5 ce. = 0,013 grs de glucosa

Iiguido substrato

Dias gastado
Inicial — cec
1 30 »

2 13 ».
"3 1.0 »
4 1,0 »
5 0,9 »
6 08 » .
7 67 »
8 06 »
9 06 »
10 06 »
11 06 »
12 06 »
13 06 »
14 06 =
i5 36 »
16 06 »

REDUCTORES TOTALES

‘/s de reductores
en glucosa

0,4333
1,0000
1,3000
1,3000
1,4444
1,6250
1,8571
2,1666
2,1666
1,1666
2,1666
2,1666
2,1666
2 1666
2,1666
2,1666

grs
bl
»
»
»

»
»*

Liquido substrato

°f, reductores

Dias gaslado en glueosa
Inicial 0,4 cc. 3,2500 grs
1 0,4 » 3,2500 »

2 0,4 » 3,2500 »
3 04 » 3,2500 »
4 05 » 2,6000 »
5 05 » 2,6000 »
] 05 » 2.6000 »
7 05 » 2,6000 »
8 . 0,6 o 2,1666 »

%/, de sacarosa

presento

3,0875 grs

26759
2,1375
1,8525
1,2350
1,0982
0,9262
0,7057
0,0000

»
»
»
»
»
n

)]
»
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POTENCIOMETRIA. SUBSTRATOQ CON GLUCOSA

Dias mV. pH
Inicial : 291 5,48
1 '336 .. B35
2 404 7,65
3 404 7,65
4 406 7.70
5 . 406 7,70
6 408 7,74
7 414 7,85
8 422 8,00
9 428 _ 8,10
10 428 8,10
11 , 429 . 8,12
12 . 431 8,18
13 , 432 8,20
14 434 8,23
15 . 435 8,25
16 ' ‘ 438 8,30
79

POTENCIOMETRIA. SUBSTRATO CON SULFANILAMIDA 0,059,
CON GLUCOSA '

Dias : mV, pH
1 284 535
2 284 . 5,35
3 209 ’ 5,65
4 329 . 8,22
5 399 6,22
6 329 . 6,22
7 347 .. 655
8 357 8,75
9 . 404 ‘ ; 7,65

10 404 7,65
11 404 7,65
12 ) 106 17,70
13 406 7,70
14 406 7,70
15 408 : 7,70

16 406 : 7,70
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80

POTENCIOMETRIA. SUBSTRATO CON SULFANILAMIDA 0,059%,

Dias ' mV. pH
1 284 . 5,35
2 284 5,35
3 284 ' 5,35
4 301 5,68
5 315 ‘ 5,95
6 315 5,95
7 345 6,52
8 , 345 ' 6,52
9 : 358 6,78

10 . 375 7,10
11 _ 391 7,40
12 : 398 7,55
13 ‘ 398 : 7,55
14 . B 398 . ' 7,565
15 : 398 7,55
16 406 : 7,70
81

FOTOCOLORIMETRIA. FILTRO AZUL
CON SUBSTRATO CON GLUCOSA

Dins T 10 «

0 100 ° ¥;

1 100 0

2 95 | 0,22276
3 93 0,31517
4 90 0,45757
5 - 78,5 1,05130
6 75 1,24939
7 71 ’ 1,48742
8 ‘67,5 1,70696
g 65 . _ 1,87087
10 ) 62 ' 2,07608
11 59 ' 2,29148
iz - 56 2,51812
13 54 . 2,67606
14 53 275724
15 52 2,83997

16 -51 : 2,92430
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FOTOCOLORIMETRIA. FILTRO AZUL
SUBSTRATO CON SULFANILAMIDA 005 9,. CON GLUCOSA

Dias ‘ T 10 o
1 100 _ : 0
2 99 S 0,04365
3 07 0,13228
4 92 0,36212
5 91,5 0,38579
8 01,5 0,38579
7 86,5 0,62084
8 80,5 . 0,94204
9 . 87 0,60481
10 86 ' 0,65502
11 85 . 0,70581
12 84 : 0,75721
13 _ 84 . 0,75721
14 B4 ' 0,75721
15 84 ' ' 0,75721
16 . : 84 . - 0,75721
83

FOTOCOLORIMETRIA. FILTRO AZUL
SUBSTRATO CON SULFANILAMIDA 0,05 9

Dias T : 10 a

Inicial 100 4 0
1 100 0
2 08 0,08774
3 96 : 0,17729
4 © 95 ‘ ©0,22278
5 04,5 0,24568
6 04 ' 0,26872
7 94 0,26872
-8 93 . - 0,31517
9 : 03 ‘ 0,31517
10 - 93 0,31517
11 , 02 0,36212
12 - 02 .0,36212
13 . a2 . ©0,36212
14 . 92 - 0,36212
15 99 0,36212

16 _ 92 0,36212
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Peso de las colonias del «Aspergillus ochraceus» desecadas hasta
peso constante

SUBSTRATO CON GLUCOSA

Dias . Glramos

0
0

0,0752
0,1840
0,2862
0,2015
0,3206
0,3451
0,3462
0,3416
0,3408
0,3352
0,3165
0,3142
0,3106
0,3058

— ‘ .
== IR e i L

bt
[=r 0 B~ N L I ]

85

Peso de las colonias del «Aspergillus ochraceus» desecadas hasta
' peso constante

SUBSTRATO CON SULFANILAMIDA 0,05%,. CON GLUCOSA

Dias Gramos
1 0
2 0
3 0,0150
4 0,0265
5 0,0326
6 0,0369
7 0,0482
8 0,0738
9 0,0897
10 | . 0,0052
11 0,1385
12 0,1974
13 00,2762
14 0,2994
15 0,3132

16 : 0,3270
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Peso de las colonias del «Aspergillus ochraceus» desecadas hasta
peso constante :

SUBSTRATO CON SULFANILAMIDA 0,059,

Dias CGramos
Inicial —_
1 -
9 —
3 —_
4 0,0128
5 0,0216
6 0,0418
7 0,0402
8 0,0408
9 0,0838
10 0,0884
11 0,0906
12 0,0996
13 0,1017
14 0,1062
15 0,1894
16 0,2735

Discusion de los resultados

Etil-uretano. De los datos resumidos en las tablas anteriores se. .
deduce fialmente un comportamiento muy especifico en el etil-uretano,
ya que influye extraordinariamente sobre la metabolizacién de los mono-
saciridos, glucosa y fructuosa, resultantes en la inversién de la sacarosa.
Esta accién se manifiesta claramente a concentracidn del 19; llega
a anularse prdcticamente al 1,5 % y totalmente al 2 %, a pesar de que
en estos dos dltimos casos, el uretano no ha actuado sobre las esporas en
germinacién. -

Por el contrario, esta sustancia no influye sobre la secreccién de in-
vertasa, ni aun a las concentraciones mas altas utilizadas; si acaso apre-
clamos una pequefia activacién, ya que en presencia de wretano en
todos los casos se observan la desaparicién de sacarosa al cabo de 4 dias
frente a los 5 que se precisan en el ensayo control.
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Cbmprobamos la inhibicién del metabolismo de la glucosa en un cul-
tivo con ettl-uretano al 1.9, observindose clara diferencia en las velocl-
dades de desaparicién frente al control. .

Respecto del pH del medio no se observa una mﬂucncla apreciable.

La producién de pigmento es afectada claramente por el etilureta-
no; aumenta e¢n comparacién con el control hasta la concentracién del
agente mutante al 1 9. Es analoga al conrrol al 1,5 9% y menor al 2 9.
Estos dos tltimos resultados son consecuencia de la inhibicién del desa-
rrollo miceliano del hongo.

En presencia de¢ glucosa con el 19, de uretano se comporta ahéloga-
mente frente a la produccidn de ocracine como en el medio con sacarosa.

Hidrato de cloral —FE1 hidrato’de cloral, aun a las concentraciones me-
nores ¢studiadas, determina inhibicién intensa o total en ¢l metabolis-
mo de la glucosa v en la inversién de la sacarosa. Esta inhibicién, cuan-
do es completa, se manifiesta, como es légico, en una muy pequefia va-
riacién frente al valor inicial.

La produccién de pigmento queda practicamente detenida.

Sulfantlamida.—Ya a la concentracién minima estudiada, inhibe el
metabolismo de la glucosa y manifiestamente la. accidn invertasa, asi
como la ploduccmn de pigmento. No hemos observado camblos mor-
fologxcos de interés.
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1V

ESTUDIO MORFOLOGICO Y MICROGRAFICO
DEL « ASPERGILLUS OCHRACEUS»

MORFOLOGIA DEL «ASPERGILLUS OCHRACEUS» EN MEDIO CZAPEK-AGAR
COMPARADA CON LA VARIACION OBTENIDA CUANDO EL MEDIO
" CONTIENE ETIL-URETANO '

Las ‘colonias del. «Aspergillus ochraceus» cultivadas en medio Czapek-
agar se extienden suavemente, de ordinario planas y zonadas en-algunos
casos como pueden verse en las fotografias adjuntas.

El fieltro miceliano sumergido ¢s de consistencia corticea, presentan-
do durante el desarrollo un reverso incoloro, amarillo, naranja y final-
mente de color piirpura claro, ‘

Los conidiéforos parten del micelio sumergido, son muy abundantes,
con cabezas conidiales de color ocriceo que dan a la colonia un aspecto
caracteristico. Estas cabezuelas se presentan en forma globosa o escindi-
das en masa conidiales, cuyo color ocre puede tener diversos grados de
intensidad. '

Cuando lo cultivamos en medio Czapek-agar-etiluretano se presentan
las colonias con aspecto flocoso, blancas al principio y con desarrollo len-
to; pero a medida que crecen, aparecen fragmentaciones radiales, a la
vez que el centro se eleva hasta venir a ser umbonado de forma muy ca-
racteristica, terminando el desarrollo con un aspecto totalmente rugoso.
Los conidiéforos son menos abundantes y por ello muy esparcidos. El
color es también distinto al ofrecido en su desarrcllo normal: primero
se presenta rojo violeta y finalmente rojo pardo. El reverso violeta clara
a violeta obscuro..
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EST‘U'DIO MICROGRAFICO COMPARATIVO DEL «ASPERGILLUS OCHRACEUSY

CULTIVADO EN CZAPEK 0O SUBSTRATO TIPO Y CZAPEK - ETILURETANO

Coloracion vital. —Empleamos para cste objeto el Rojo Neutro y el
Violeta Dahlia a diluciones 1/1000 para coloraciones entre porta y cubre-
objetos yal 1/ 10.000 y 1/100.000 para mmcrsmn disueltos los colorantes
en agua destilada.

Técnica—Colocamos una gota de Violeta Dahlia y dejamos caer en-
seguida una gota mds pequetia de la solucién de Rojo Neutro y en ellas
suspendemos un poco de material miceliano que disociamos con agujas,
cubrimos y sometemos a observacién con distintos aumentos.

En el campo microscdpico observamos la red miceliana. Inmediata-
mente a lo largo de cada hifa aparece una red vacuolar y en, el interior de
las vacuolas una serie de corplsculos frecuentemente redondeados, ani-
mados de vivos movimientos brownianos y coloreados en rojo ITENnso :
son los (,orpu:,culos metacrométicos, que luego se .inmovilizan y adhic-
ren a la pared vacuolar. Medimos estos corpisculos, los del condrioma,
las vacuolas y la anchura de las hifas. Fstas observaciones las seguimos
durante las fases sucesivas de crecimiento paralelamente de las colonias
cultivadas.

Cuando a los dos o tres dias van apareciendo los comdloforos este-
rigmas y conidios, scguimos estas observaciones, midiéndolos, para com-
parar después todas estas medidas con lus obtenidas tras el empleo de
técnicas de fjacién.

Observactones por frjacion.—De todos los fijadores empleados por
nosotros el que mejor nos ha servido en nuestro caso particular ha sido
el formol al 20 9. Dc los colorantes, el Rojo Neutro, Violeta Dahilia,
Azul de Metileno, Azur 1y IT y Eosina, Hemalum de Meyer, etc.

Por fijacién y coloracién ddecuada varias series de preparaciones de
micelio en dias sucesivos nos sirvieron para las medidas que fueron com-
probadas con las realizadas por coloracién vital, las cuales resumimos ¢n
el cuadro adjunto.
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MEDIDAS

«Aspergillus ochraceus». Culiivado en:

Medio Czapek

CONIDIOFOROS *
Valores max. 244,8 x 4,2
»  med., 176 x 4,2
»  min. 1564 =% 4
CELULA BASAL
Valores mix. 196 x 2.8
»  med. 16,8 » 4,9
»  min. 12,6 x 4,9
VESICULAS : g
"Valores max. 11,2 x 9.8
' n ined. ' 9,8 X 8,4
»  min, 7 x7
ESTERIGMAS PRIMARIOS :
Valores mix. 7 x 35
» med. 7 x 2,1
»  min. 56 x 2.8

Medio Czapek
ESTERICMAS SECUNDARIOS
12,6 »% 1,96 micras

98 % 2.8 »
x 2,8 »

Valores max.
»w  med.
no Tin. 7

CONIDIOS :

472 % 4,2
35.x 3,5
33 x33

Valores mix.
»  med.
»  min.

HIFAS:

Valores mix.
» med.
» min.

4,2 micras
35 »
L3 »

Medio Czapek-etiluretcmo

micras 102  x 2,7 micras
» 748 x 2,4 »
» 21,7 % 2 »
"5 47,6 x 3,8 »
» 244 x 2,7 »
» 8,1 x 2 »
) R,1 % 47 »
» 6,8 x 4 »
n 42 x 34  »
» 6,8 » 2,7 »
3 54 x 2 »
» 4 x 1,3 »
Medio Czapek-etiluretano
: aberrantes
13,6 x 3,4 micras 20 micras
10,8 x 2,7 » 199 =
54 % 2 » 15,6 »
micras 3.8 x 3,8 micras
» 29 %29 o
» 27 2,7 »
Ensanchamientos
3,8 micras 6,8 micras
2,7 » 54 »
L3 » 47w
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VACUOLAS :
Valores max.
»  med.
»  min.

1,4

COSPUSCULOS PROTOPLASMICOS :

Valores max. 2
»  med. 0,9
»  med. 0,7
' )
»  min. 0,3

n
»

b
»

nooo

bl

59 x 3,5 micras -
35 x 14

% 2 micras

54 x 34 micras
29 x 2,7 »
1,3 < 1,3 »

1,5 x 1,5 micras

1.2 x L3 »
I o1 »
06 x 0,6 »
04 x 04 »

FORMACION DE CELULAS GIGANTES (CLAMIDOSPORAS
Y ARTROSPORAS), INDUCIDAS POR EI HIDRATO DE
CLORAL EN EL «ASPERGILLUS OCHRACEUS»

CLAMIDOSPORAS |
Valores mix.
» med.
» min.

ARTROSPORAS

Valores max.
» med.

» min.

CORPUSCULOS PROTOPLASMICOS ;

Valores mdx.
»  med.
» min.

MEMBRANA

23,1
17,6

13,6

36,7
34,0
341
13,6

X

®x X X X

1,3

16,3 micras
142 »
13,6 »

6,1 »

9.5 »
13,6  »

74

43

34 0w

0,9 »

CONCLUSIONES

Por el estudio morfolégico y microgrifico comparativo del Aspergi-
llus ochraceus cultivado en medio normal y substratos conteniendo
etil-urctano observamos evidentes cambios morfoldgicos y estructurales,
correspondiéndose con los bioquimicos ya mencionados, que nos permi-
ten catalogar como una variacton del Aspergillus ochraceus, ésta induci-

da por dicho agente quimico.
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CONCLUSIONES

1* Hemos realizado un estudio desde diversos puntos de vista sobre
el comportamiento del «Aspergillus ochraceus» cultivado. en substratos
hidrocarbonados.

* Se han tomado como hidratos de carbono peczina, sacarosa y gluc@sa.

2* Hemos comprobado la actividad pectindsica y pectdsica de dicha
especie compardndola con las del «Penicillium chrysogenum» en el cual
'ya se habia reconocido anteriormente por Phaff, encontrando una pe-
queiia variacién pectindsica, a favor del «Penicillium chrysogenumy.

3* Se han comprobado las actividades de pectinasas segregadas por
ambas especies, - encontrando ser mucho mas activa la procedente del
«Aspergillus ochraceus». Este resultado, en comparacién con el deducido.
anteriormente, lleva a la conclusion de que s1 bien cl «Penicillium chry-
sogenumy elabora mayor proporcién de cn?lmas la del «Aspergillus
ochraceus» es mas activa.

42 Se ha estudiado la influencia de los elementos minerales compo-
nentes del substrato tipo «Czapek» sobre el metabolismo pectinico del
((Aspergillus ochraceus», siendo notorio el hecho de que la ausencia del
16n fosfato determina una hidrélisis completa de la pectina a dcido ga-
lacturénico que posteriormente se metaboliza con gran dificultad.

5* Asi mismo hemos investigado la influencia del molibdeno apor-
tado como molibdato sédico, encontrando una intensificacién del meta-
bolismo, méximo para la concentracién media utlllzada de 001 gramos
por litro.
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“ 67 Se estudia la influencia del deido 24-diclorofenoxiacético (2-4-D),
_ naftaleno y acenafteno sobre el metabolismo del <¢Aspergzllus ochraceus»,
actuando dichas sustancias en muy pcquenas concentraciones sobre el
hongo mediante una nueva técnica en fase aérea en la que se evita la
accion p(_rturbadora de los ploducto‘; en que pueden transformarse aque- -
llas sustancias cuando se encuentran en e! medio de cultivo.

Se deduce una intensificacién del metabolismo acompaiiada de una
inhibicion en el desarrollo del micelio y en la esporulacién por cl 2-4-D
y naftaleno, v menos en el caso del acenafteno.

7" Se ha determinado la influencia que estos agentes quimicos
tiecnen sobre el metabolisme hidrocarbonado v morfologia del «Asper-
gillus ochraceus» a concentraciones variables de etil-uretano, hidrato de
cloral y sulfanilida, deduciendo un comportamiento muy ESpeclﬁLO en el
primero, va que provoca cambios extraordinarios en la mortologia del
hongo e inhibe ¢l metabolismo de los monosaciridos glucosa y fructosa,
sin influir en la secrecidn de invertasa, st acaso se observa clerta activa-
cién. También mfluyc sobre la produccmn de pigmento con una dosis
mas éptima del 1 9.

El hidrato de cloral provoca cambios de morfologia, pero inhibe tanto
el metabolismo de la glucosa y la inversién de la sacarosa como la pro-
duccién de pigmento.

Con la sulfanilida sélo observamos intensa inhibicién en el metabo-
lismo y desarrollo del hongo, no confirmandose sobre él la posibilidad
de una accién variante. T

8% Se han estudiado los cambios morfolégicos y microgrificos del
wAspergillus ochraceus» frente a los agentes indicados anteriormente y
en comparacion con el desarrollo sobre substrato_normal «C?apekn

9* Sc¢ hace un estudio de la estructura bwfmco -queimica de los
hongos.

Este trabajo se ha realizado en los Laboratorios de Biolo-
gla y Quimica Orgdnica de la’ Facultad de Ciencias de ln
Unwversidad de Murcia bajo la diveccion de los Profesores
Loustau y Soler.
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