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INTRoDuccr6

Un treball fet per CLOTET 1
expressava el fenomen de diauxia que te

Hoc durant la transformaci6 d'etanol en acid acetic, i d'aquest en anhi

drid carbonic i aigua per l'accio dels Acetobacter.

Segons es despren de la figura 1, el creixement es normal en presencia
d'etanol fins que aquest s'esgota, i llavors segueix una fase de latencia i

continua el creixement consumint-se I'acetic i, segons sembIa deduir-se

d'aquest gra6 di auxic, no existeix inhibicio de l'equip enzimatic, sino

simplement repressio, Aquesta diauxia te una caracteristica diferent de

les ja citades per Monod 2, per exemple en la utilitzacio de glucosa i

d'altres sucres per E. coli i B. subtilis, i es que els dos substrats no son

independents, sino que la diauxia es presenta durant la via oxidativa

entre eI substrat inicial i un dels intermediaris que es forrnen.

Amb el present treball hem intentat d'anar mes lluny en els diferents

interrogants que plantejava aquest fenomen diauxic, Per centrar la pro
blematica, hem dividit en tres fases I'estudi ; en la primera ens ocuparem
de la influencia de I'etanol en la fase metabolica de transforrnacio etanol

acetic; en la segona, de la influencia de I'etanol en la fase acetic-anhidric

carbonic, i en la tercera, de la influencia de l'acetic en la fase acetic-an

hidric carbonic.

PART EXPERIMENTAL

Hem fet les experiencies en flascons Roux a una temperatura de 26°C.
Els microorganismes emprats han estat un Acetobacter aceti soca B-999
U.S.D.A. Agriculture Reseach Service, i un Acetobacter xiLium arllat per
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nosaltres en un vinagre i classificat seg-ons S. G. CARR en "Identification
Methods for Microbiologist", part B. El medi de cultiu, uns 100 ml, eren

solucions hidroalcoholiques, si be en alg-uns casos les abteniem a partir
de vi diluu : en aquest cas el vi era previament esterilitzat per filtracio
esteril amb «rnilipore» de a,{ micres, i tambe hi afeg-iem extracte de

llevat en una proporcio del 0,1 %. L'inocul s'aconseguia arnb un medi

g-lucosa, triptona, extracte de fetge i carbonat calcic, despres d'un creixe
ment de 24 hores a 28°C.
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A intervals treiem mostres dels flascons i analitzavern I'acetic mitjan
cant una simple valoracio volumetrica amb hidroxid sadie 0,1 N, L'etanol
era analitzat per cromatografia gasasa emprant un cromatograf F.M. amb
detector de ionitzacio de flarna, amb una columna de carbawax 20' M i

injectant 2 [JJ, de mostra previament neutralitzada, Comparavem les corbes

abtingudes amb les que s'obtenien de solucions hidroalcoholiques de
concentracio coneguda.

Les deterrninacions del creixement han estat fetes gravimetricament
servint-nos de tat el fiasco, ja que el creixement en aquestes condicions es
totalrnent superficial, i per aixo no gens homogeni.
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RESULTATS

Abans de res veiem com es eomporta una soea d'Acetobacter aceti 0

A. xilinium en inocular-Ia en un medi que conte mes etanol del que pot
comenc,:ar a metabolitzar. Segons es despren de la figura 2, la producei6
d'acetic es nulla fins que, per evaporacio, la concentracio d'etanol arriba

a un detenninat nivell en que I'Acetobacter comenc,:a a convertir-Io en

acetic. Com ja hem descrit, cada soca comenca a metabolitzar l'etanol a

una diferent concentraci6 que podem determinar Iacilment amb el me-
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tode apuntat mes amunt. Podem, doncs, deduir, del comportament dels

Acetobacters, que amb una determinada soca no es podria aconseguir una

concentraci6 final d'acetic superior a la derivada del nivell d'etanol en

que comenc,:a a consumir-lo, Ara be, podriem fer I'experiencia d'una altra
manera: fent creixer Acetobacter en una concentracio d'etanol per sota

de la critica i anar afegint-hi substrat a mesura que I'anes consumint;
aixi ha estat construida la figura 3, on es veu que la concentracio d'acetic
final aconseguida es molt superior. Sembla amb aixo que puguem dir que
la inhibicio del creixement en aquesta fase es mes forta per la concentra

ci6 de Tetanol que no per la d'acetic,
Passem a I'altra fase de la Ierrnentacio, es a d ir, la que transforma

I'acetic en anhidric carbonic i aigua. Segons es despren de la figura 4,
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en que ha comencat la fermentacio a diferents concentracions inicials

d'etanol, la fase de metabolitzaci6 de I'acetic no te Hoc si no es per sota

d'una concentraci6 d'acetic molt inferior a la derivada de la maxima eta-
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nolica que el microorganisme pot metabolitzar. Aixi, en el cas d'aquest
Acetobacter aceti, per sobre del 3,5 % d'acetic es pot dir que roman

inalterat. L'accio es simplement inhibidora, ja que els bacteris son encara
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viables despres d'una setrnana d'estar sotmesos a una concentracio acetica

del 6 %, i tambe perque, si despres d'aquesta setmana diluirn el medi fins

a una concentracio inferior a la critica, comen(5a a desapareixer l'acetic.
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Hom podria suposar que aquesta accio inhibidora, es deguda al des
cens del pH del medi que te Hoc amb l'increment de la concentraci6
acetica, pen) la figura 5 dernostra clarament que aixo no es aixi. La trans

formaci6 d'acetic en anhidric-carbonic i aigua te Hoc, com sabem, a con

centracions inferiors -en el cas de la nostra soc a, al 3,5 '%-; doncs be,
si en comenc,;ar aquesta metabolitzacio hi afegim quantitats d'acid clorhi
dric dilurt, de manera que iguali 0, millor, superi els valors de pH que
aconseguiriem amb concentracions d'acetic inhibidores, veiem que no te
lloc la inhibicio, ans es metabolitza normalment l'acetic format.

Estudiem ar.a el cas d'addici6 d'etanol a la fase acetic-anhidrid car

bonic. Segons la figura 6, immediatament despres d'aquesta addici6 co

menc,;a el consum d'etanol i deixa de banda el d'acetic. EI creixement,
en aquest punt, es un xic alentit, segurament a causa de la lisi provo
cada en algunes cellules per I'addicio directa d'etanol i per tractar-se, al
moment de I'addicio, d'un cultiu ja vell, EI fet del consum immediat i

preferent d'etanol, el podem veure tambe a la figura 7, pero, en aquest
cas, per Acetobacier xilinurn, La figura 8, l'hem obtinguda en afegir
etanol en un medi que conte acetic i en el moment en que aquest era

metabolitzat per una soca d'Acetobacter aceti provinent de I'inocul que
solament conte glucosa com a principi carbonat, es a dir, que la soca no

havia estat mai abans en contacte amb etanol; doncs be, identicament
als dos casos anteriors, el consum d'etanol ha estat immediat i preferent.

CONCLUSIONS

Les experiencies realitzades ens han portat a unes consideracions que
exposem a continuaci6.

EI fet que les soques del gener Acetobacter siguin mes resistents a la
concentraci6 acetica que a I'etanolica, ens permet la possibilitat d'obten
ci6 de concentracions d'acetic molt superiors a les que s6n obtingudes a

partir de les concentracions maximes d'etanol permeses per les soques,
simplement anant afegint, a solucions hidroalcoholiques de concentraci6
baixa, petites quanti tats d'etanol.

Segons NAKAYAMA 1, l'oxidaci6 de l'etanol a acetic que, com hom sap,
va pel pas intermedi de I'acetaldehid, seria catalitzada, en aquest primer
pas, per un enzim arllat per ell i que es un alcohol-citocrom 553 reduc

tasa; i el pas d'acetaldehid a acid acetic, mitjancant dues vies diferents:
l'una governada per un altre citrocrom i l'altra per un enzim NADP

dependent. Segons la figura g, precisament aquest coenzim seria reduit,
a causa del pas dacetaldehid a acetic, la qual cosa trencaria l'equilibri
en que es troba amb el coenzim reduit NADH2, cosa que influeix en les
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dehidrogenases lligades als coenzims del ciele de I'acid citric (TeA), via

per la qual s'ha demostrat que I'acetic es metabolitza a anhidric carbonic.

Aquest fet es el que explica que, mentre hi hagi etanol sera consumit

per l'AcetobacteT preferentment sobre l'acetic,

Adhuc, hom pot assegurar que el sistema enzimatic d'oxidaci6 de

I'etanol a acetic es constitutiu, ja que, com hem vist, Acetobacter es posa
a metabolitzar-lo immediatament de manera preferent, encara que no

l'hagi tingut mai abans com a substrat. D'altra banda, el sistema enzi-
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rnatic d'oxidaci6 de l'acetic es adaptatiu, ja que sempre el metabolitza

passant per una fase de latencia,

La inhibici6 que per a una concentraci6 superior al 3,5 % d'acetic es

manifesta en l'Acetobacter aceti en la fase de metabolitzaci6 d'aquest
substrat no es deguda a l'acidesa, com hem demostrat, si be aquesta inhi

bicio es possiblement deguda al fet que l'acid acetic es dels acids amb

una constant d'ionitzaci6 mes petita i sembla haver-hi una relaci6 entre

la inhibici6 pel creixement dels bacteris que provoquen els acids a un

determinat pH i el seu grau d'ionitzaci6, com han descrit NUNHEIMEN i

FABIAN 4 i SCHWERIN 5_

El que sembIa evident es que aquesta diferencia entre la tclerancia

a concentracions altes d'acetic en la primera fase etanol-acetic i la no

metabolitzacio si no es a concentracions molt baixes en la fase acetic

anhidric carbonic, I'hem de buscar en el ciele de I'acid citric que es posa
en moviment passada la primera Ease; es per aixo que les nostres futures

recerques seran dirigides cap a aquest objectiu.
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