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La soca C3 es tin coliforin no fecal aIllat per nosaltres, fa ja sis anys,

d'una aigua colada de paperera. En aquest temps ha estat intensament

estudiada per diversos membres del grup de treball del Departament de

Microbiologia de la Facultat de Ciencies. Aixo ha estat consequencia,

principalment, que diverses de les propietats que presenta tenen un inte-

res destacat tant des (Fun punt de vista fonamental corn probablement

tambe des d'un punt de vista aplicat.

El medi en que aquest coliform fou alilat es constituit exclusiva-

ment per glucosa i sals minerals, dins les quals es troba el clorur anionic

corn a tinica font de nitrogen. Les caracterfstiques taxonoiniques posades

de manifest per nosaltres la situen dins el grup intermedi entre Escheri-

chia i Aerobacter. Corn el primer, desenvolupa una fermentacio acid-mixt

dels sucres (roig de metil: positiu), pero coat el segon, utilitza citrats corn

a unica font de carboni i no produeix indol. Es Eijkman negatiu. Tot i que

la sisternatica actual d'aquests grup es subjecta a profunda revisio, aques-

tes i altres caracterfstiques situen el nostre coliforin dins la definicio de

Citrobacter interinediunr o F. intermedia.

La qualitat que fa destacar la E. intermedia C3 d'altres soques bacte-

rianes aillades amb el inateix medi es d'acumular aminoacids fora de les

cellules durant el creixement. Una analisi sistematica d'aquest fet, no sola-

ment el posy ben be de manifest, sing que tambe ens ensenya que era una

propietat unica entre una serie estesa d'altres bacteries assajades.

Els aminoacids segregate han estat valorats pel metode de SPIES i

ClAD1IIr:RS, basat en el complex colorcjat de coure, soluble, que formen

els aminoacids en medi alcalf. El complex format es passa a complex

d'alanina per unificar petites diferencies dels diferents aminoacids, i es

llegeix 1'absorbiment a 62o m ^,, enfront de medi esteril tractat de la ma-

teixa rnanera i que serveix corn a zero. Pel fet que el coure tambe reaccio-

na arnb el clorur anionic formant el complex coure-amoniacal, de color

blau igualment, ha calgut realitzar una correccio del color. Aquesta correc-

cio es possible perquc en tot cas el color d'interferencia degut a l'amonfac

es mes petit que el degut als aminoacids, tot i trobar-se en una proporcio

netament inferior. No seria, en canvi, possible d'utilitzar altres metodes

colorimetrics coin el que fa us de la ninhidrina.
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FIG. 1-6 ARODUCCIO Tl'AMINOACIIS I %AUTOLISI

El creixement s'ha seguit per l'evolucio del pes sec determinat despres
de centrifugacio i rentats a 4.000 r. p. m. i posterior assecatge a 105° C
durant 48 hores.

La proteina soluble (autolisi) s'ha determinat turbidimetricament, a
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FIG.2-b : -QOpUCCIO p'AMINOACIDS 1%AUTOLISJ

62o in ^t, precipitant-la amb acid tricloracetic 3M en presencia de sulfat

amonic. A causa de l'infima quantitat existent no es pot valorar directa-

cnent el nitrogen del precipitat. Per fer-ho s'ha actuat indirectainent rea-

litzant un lisat, amb lisozima, de M. lysodeikticus i calibrant la relacio
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enterboliment-nitrogen per aquest lisat, i suposant, a causa de tractar-se de

lisats de bacteria total, que aquest calibrat sera valid tambe per a E. in-

termedia C3.
La produccio ens indica la quantitat d'aminoacids excretats per unitat

de material cellular en cada punt de la corba. Aquest valor permet d'es-

timar la relacio entre acumulament d'aminoacids i increment del material

cellular.

L'estudi de corbes analftiques corn les que mostrein (fig. i) posa singu-

larment de manifest, al costat de l'acumulament d'antinoacids durant el

creixement de C:3, Yalta produccio relativa de proteina soluble i amino-

acids durant la fase de latencia. El fet que la produccio de proteina

soluble tos quelcom mes precoc que la d'arninoacids i senipre parallela

a aquesta, aixf com la mateixa constancia del fenomen (estudiat en 20

soques diferents), sembla indicar que tot correspon a un proces auto-

lftic de l'inoculum. Una estimacio quantitativa de la lisi partint dels

valors absoluts de la proteina alliberada perrnet d'arribar a la conclu-

sio que en molts de casos mes del 50 % de l'inoculum es solubilitzat en el

medi.

Aquesta autolisi partial de 1'in6culum no es cap fet extraordinari,

pero potser poques vegades apareix coin ara dins un resultat dunes expe-

riencies precises. Sigui coin sigui, ens dona peu per a poder establir una

comparacio quantitativa amb el fenomen ulterior de segregacid d'amino-

acids per E. inlermedia C3. En efecte: la relacio entre nitrogen d'ami-

noa.cids i de proteina en la fase de latencia d'E. intermedia C3 es d't,5,

en taut que al final de la fase logarftntica es de 67.

En B. megatherium (C.C.T.M.) (Fig. 2) els valors respectius son de

3,5 i io, molt mes proxims, coin passa amb les altres soques bacterianes

estudiades.

Com a consequencia sembla logic de pensar que una relacio amino-

acids/proteina soluble molt gran ha d'esser consequencia d'una alliberacio

d'aminoacids sense gran influencia de la solubilitzacid del protoplasma

bacteria. D'altra banda, aquesta hipotesi es troba amplament apuntalada

pel fet mateix de la inrportancia quantitativa del total d'aminoacids Iliu-

rats cara a cara del creixement total, car, coin veurern, poden arribar a

esser del mateix ordre. Finalment, el fet que aquest nitrogen amfnic

d'E internmdia C3 sigui constituit fonamentalment per un parell d'ami-

noacids, com tambe mostrarem de seguida, acaba per fer-nos excloure l'al-

ternativa que fossin el resultat d'autblisi.

Aquest acumulament d'aminoacids en el medi pot esser practicament

suprimit sense afectar el creixement d'E. inlermedia C3, si hom abaixa

la concentracid de clorur ambnic a valors de l'ordre d'i gr/i. Son condi-

tions que disniinueixen molt la segregacid d'aminoacids, sense arribar a
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anullar-la, el creixement anaerobic i tambe un fort aireig. Aquest u1tim

efecte s'ha observat tant en cultiu en repos en ampolles ROUX com en

cultiu en fermentador de laboratori sota condicions ben controlades d'agi-
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tacio i d'aireig. Un gran aireig arriba a inhibir mes el fenomen que una
total anaerobiosi.

Han estat trobats efectius per a incrementar la segregacio d'aminoacids,
la neutralitzacid continua del mitja amb carbonat calcic, 1'incrernent de
concentracio de clorur amonic fins a 14 gr/i, juntament amb un grau
d'aerobiosi que representi 0,07 mM 02/ i min.

En estudiar la influencia de tots aquests factors s'obtingueren fluctua-
cions en l'acumulament d'aminoacids que evidentment eren degudes a
causes que inicialment no controlavem prou be. Una investigacio entre-
tinguda d'aquests salts aleatoris entre processos fets aparentment sota les
mateixes condicions ens va portar al coneixement de l'existencia d'una
substancia autotoxica encara no identificada que limita la segregacio d'ami-
noacids, i mes tard, el mateix creixement. Filtrats de cultius massius o
veils d'E. intermedia C3 posen de manifest aquesta propietat.

El proces de produccio d'aininoacids es portat a terme utilitzant un
inoculum de 48h a 300 C en medi liquid amb 7 gr/ i de clour amonic.

El volum d'aquest inoculum o, mes exactament, la quantitat de ma-
terial cellular inoculat afecta en primer hoc el creixement total. Inoculs
creixent (fig. 3), fins a i.ioo x io-9 gr/ml medi augmenten progressiva-
ment la velocitat de creixement fins a arribar a un mateix creixement final.
Quantitats superiors a i.ioo x io-9 gr/ml medi no solament disminuei-
xen la velocitat de creixement, sing que hi ha una limitacio progressiva
del creixement total.

Els valors mes grans de produccio d'aminoacids s'obtenen (fig. 4) per
un inoculum de 1.050 x io-9 a i.ioo x io-9 gr/ml mcdi, precisament
per aquells valors en que el creixement i la seva velocitat son maxims,
i el que Cs notable d'aquest fet es que tant per sobre corn per sota d'aquest
valor s'obtenen acumulaments d'aminoacids destacadament inferiors i prac-
ticament independents del volum de l'inoculum.

Aquests fets ens han fet pensar que hi ha dos processos diferents a
traves dels quals E. intermedia C3 pot acumular aminoacids durant el
creixement, un de baixa produccio i un altre d'alta produccio. Els resultats
fluctuants que abans hem referit eren deguts al fet que el control de
i'inoculum no es portava a cap d'una forma prou critica.

La natura dels aminoacids ha estat investigada per cromatografia as-
cendent sobre paper, previa purificacio total per pas a traves d'una reina
d'intercanvi cationica forta. Podem observar les cromatografies obtingudes
en baixa (fig. 5) i alta (fig. 6) produccio. Els aminoacids han estat identi-
ficats com: i, alanina; 2, acid glutamic; 3, acid aspartic; 4 i 5, aminoacids
basics. La contribucio relativa de cada un d'ells al valor total de nitrogen
aminic s'ha realitzat per extraccio de la taca amb acetona-aigua i lectura
de la seva absorcio a 570 mµ, comparant amb 1'extinci6 del total de totes
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les taques. la baixa produccio el percentatge d'alanina es del 44 °/o^
mentre que en Yalta es d'un 7i %. Tant la diferent distribucio dels ami-
noacids en baixa i alta produccio (fibs. 5 i 6), com la diferent proporcio

sry



10 R. CLOTET I BALLCS - R. PARES I FARRAS

entre ells, aixi com la gran diferencia quantitativa total, ens aboquen a
considerar -ho corn dos processor bioquimics diferents.

Una analisi prou meticulosa com la portada a terme anava encaminada
primordialment a poder establir unes condicions de treball en les quals
1'acumulament d'aminoacids arribes a esser un proces susceptible d'apro-
fitament a escala industrial . Els dos aminoacids segregate en major quanti-
tat, mcs del 8o % conjuntament , son l ' alanina i l ' acid glutamic , tant l'un
corn l'altre avui d'interes economic.

No obstant aixo, l'analisi d'aquest fenomen to un altre vessant. La
Taula I representa un balanc del nitrogen sota les conditions d'alta pro-

T,ULA I
SALAN^ DG MTROGLN*DURANT LL C12LiXCMFNT DE E.,-,,AL d.2C3

EN CONDICIONS D'ALTA P- OPUCC IO

MORES MITJA AMINOACIpS 5G41MGNT >• ROTUNA TOTAL A

0 272 - - 272 -

24 267 1,75 2,57 0,20 27/,5 -45

48 263 3,28 3,54 0,23 270,- -2

96 254 12,25 A, 06 0,27 270,2 -4,8

168 246 11, 25 3,72 0,30 261,3 -10,7

TOTS cls w.lors an mM cla
MTROGEN

duccio d'aminoacids en E. intermedia C3. Aqui es pot veure que del ni-
trogen assimilat un 74 % torna al medi rota la forma d'aminoacids, la
qual cosa representa que el rendiment metabolic disminueix profundament.
Aixo ens ha fet pensar que en E. internaedia C3 pot fallar un mecanisme
fonamental de regulacio. Si era aixi, aquest organisme podria resultar
molt apropiat per a investigar el mecanisme de regulacio que en els casos
on no hi ha produccio domina la situacio.

L'acumulacio anormal d'aminoacids comporta dos problemes diferents:
en primer floc, el de la sintesi a partir dels substrats externs que supor-

68



B,tiA
F'?OLWYLfQP^

1"(;. 5. -- Amipio(^(id.s scgiegals al

11(lig (it' btli\:(l Illodut(i(i lwt F. illlcr-
Illedia C'I.

I : ^ILITlina - A( id gluU'unic

4 i 5:
b..'Isics.

M

I^u:. fi. - .^Inti^ioiu^ids sr^tirr^•gnts nl

(lnr-^ d'tiltr^ ^^rriditrti^i (mr F., intcr-

mcdia C,;.



DOS TIPUS DE SEGREGACI6 D'AMIINOACIDS

ten el creixement bacteria; d'altra banda, els factors que condicionen el

fet que s'acumuli, que cal logicament cercar en un mecanisrne de sobrepro-

duccio o en un altre de subutilitzacio. En aquest darrer cas existeix l'eviden•

cia de la intervenci6 de sistenics de regulaci6, ja que la composici6 d'ami-
noacids dc la fracci6 acid-soluble es normalinent independent de la corn-

posici6 del medi i de la mateixa velocitat de creixement. Per tant, la
sobreproduccid o la subutilitzacio poden mirar-se mes aviat d'una manera

general a travcs d'una fallada dels anomenats mecanismes.

Altres investigations portades a terme en el mateix Departament han

posat clarament en evidencia que la segregaci6 d'alanina i d'acid glutamic

en E. inierntedia C3 son degudes a un fenonien de mutaci6 genetica con-

trolat per un sol gen, el qual, no essent subjecte a selecci6 en el medi

de desenvolupament, es troba en equilibri mutational. Actualment ens

esforcem per lligar el fet dels dos tipus de producci6 d'aminoacids amb

aquests mecanismes genetics.
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