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La soca Cg és un coliform 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 Ciéncies. Aixo ha estat conseqiiéncia,
principalment, que diverses de les propietats que presenta tenen un inte-
rés destacat tant des d’'un punt de vista fonamental com probablement
també des d'un punt de vista aplicat.

El medi en qué aquest coliform fou aillat és constituit exclusiva-
ment per glucosa i sals minerals, dins les quals es troba el clorur amonic
com a unica font de nitrogen. Les caracteristiques taxonomiques posades
de manifest per nosaltres la situen dins el grup intermedi entre Escheri-
chia i Aerobacter. Com el primer, desenvolupa una fermentacié acid-mixt
dels sucres (roig de metil: positiu), pero com el segon, utilitza citrats com
a unica font de carboni i no produeix indol. Es Eijkman negatiu. Tot i que
la sistematica actual d’aquests grup ¢s subjecta a profunda revisi6, aques-
tes i altres caracteristiques situen el nostre coliform dins la definicié de
Citrobacter intermedium o E. intermedia.

La qualitat que fa destacar la E. intermedia C3 d’altres soques bacte-
rianes aillades amb el mateix medi és d’acumular aminoacids fora de les
ceHules durant el creixement. Una analisi sistematica d’aquest fet, no sola-
ment el posa ben bé¢ de manifest, siné que també ens ensenya que era una
propietat unica entre una s¢rie estesa d’altres bactéries assajades.

Els aminoacids segregats han estat valorats pel meétode de Seies i
CHAMBERS, basat en el complex colorejat de coure, soluble, que formen
els aminoacids en medi alcali. El complex format es passa a complex
d’alanina per unificar petites diferéncies dels diferents aminoacids, 1 es
llegeix 1'absorbiment a 620 m y, enfront de medi esteéril tractat de la ma-
teixa manera i que serveix com a zero. Pel fet que el coure també reaccio-
na amb el clorur amonic formant el complex coure-amoniacal, de color
blau igualment, ha calgut realitzar una correcci6 del color. Aquesta correc-
ci6 és possible perque en tot cas el color d'interferéncia degut a I'amoniac
és més petit que el degut als aminoacids, tot i trobar-se en una proporcid
netament inferior. No seria, en canvi, possible d’utilitzar altres metodes
colorimetrics com el que fa s de la ninhidrina.
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El creixement s’ha seguit per I'evolucié del pes sec determinat després
de centrifugacié i rentats a 4.000 r.p.m. i posterior assecatge a 105° C
durant 48 hores.

La proteina soluble (autolisi) s’ha determinat turbidimétricament, a

62



DOS TIPUS DE SEGREGACIO D’AMINOACIDS

PROTEINA SOLUBLE (N x6,25) gr/l.

go4o

0,050

goat

0,010

No AMINIC = M

PRODUCCIO I AMINOACDHS — mM /g%

—o— N AMINIC
e« mdoa— PROT SOLUBLE

‘P — A PES SEC 0,800
4700
30t 19e0
=2
0500 3
|
2 -0,4ao§
il o 0300}y
// T e e ‘__ @
T / S o RS U 0,200
. o T A P
[\;\/,.._..4/ . . *— 10,i00
0 —
.7 i
68 e 48 % 168 _homes 264
I FiG.2-a. 3  CONCENTRACIO DE NN AMINIC JURANT.
EL CREIXEMENT .
(C.cTM) (7974 DE CLNH,EN L MITJA)
v
l ——0— PRODUCCIO ANINOACIDS 440
i l —=¥— = % AuTous|
=
Q
\ 50
;Jz
wflo
\ &
8 2%
v g
S
41\ 3
X
o
4 : \ v 410
\ g e
2 ,Q - P Y
N °
ST g
u el o, _HomEs | 264
FlG.2-b 2 PROPUCCIO D'AMINOACIDS 1% AUTOLISI

620 m y, precipitantla amb acid tricloracetic gM en presencia de sulfat
amonic. A causa de I'infima quantitat existent no es pot valorar directa-
ment el nitrogen del precipitat. Per fer-ho s’ha actuat indirectament rea-
litzant un lisat, amb lisozima, de M. lysodeikticus i calibrant la relacié
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enterboliment-nitrogen per aquest lisat, i suposant, a causa de tractar-se de
lisats de bactéria total, que aquest calibrat sera valid també per a E. in-
termédia C3.

La produccié ens indica la quantitat d’aminoacids excretats per unitat
de material ceHular en cada punt de la corba. Aquest valor permet d’es-
timar la relacié entre acumulament d’aminoacids i increment del material
celular.

L’estudi de corbes analitiques com les que mostrem (fig. 1) posa singu-
larment de manifest, al costat de l’acumulament d’aminoacids durant el
creixement de Cg, I'alta producci6 relativa de proteina soluble i amino-
acids durant la fase de latencia. El fet que la produccié de proteina
soluble fos quelcom més preco¢ que la d’aminoacids i sempre paralela
a aquesta, aixi com la mateixa constancia del fenomen (estudiat en 20
soques diferents), sembla indicar que tot correspon a un procés auto-
litic de l'indoculum. Una estimacié quantitativa de la lisi partint dels
valors absoluts de la proteina alliberada permet d’arribar a la conclu-
si6 que en molts de casos més del 50 %, de I'inoculum és solubilitzat en el
medi.

Aquesta autolisi parcial de I'inoculum no és cap fet extraordinari,
perd potser poques vegades apareix com ara dins un resultat d'unes expe-
riéncies precises. Sigui com sigui, ens déna peu per a poder establir una
comparacié quantitativa amb el fenomen ulterior de segregacié d’amino-
acids per E. intermedia C3. En efecte: la relacié entre nitrogen d’ami-
noacids i de proteina en la fase de latencia d’E. intermedia C3 és d'1,5,
en tant que al final de la fase logaritmica és de 67.

En B. megatherium (C.C.T.M.) (Fig. 2) els valors respectius son de
3,5 1 10, molt més proxims, com passa amb les altres soques bacterianes
estudiades.

Com a conseqiiencia sembla logic de pensar que una relacié amino-
acids/proteina soluble molt gran ha d’ésser conseqiiencia d'una alliberacié
d’aminoacids sense gran influéncia de la solubilitzacié del protoplasma
bacteria. D’altra banda, aquesta hipotesi es troba amplament apuntalada
pel fet mateix de la importancia quantitativa del total d’aminoacids lliu-
rats cara a cara del creixement total, car, com veurem, poden arribar a
ésser del mateix ordre. Finalment, el fet que aquest nitrogen aminic
d’E intermedia C3 sigui constituit fonamentalment per un parell d’ami-
noacids, com també mostrarem de seguida, acaba per fer-nos excloure l'al-
ternativa que fossin el resultat d’autolisi.

Aquest acumulament d’aminoacids en el medi pot ésser practicament
suprimit sense afectar el creixement d’E. intermedia C3, si hom abaixa
la concentracié de clorur amonic a valors de 'ordre d’1 gr/1. Sén condi-
cions que disminueixen molt la segregacié d’aminoacids, sense arribar a
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anuMar-la, el creixement anaerdbic i també un fort aireig. Aquest ultim
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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tacié i d’aireig. Un gran aireig arriba a inhibir més el fenomen que una
total anaerobiosi.

Han estat trobats efectius per a incrementar la segregacié d’aminoacids,
la neutralitzacié continua del mitja amb carbonat calcic, I'increment de
concentracié de clorur amonic fins a 14 gr/1, juntament amb un grau
d’aerobiosi que representi 0,07 mM o,/1 min.

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

El procés de produccié d’aminoacids és portat a terme utilitzant un
inoculum de 48" a go° C en medi liquid amb 47 gr/1 de clour amonic.

El volum d’aquest inoculum o, més exactament, la quantitat de ma-
terial ceHular inoculat afecta en primer lloc el creixement total. Inoculs
creixent (fig. g), fins a 1.100x 10~* gr/ml medi augmenten progressiva-
ment la velocitat de creixement fins a arribar a un mateix creixement final.
Quantitats superiors a 1.100 x 10—° gr/ml medi no solament disminuei-
xen la velocitat de creixement, siné que hi ha una limitacié progressiva
del creixement total.

Els valors més grans de produccié d’aminoacids s'obtenen (fig. 4) per
un inoculum de 1.050 x 10=° a 1.100 x 10~° gr/ml medi, precisament
per aquells valors en que el creixement i la seva velocitat sén maxims,
1 el que és notable d’aquest fet és que tant per sobre com per sota d’aquest
valor s'obtenen acumulaments d’aminoacids destacadament inferiors i prac-
ticament independents del volum de I'inoculum.

Aquests fets ens han fet pensar que hi ha dos processos diferents a
través dels quals E. intermedia C3 pot acumular aminoacids durant el
creixement, un de baixa produccié i un altre d’alta produccié. 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, préevia purificacié total per pas a través d’'una reina
d’intercanvi cationica forta. Podem observar les cromatografies obtingudes
en baixa (fig. 5) i alta (fig. 6) producci6. Els aminoacids han estat identi-
ficats com: 1, alanina; 2, acid glutamic; g, acid aspartic; 4 i 5, aminoacids
basics. La contribuci¢ relativa de cada un d’ells al valor total de nitrogen
aminic s’ha realitzat per extraccié de la taca amb acetona-aigua i lectura
de la seva absorcié a 570 my, comparant amb l'extincié del total de totes
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les taques. En la baixa produccié el percentatge d’alanina és del 44 9,
mentre que en l'alta és d'un 71 9%,. Tant la diferent distribucié dels ami-
noacids en baixa i alta producci6 (figs. 5 i 6), com la diferent proporcié
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entre ells, aixi com la gran diferéncia quantitativa total, ens aboquen a
considerar-ho com dos processos bioquimics diferents.

Una analisi prou meticulosa com la portada a terme anava encaminada
primordialment a poder establir unes condicions de treball en les quals
I'acumulament d’aminoacids arribés a ésser un procés susceptible d’apro-
fitament a escala industrial. Els dos aminoacids segregats en major quanti-
tat, més del 809, conjuntament, sén I'alanina i l'acid glutamic, tant 'un
com l'altre avui d’interes economic.

No obstant aix0, I'analisi d’aquest fenomen té un altre vessant. La
Taula I representa un balang del nitrogen sota les condicions d’alta pro-

TAULA T

BALANC DL MTROGEN™ DURANT EL CREIXEMENT DE L. sk mediaC3
EN CONDICIONS D'ALTA PRODUCCIO

_Homgs MITJA AMINOACIDS SEDIMENT PROTEINA JOTAL, A
° 232 _ — S 272 =

24 267 1,#5 2,57 0,20 274,5 -5
48 26% 228 2,54 0,23 270,— -2

96 254 12,25 4,06 0,20 270,2 -18

168 246 14,25 3,72 0,350 264,35 -107

¥ TOTS els walors en mM de
MTROGEN

duccié d’aminoacids en E. intermedia C3. Aqui es pot veure que del ni-
trogen assimilat un %4 9, torna al medi sota la forma d’aminoicids, la
qual cosa representa que el rendiment metabolic disminueix profundament.
Aix0 ens ha fet pensar que en E. intermedia C3 pot fallar un mecanisme
fonamental de regulaci6. Si era aixi, aquest organisme podria resultar
molt apropiat per a investigar el mecanisme de regulacié que en els casos
on no hi ha produccié domina la situacio.

L’acumulacié anormal d’aminoacids comporta dos problemes diferents:
en primer lloc, el de la sintesi a partir dels substrats externs que supor-
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Fi6. 5. — Aminoacids segregats al
llarg de baixa produccié per E. inter-
media Cg.

1: alanina — z:  acid glutamic —
g: acid aspartic — 4 i 5: aminoacids
basics.

Fi. 6. — Aminoacids segregals al
llarg d’alta produccio per E. inter-
media Cs.
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ten el creixement bacteria; d’altra banda, els factors que condicionen el
fet que s’acumuli, que cal logicament cercar en un mecanisme de sobrepro-
ducci6 o en un altre de subutilitzacié. En aquest darrer cas existeix 'evidén-
cia de la intervencio6 de sistemes de regulacio, ja que la composicié d’ami-
noacids de la fraccié acid-soluble és normalment independent de la com-
posicié del medi i de la mateixa velocitat de creixement. Per tant, la
sobreproduccié o la subutilitzacié poden mirar-se més aviat d’'una manera
general a través d'una fallada dels anomenats mecanismes.

Altres investigacions portades a terme en el mateix Departament han
posat clarament en evidéncia que la segregacié d’alanina i d’acid glutamic
en E. intermeédia C3 son degudes a un fenomen de mutacié genética con-
trolat per un sol gen, el qual, no essent subjecte a seleccié en el medi
de desenvolupament, es troba en equilibri mutacional. Actualment ens
esforcem per lligar el fet dels dos tipus de produccié d’aminoacids amb
aquests mecanismes genetics.
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