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DISCURSO INAUGURAL DEL CURSO 1954-1955

por Mariano TOMEO LACRUE

Vicepresidente de la Academia

Excmo0. SENOR PRESIDENTE; ExcM0S. E ILM0OS. SENORES:

SENORES ACADEMICOS; SENORAS Y SENORES:

La preparacion del trabajo inaugural de las tareas anuales de la Aca-
Gemia es una obligacion estatutaria cuyo cumplimiento en este curso me
ha correspondido realizar.

Trataré de hacerlo a base de un tema que despierta general atencion,
si bien fundada ésta, principalmente, en manifestaciones energéticas con
aplicacion bélica. Junto a las consecuencias inmediatas de tal indole se ha
difundido también el conocimiento de reacciones consecutivas al fenémeno
provocado y la persistencia de efectos radiactivos por parte de los pro-
ductos liberados. §

La consecuencia mas notable de toda reaccion nuclear es la, produccion
de una enorme cantidad de energia —que mas adelante puntualizaremos—,
fenémeno fisico derivado de la transformacion fisico-quimica de elemen-
tos aptos para su fision, cuya extraccion, separacion y purificacion requie-
ren operaciones y procesos, donde la tecnologia quimica, tanto en su as-
pecto quimico como de ingenieria, tienen oportunidad indeclinable para
hacer posible y practico el empleo de la energia nuclear.

Afortunadamente, se han advertido pronto las orientaciones destructi-
vas a que puede llegarse en este sector de estudios, y digo afortunada-
mente, porque la contemplaciéon de un camino con horizontes de pesadilla
estimula mas y mas la puntualizacion de medios por los cuales se ase-
gure la feliz utilizacién de cuerpos de comportamiento singular para la
producciéon de energia, trocandose aquellos horizontes de pesadilla en ho-
rizontes de fantasia, cuya vision serena, derivada de las razones que he
procurado reunir, llevan a consecuencias consoladoras para hacer frente
a un futuro con sus crecimientos de poblacién; con sus demandas alimen-
ticias; con su hiperdesarrollo industrial; con todas las exigencias y refina-
mientos de nuestra época y de las que le sucedan. No voy a hablar, pues,
de explosivos, sino de combustibles; no de bombas, sino de reactores, y de
sustituir la estampa de ciudades destruidas y de atolones pulverizados,
por la del nacimiento de multiples centrales generadoras de energia eléc-
trica, y de toda la gama de aplicaciones ilimitadas que se abren ante la
consecucion de fuerza abundantisima, de costo actual ya atractivo, y fran-
camente bajisimo, si se solucionan ciertas cuestiones, en especial de ca-
racter quimico-técnico.
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La discusion de estas posibilidades ha de ser, por ahora, incompleta:
en parte, por carencia de informacion pertinente (1); en parte, por la exis-
tencia de lagunas en su conocimiento y experiencia, defecto el tltimo a
suplir por el esfuerzo demandado de fisicos y quimicos a que antes aludi.

Dos aspectos fundamentales han de considerarse si la energia proce-
dente de fisiéon nuclear ha de competir econémicamente con la de origen
hidraulico o la producida por los actuales combustibles sélidos, liquidos
y gaseosos. Son los siguientes:

1.° Desarrollo de un proceso quimico eficiente y barato para la con-
centracion y purificaciéon de combustibles nucleares y para la limpieza y
reutilizacion del producto restante en los aparatos.

2.° Construccion de reactores duraderos y relativamente poco costosos
donde la escision nuclear pueda ser controlada, y la energia que asi se
origine se transporte y utilice exteriormente en la produccién de fuerza.

La Comisién Americana de Energia Atomica ha dado referencias de
los principales tipos de reactores nucleares, en sus comunicaciones de
1953 sobre tecnologia de los mismos, y su realizacién se ha industrializado.
Sin embargo, y de forma analoga a lo ocurrido con toda suerte de apara-
tes en industrias bien conocidas, es mas interesante la referencia biblio-
grafica y posible consulta del modelo, que su descripcion minuciosa, some-
tidos siempre los mecanismos a continuos cambios, de manera especial
en nuestro caso.

Salvamos, por tanto, este capitulo, por ser de mayor importancia en
su fundamento y, en verdad, mas necesitados de precisién en sus traba-
jos, los referentes al punto primero sobre preparacién de combustibles
para estos reactores y tratamientos de los minerales de donde proceden.
Las fases que comprenden son:

a) Extraccion de uranio y torio de sus yacimientos.

b) Purificacion de los mismos.

¢) Separacion de is6topos.

d) Separacion de productos restantes en el aparato o subproductos.

Al igual que se estudian las distintas clases de carbén y las diversas
fracciones del petréleo para aplicarlas en una u otra forma, asi se efectiia
la separacion de distintas porciones de los cuerpos primitivos o de los
restantes en la primitiva reaccién para deducir los posibles sistemas de
trabajo, reciclaciones factibles, consumo de materias y productos restan-
tes. Todo ello puede presentarse ya, con cierta sistematica favorable a una
orientacién economica, y al par, a la fijacion de puntos sobre los que es
preciso insistir experimentalmente. Para un mejor desarrollo de los aspec-
tos quimicotécnicos dichos haremos un resumen de fenomenos fundamen-
tales.

(1) Discurso pronunciado con anterioridad a la Conferencia Atémica Internacional de Ginebra (agos-
to 1955).
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CICLO DE TRANSFORMACION
en PLANTAS DE ENERGIA NUCLEAR

COMBUSTIBLES NUCLEARES

Los tres isotopos fisionables o escindibles, utilizados como combustible
en los reactores nucleares, son: uranio-235, plutonio-239 y uranio-233.

El uranio-235 se encuentra en estado natural, acompanado de 140 par-
ies de uranio-238, mientras el plutonio-239 y el uranio-233 son combusti-
bles, en cierto orden autoformados, como is6topos producidos por la ab-
sorcion de neutrones en uranio-288 y torio-232, respectivamente.

Las propiedades nucleares de estos isétopos, importantes para su apll—
cacion en reactores, se retinen en la Tabla siguiente:

Combustibles: U-235 Pu-239 U-233
Origentasaor o e meliilee o o Natural U-238 Torio
Neutrones producidos por neutron

absorbido:
S REEINICOS. 5 st st e S o 2,11 1,94 >2
Rapidos 3t maite i iaslo i i >2 >2

Seccion eficaz de absorcion de neu-
trones (expresada en barns):
TR EEINICOS, o e SRS R e per et 650 1.025
RAPTAOS: -t s o set e e e il Pequena Pequena

El ntimero de neutrones producido por cada neutrén absorbido, indica
si es posible el desdoblamiento nuclear. Si dicho numero es mayor que 2,
puede, tedricamente, proyectarse un reactor para producir un franco ex-
ceso de material fisionable sobre el necesario para conservar en marcha
el aparato. Este producto, naturalmente, ha sido engendrado por el pri-
mitivo. Cuando un atomo fisionable absorbe un neutrén y produce dos,
uno de éstos es destinado a compensar el neutréon absorbido, y el otro se
aplica a producir un segundo atomo .de material escindible para compen-
sar el destruido.

En reactores térmicos el desdoblamiento es tedricamente posible con
uranio-235 y uranio-233, pero no con plutonio: en los rapidos es posible
con uranio-235 y con plutonio.

Un reactor rapido es aquel en el cual los neutrones se desplazan con
rapidez proxima a la adquirida en el momento de la fisién (54 x 10% km./h.),
siendo, por ello, pequena la probabilidad de que un neutrén sea absorbido
por el atomo a transformar y, por tanto, igualmente, la fijacion en la sec-
cion eficaz de choque o crucial, medida de dicha probabilidad.
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En un reactor térmico los neutrones son retardados hasta encontrarse
en equilibrio térmico con el material del reactor, teniendo desplazamientos
proximos a los 9.000 km./h. Con menor velocidad, la absorciéon de neu-
trones en la seccién crucial es mucho mayor que en el otro tipo de reac-
tores y, de acuerdo con las dimensiones de aquélla, es mayor en el plu-
tonio que en el uranio-235.

Cuanto mayor es la seccidon crucial, tanto menor es la carga requerida
de combustible nuclear para mantener el proceso de fision. Esta cantidad
o masa critica es menor para el plutonio que para el U-235 en los reac-
lores térmicos, y mayor para todos en los reactores rapidos. Para éstos
se precisan concentraciones elevadas de combustible nuclear cuya dilucion
tiene tolerancia muy limitada. Seguin las propiedades nucleares de los com-
bustibles empleados se tienen efectos determinantes del ciclo que es fac-
tible en el reactor.

CICLO PRIMARIO DEL COMBUSTIBLE URANIO y

El tipo de reactor nuclear para produccién de energia que ha recibido
mencién mas destacada en recientes comunicaciones, es el reactor térmico
alimentado con uranio normal o con uranio ligeramente enriquecido en
U-235. Si los neutrones son aminorados en su desplazamiento mediante
agua pesada, el uranio natural conteniendo 0,72 % de U-235, es usado
como combustible, en tanto que si se utiliza el grafito como moderador,
resulta ventajoso el empleo de U-238 conteniendo, aproximadamete,
1 % de U-235.

Para reducir el costo del combustible y minimizar el proceso quimico,
se ha propuesto un ciclo en el cual el uranio natural o modificado tenga
tanta duracion en el reactor cuanta sea necesaria para mantener la reac-
¢ién en cadena, de fision nuclear, siendo entonces descargado y sustituido.
Aun cuando la informacién es incompleta, puede calcularse la carga de
combustible uranico que debera ser quemada en el reactor para que dicho
ciclo se cumpla. Para ello podemos suponer que el reactor térmico esta
cargado con uranio -conteniendo 1 % de U-235 y que la operacion se
inicia con carga de combustible correspondiente a su masa critica y pro-
duce un atomo de plutonio por atomo de U-235 destruido. En estas con-
diciones, de los 2,11 neutrones producidos por cada neutrén absorbido,
uno es absorbido por U-235, otro por U-238 y 0,11 neutrones quedan li-
bres, bien para actuar sobre otros elementos o perdidos en el reactor.

Una representacion grafica (Fig. 1) donde se indique la marcha de la
combustién llevando en el eje de abscisas el porcentaje de combustible
convertido en productos de fision, puede darnos idea, con escala situada
en el eje izquierdo de ordenadas, de los cambios de concentraciéon de U-235
que se consume y Pu-239 que se produce, a medida que la operaciéon avan-
za, mientras que la escala derecha de ordenadas permite la apreciacién de
los Mw-dia producidos. Como el calor de fision del U-235 y Pu-239 es pro-
ximo a 0,9 Mw-dia/gr., la conversiéon de 1 % de combustible en productos
de fisién corresponde a 9 Mw-dia por Kg. de aquél.
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A medida que la irradiaciéon progresa, el U-235 es consumido decre-
ciendo exponencialmente su concentracion, sin que la reaccién lo rege-
nere. Al mismo tiempo se forma plutonio por. absorciéon de neutrones
en U-238. La concentracion de plutonio aumenta al principio mas rapida-
mente que disminuye la de U-235, y después en forma mas lenta hasta que

CAMBIOS DEL COMBUSTIBLE URANIO
EN CONCENTRACION Y REACTIVIDAD
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el propio plutonio comienza a escindirse. La concentracion final del Pu
alcanza, aproximadamente, el 0,6 %, consumiéndose entonces tanto como
se produce.

La consecuencia de tales cambios de concentracion o “reactividad nu-
clear” puede representarse también graficamente, con interesante inter-
pretacion. Se designa por “exceso de reactividad” la relacién entre la dife-
rencia de neutrones producidos y consumidos por el elemento combustible
vy los neutrones consumidos por el material fisionable existente en él, a
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ia carga del reactor. El exceso de reactividad, medio, de la carga completa
de un reactor debe ser mayor que 1 para que la reaccién de fision pro-
siga, esto es, para que se conserve la combustion. Inicialmente dicho exceso
crece, debido a la produccion de Pu y a su mayor seccion crucial. Al esta-
bilizarse la concentracion de Pu, la reactividad comienza a descender, y
asi continta al absorber neutrones los productos de fision. Cuando el com-
bustible transformado es el 0,6 %, el exceso de reactividad ha llegado a
cero, y a 0,97 % lo hace el exceso medio (area B igual a area A).

En un reactor con carga definida (tipo horno o quemador) donde toda
la carga es uniformemente irradiada y tiene la misma reactividad, es im-
posible rebasar el punto en que esa reactividad o su exceso es (; por con-
siguiente, en estos casos no sera posible convertir mas que el 0,6 9% del
combustible en productos de fision, ya que aquél no puede seguir soste-
niendo la reaccion nuclear. En cambio, si el reactor o quemador es de
alimentacion constante, es decir, que el combustible circula a su través
como la capa uniforme de carbon en una rejilla alimentadora para gene-
radores de vapor, es tedricamente posible aumentar la utilizaciéon del com-
bustible hasta que el 0,97 9% del mismo se haya convertido en productos
de fision. En este caso, el combustible con todos sus grados de irradiacion
y transformacion consiguiente, desde el producto fresco o reciente hasta
el residual equivalente a la escoria, pero con utilizacién, se encuentra pre-
sente en el reactor al mismo tiempo, y el exceso de reactividad inicial
junto a la deficiencia de reactividad subsiguiente, con lo que el combustible
vive en el reactor hasta que su exceso medio de reactividad es cero. La
energia producida en este caso es del orden de 8,7 Mw-dia por kg. de com-
bustible, cifra algo menor respecto a combustible transformado que en el
tipo de quemador con carga fija, pero mas interesante en cuanto a ren-
dimiento de combustible aprovechado. Este sistema de irradiacién provoca
averias en la parte mecanica, aspecto sobre el que se trabaja intensamente
para llegar a su aplicaciéon industrial.

Supuesto que la consecucion de ese objetivo ha de lograrse, es intere-
sante calcular cuanto uranio se consume en un ciclo-como el desecrito, por
unidad de energia eléctrica producida. La transformacién uranica tiene
lugar segun el esquema (Fig. 2) y sus cifras estdn calculadas para la
produccion de 100 Mw. Si el rendimiento térmico lo ciframos sélo en
25 %, las cifras a calcular se referiran a 400 Mw., y supuesto el régimen
de produccion a base de 8,7 Mw-dia por kg., resulta que el reactor debe.
cargarse cada 24 horas con 46 kg. de uranio. De acuerdo con el ciclo re-
sumido, se producen 445 gr. de productos de escision, existiendo en el
combustible residual 0,32 9 de U-235 y 0,53 9, de Pu. Para cargar diaria-
mente el reactor con 46 kg. de uranio, conteniendo 1 % de U-235, es
necesario disponer de una planta de separaciéon de isotopos capaz de tra-
bajar 78,2 kg. de U natural, con el fin de que el uranio excedente en la
misma (32,2 kg.) tenga la misma concentracion en U-235 que el com-
bustible residual del reactor. En este sistema, por tanto, la producecion

0=

=

1
|

) >
q

i
¥

;

3

g




I
.

)

O U TR CA L r i O3 NSRRIk G A N e U HC =L 8 B AT R

de Kwh. requiere 78,200/100 ¢ 24.000 = 0,033 gr. de uranio natural. Un
costo para éste de 75 $ el Kg. equivalente a 3.000 pesetas, nos da el Kwh.

en 300/8,7 X 24.000 = 0,014 pesetas, es decir, menos de 1,5 cts. por

Ewh. A este costo han de agregarse los de las fases mas quimicas cua-
les son los procesos de purificaciéon hasta que el mineral llega a la planta

de separacién de is6topos y los que en ésta se precisan hasta conseguir

material apto para la carga del reactor. Los gastos necesarios para sepa-

CICLO PRIMARIO DEL COMBUSTIBLE URANIO

(URA NIJ O ECN TR SUAEC DO
. COMB.RESIDUAL
' COMB. DEL REACTOR KGJ/D. %
U NATURAL === 05 AEALTOR
SRSt (U ENRIQUECIDO) U-235  D0.148 032
KG,/D. % KG./D. % U-238 45163
u-235 0563 072 u-235 046 10 Pu 0245 053
u-238 77637 U-238 4554 PF. 0.445 097
P82 ol ANTA DE 46.0 6.0 /
- SEPARACION BEACTOR i
DE ISOTOPOS
i
l CALOR | 400 MW.
U AGOTADO TPLANT'S
S ikab % AANSFOR,
u-235 0403 0.32 RENDS 25%
u-238 32.097
32.2 ENERGIA 1 100 MW.
File. 2.

var las fracciones del combustible residual han de considerarse frente a
ios resultados producidos por la utilizacion de cada una de ellas. Tene-
mos un ejemplo en la fase que sigue.

@ ICLO SECUNDARIO O RECICLACION DEL PLUTONIO.

El residuo del ciclo anterior para la carga dicha contiene 244 gr. de Pu
que, separados de aquél, pueden volver al aparato y reducen considera-
blemente la carga del combustible uranico. En efecto, el uranio natural

que ha de ponerse en el reactor para que mezclado con el Pu residual

tenga la reactividad media del uranio enriquecido con 1 9% de U-235,
son solo 21 kg. en vez de los 78 del ciclo primario; por consiguiente, el
costo del Kwh. queda por debajo de 0,5 cts. Podria efectuarse, segtin
s¢ ha apuntado, una separacién de productos en el residuo, mas no
resulta absolutamente necesaria para la reutilizaciéon del Pu, toda vez que
el conjunto en que aquél se encuentra —mezcla de U-235, U-238 y pro-
ductos ‘de escision—, puede producir en su nueva ciclacién una cifra
de los ultimos equivalente a 2,08 % del nuevo residuo, superior, por
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consiguiente, a la inicial, y justificativa del empleo de la mezcla, todo
ello con las reservas que requiere la informaciéon fragmentaria que uti-
lizamos y su base para calculos.

Los datos anteriores vienen resumidos en la figura 3.

CICLO SECUNDARIO DEL COMBUSTIBLE URANIO

(PLUTONIO CON URANIO NATURAL)

PLANTA DE
SEPARACION —————
QUIMICA | RESIDUOS

PLUTONIO COMB. RESIDUAL

136 G. /D. KG./D. %
u-235 0.014 0.067
U-238 20.755

Pu 0136 0.635
P'E _0.445 2.08

21.35 Ve
PLANTA
COMB. DEL CALOR
REACTOR |——-——b= TRANSFOR,
REACTOR 400 MW | o oE peNp, |ENERGIA T00MW
U NATUBAL
KG. /D % k
u-235 0154 072 : li
u-238 21.196 -
21.35 :
Fle. 3.
> ) SES
(OTROS CICLOS POSIBLES K

Dentro del tipo de generadores térmicos puede considerarse un ciclo
a base de Thorio y U-233, en sustituciéon del sistema precedente formado
por U-238 y Pu. El proceso que ahora se propone es teéricamente posible
en cuanto al numero de neutrones y su conservacion, supuesto, 1.°: Que
las propiedades nucleares del U-233 sean analogas a las de U-235; 2.°: Que
se produzca un atomo de U-233 por cada otro destruido, y 3.°: Que la pér-
dida de neutrones sea del tipo 11 %, como en el caso del reactor cargado i
con 1 % de U-235. En estas condiciones el ciclo puede desarrollarse como
en el caso 1.2, (Fig. 4) con la ventaja de ampliar el numero de materiales
escindibles o “combustibles nucleares” y de consumirse en cada ciclo de
este tipo s6lo 445 gr. de Th saliendo del reactor una cantidad igual de pro-
ductos de fision.

El éxito y eficacia de tal sistema radica en una separaci6n quimica
economica de los productos residuales para reciclarlos con adicién en el
reactor de la cantidad dicha de Th y reutilizacion del U-233, en su plena g
proporeion. :
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También se ofrece como de gran interés para el caso de reactores ripi-
dos el sistema U-238, Pu con la renovacién por ciclo de solo 445 gr. de

CICLO DE REACTOR TERMICO
(T olR o = 33 )

COMBUSTIBLE
DEL REACTOR
KG./D.
U-233 07 (1.52%)
Th 45.3
46.0 ::PQ:AZIOAN PRODUCTOS
DE FISION 445 G,

QUIMICA
COMB. RESIDUAL
X6. /D.
P.FE 0.445
uU-233 0.700
Th 44.855
46.0
PLANTA
CALOR
s NSFOR.
HEACIOP 400 MW ;ZQD.SZSO'HA ENERGIA 100 MW
TORIO
445 G.
Fle. 4.
CICLO DE REACTOR RAPIDO
GEEPS LR U TS OSSNSO == 72 81)
u- 238
0.445 KG./D.
PLUTONIO [ 0.447 KG. /D.
u-238 =
iy U-238 44.253 KG./0. 1
REACTOR :b:l‘”‘;
_—
AUXILIAR | Pu 1 % nzsnﬂ&c.
PRODUCTOS
: DE FISION
NEUTRONES| 1.9 G. /D.
n o 0:445 K./b.
REACTOR RLANITA
PRAL, DE f———m
Pu 22.25 KG./D.| PRINCIPAL | PR 2 %, SEPARACION
I\ l
CALon" 400 MW

PLANTA
TRANSFOR.

o
25 % REND. | pNERCIA 100 MW

FlG. 5.

U-238, obteniéndose otros tantos de productos de fisiéon. El esquema de este
ciclo aparece en la fig. 5. La diferencia respecto al primer caso estudiado
es la de una disminucion de tal importancia en la cifra de uranio, que
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bien puede decirse que el costo del combustible es totalmente despreciable
en el caleulo del costo de la fuerza producida. Con cifras analogas a las
presentadas anteriormente no se llega al orden de las milésimas de peseta
por Kwh. Para realizar este proceso son precisos dos reactores, equivalien-
do a las dos fases primaria y secundaria, que hemos descrito. El reactor
que pudiéramos llamar primario, alimentado con Pu produce neutrones
con la velocidad necesaria para que actien en el reactor secundario, ali-
mentado con U-238, en forma tal que sea necesario solamente la adicién
en éste de la pequena cantidad de U dicha, 445 gr. Bien se ve donde radica
aqui la mayor complicacién del sistema, y es la de necesitar dos plantas d=
separacion, una para cada reactor.

ESTUDIO QUIMICO DE LOS
COMBUSTIBLES NUCLEARES

El comportamiento nuclear de fision y generaciéon en un reactor ra-
pido ha sido francamente demostrado en el orden experimental; su posi-
bilidad econémica para produccién de energia comercial depende hoy,
puede decirse, no de aspectos fisicos bien probados ya, ni aun de cues-
tiones mecanicas o constructivas de los reactores, sino de los problemas
(quimicos que plantea la recuperacion de subproductos para reducir al
1minimo el consumo de combustible, asi como la preparacién primitiva de
este en las debidas condiciones.

Las fases quimicas cuyo estudio y situacion actual resumiremos, afec-
tan a los tres aspectos fundamentales para el aprovechamiento de la ener-
gia nuclear, que en su orientacion pacifica podemos calificar de industria
fisicoquimica. Tales aspectos son:

A) EIl uranio y torio, combustibles nucleares hasta ahora utilizados,
han de ser beneficiados de sus minerales con el mayor rendimiento y con
ia mayor pureza posibles.

B) Los isétopos utilizados como activadores y como moderadores, han
de ser producidos y separados en las condiciones dichas para los combus-
fibles iniciales. Tales son los casos del U-235 y del deuterio.

C) La abundante serie de productos de fision, que queda como resi-

duo, ha de ser trabajada para la separacion de los distintos cuerpos que
la forman, con aplicaciones radiactivas importantisimas.

A) 1.— YAciMIENTOS DE URANIO Y TORIO

Clasificados en primarios y secundarios, son aquéllos los formados por
Jos minerales de U, pechblenda y uranita y por el de Th, monazita.

Su riqueza minima se estima en 2 %, existiendo tipos de 5-8 y hasta
30 % en el metal interesante, j

Los secundarios, carnotita y autunita para el U y torianita para el
torio, tienen riquezas de 0,2 a 2 9.
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Como depositos de U con riqueza de centésimas por 100 existen gran-
des disponibilidades en materiales diversos (arenas auriferas, rocas fosfa-
tadas y pizarras bituminosas).

Por la prospecciéon y busqueda de estos minerales o depésitos, se acusa
su existencia en regiones muy diversas, siendo particularmente ‘impor-
tantes los yacimientos uranicos del Congo belga, Canada, Colorado, Checo-
eslovaquia y Siberia, y los téricos de India y Brasil,

Las arenas auriferas surafricanas, los fosfatos de Florida y los esquis-
{os bituminosos de Suecia, EE. UU. y Rusia, son objeto de investigacion
intensa.

En Espana contamos con yacimientos de carnotita y monazita.

2. — BENEFICIO

a) Extraccion. — Los sistemas aplicados con mas éxito para la extrac-
cién del uranio en sus minerales han sido la cianuracién y el tratamiento
por acido sulftirico. :

El primero, de caracter mas selectivo, se aplica igualmente a los resi-
duos de obtencién del oro, siendo las arenas auriferas, en opinién de BAIN,
¢l mas amplio y facil origen de uranio industrial. Su bajo porcentaje es
el principal problema quimico, aliviado econémicamente porque la opera-
cion exftractiva del uranio puede ser compensada por las condiciones de
frabajo planteadas para la extracciéon del oro, producto principal del tra-
tamiento.

El proceso a base de acido sulfurico tiene la dificultad de los grandes
tonelajes a tratar y la probable accion sobre constituyentes basicos del mi-
neral. Si estos otros productos tienen su valor directo, la extraccion de
uranio y torio derivara hacia manantiales mas complejos, que al suminis-
trar, bien productos mas valiosos que nuestros metales o subproductos
aprovechables, hagan posible su beneficio. Tal el caso anterior o el de las
rocas de Florida donde la recuperacion de uranio se desarrolla junto a
las industrias. de fertilizantes.

Todavia con mayor importancia por su volumen y por sus condiciones
simultaneas se nos ofrece la extracciéon de combustibles nucleares de las
enormes reservas de pizarras bituminosas, problema de aprovechamiento
que es un efectivo desafio a la ingenieria de minas y a la ingenieria qui-
mica de la Era atémica. El vencimiento de dificultades es un verdadero
empeno para cambiar las condiciones de explotacién de estos minerales,
boy interesantes por su riqueza carbonosa y por su azufre, para pasar
manana ambos aspectos a la categoria de subproductos, ante la valoracién
del uranio. Ya en 1947 se consideraba posible la produccién de U de los
excelentes esquistos suecos por cifras alrededor de 2.400 pesetas Kg. Si
este bajo precio puede sostenerse, no es de temer la utilizacion de com-
bustibles nucleares con costo razonable. Una central de energia nuclear de
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100 Mw. a base de estos combustibles consumiria unos 170 Kg. de uranio
por ano. Es ‘evidente que si los problemas nuclear y quimico del generador
pueden resolverse economicamente y si el U se extrae al precio de 60 $
por Tm. o poco mas, no faltara combustible barato para las plantas de
energia nuclear.

La prospeccion de torio ha sido menos intensa que la de uranio y, en
general, menores los estudios experimentales. Las arenas monaciticas y
los fosfatos son tratados en forma semejante a los minerales de uranio,
pudiendo decirse que las reservas de torio son también. extensas y, com-
parativamente, de mas elevada concentracion que las de uranio.

b) Purificacion. — Directamente a partir de la pechblenda pueden
obtenerse por tratamiento nitrico, los correspondientes nitratos, con sepa-
racion de la ganga. Los nitratos obtenidos solubles en agua precipitan por
adicion de sulfturico, sulfatos insolubles como los de Pb y Ra. Aqui co-
mienza la purificacion neta en forma semejante a la extraccion aplicada
para los produclos de fisiéon, que luego veremos.

La extraccion con éter permite separar el nitrato de uranilo, de otros
como los de Fe, Mn y compuestos de B, que persisten solubles en agua.
Separado el exiracto etéreo puede eliminarse el disolvente y. solubilizarse
de nuevo en agua el nitrato de uranilo, de cuya solucion se precipita el
letroxido de U con perdxido de hidrogeno. Por el calor y con hidrogeno
¢s reducido a tri y bidxido, y por tratamiento con fluoruro de hidrégeno,
gas, es convertido en el tetrafluoruro correspondiente. El haluro se reduce
a metal por medio de calcio en reaccion termitica. Las ultimas etapas,
tanto por la naturaleza de los reactivos como por su manejo y costo, sena-
lan las dificultades de produccion del metal puro.

Un proceso similar es empleado para la purificacion del torio.
B) SEPARACION DE ISOTOPOS

La exposicién de fundamentos que hemos realizado y la presentacién
de tipos de reactores y ciclos posibles permite concluir que se siguen dos
tendencias cuyo fundamento, evidentemente, es la fision nuclear, reali-
zada o a expensas de una composicion de combustible adecuada para ello
por la-presencia de porciones de U-235, o a base del empleo de U natural
y la accion de neutrones con velocidad amortiguada, mediante moderado-
res como el agua pesada que obligan a disponer de deuterio.

La primera, en forma general, puede decirse que es la orientacion ame-
ricana; la segunda, la europea: aquélla, inclinada hacia reactores mas ra-
pidos, y ésta, hacia el tipo térmico.

La alternativa se presenta hoy entre la preparaciéon de U-235 y de deu-
terio, y el costo relativo de los dos procesos ha de influir en la eleccién de
sistemas junto a los resultados de las fases posteriores.

a) Separacion de U-235.— El proceso seguido para la concentracion
de U-235 es el de difusion gaseosa, sobre el cual y su costo hay referencias
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muy incompletas. La aplicacion del U-235 a fines militares hace previsible
que plantas preparadas para la produccion de este cuerpo concentrado se
puedan adaptar facilmente a la de uranio ligeramente enriguecido en dicho
is6topo. Sin embargo, es también previsible que la fase de la industria
nuclear a que ahora nos referimos, quedara por algin tiempo en el orden
estatal.

b) Separacién de deuterio.— Mas conocida la tecnologia de este iso-
topo, es por ello también apreciada la necesidad de disminuir su costo:
el Kg. de agua pesada se calcula en unas 7.000 pesetas.

La separacion de deuterio y formacion de agua pesada puede realizarse
segun dos grupos de procesos: desfilacion y doble descomposicion.

La primera se verifica a partir de agua, de amoniaco o de hidrégeno.
La segunda tiene como materia fundamental el agua, sometida a la aceién
de una corriente de hidrégeno, concentrado en deuterio, o de una corriente
de cloruro de deuterio. i

Segun los respectivos esquemas:

S H,O0 —. HDO.
Destilacion: ( NH; — NH,D.
\) H, — HD.

( H,O - HD — HDO - H,

Doble descomposicion: | H,0 + DCI L> HDO - HCI

se obtiene directamente agua pesada en los dos procesos de descompo-
sicion y en la destilacion de agua. La destilacion de H, nos da hidrégeno-
deuteriado que también puede separarse del amoniaco deuteriado obte-
nido en la correspondiente destilacion, y ambos tipos de hidrégeno se ha-
cen actuar sobre agua normal para convertirla en pesada.

La base diferencial de las tres destilaciones son sus datos de volatilidad
y respectivas temperaturas de trabajo. La volatilidad relativa del agua
a 100° C es 1,017, valor bajo que obliga a utilizar grandes reflujos y un
gran niimero de platos separadores distribuidos en buen ntumero de co-
lumnas de gran capacidad de separacion para pequenas diferencias de pre-
siéon. Es un gran problema de ingenieria quimica.

El amoniaco tiene una volatilidad mayor (1,037) ¥ el inconveniente de
trabajarse a temperatura reducida, — 33° C. Ha de partirse, naturalmente,
de un amoniaco a muy buen precio, lo que unido al bajo rendimiento,
60 toneladas de agua pesada por ano, para 600 Tm. de amoniaco/dia, hacen
poco recomendable el método.

La destilacion de hidrégeno viene favorecida por su alta volatilidad,
1,73, habiendo de trabajarse a pocos grados por encima del cero absoluto:
a — 253° C. Sin embargo, el empleo de hidrégeno liquido para destrozo
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o perforacién de grandes extensiones rocosas, ha provisto de practica in-
dustrial en el empleo de tales temperaturas, y aun cuando la proporcion
de deuterio es pequena frente a la de hidrogeno, si el exceso de éste tiene
otras aplicaciones industriales, puede calificarse a la destilaciéon de hidro-
geno como la mas inmediata a la produccion de agua pesada a bajo precio.

Una corriente de la mezela hidrégeno-deuterio asi obtenida actuia sobre
agua normal para producir agua pesada. Asi se trabaja en instalaciones
inglesas, noruegas y americanas.

La reaccion tiene lugar cataliticamente en fase gaseosa y se verifica
en un equipo de reactores, dispuesto en contracorriente (Fig. 6).

CICLO DE TRANSFORMACION

(HIDF\OGENO—»DEUTEHIO)
S A D

A G UA —AGUA PISE A
0.040 % D. 0113 % D.
r—_— 3850 MOLES r§sso MOLES T
| | l i
FLUJO DE |Hlto>l1inGENDO 1 | poal
VAPOR 0.010 % D.
0015 % D.| |3850mOLES m ! { | SxleENO
3950 MOLES I i i |
¥ 1 | fee]
REACTOR REACTOR REACTOR CELULA| AGUA PESADA
Ne1, Ne 2. Ne 3. ELECTROL! 100 MOLES 1%D.
I
|
|
| VAPOR
|
HIDROGENO
RESIDUAL el s
3850 MOLES AGUA 0,020 %D. 0.031 % D. 0.122 % D«
0.005 % D.
CONDENSADQR

HERVIDOR

FIG. 6.

A cada uno de estos reactores llega un vapor de agua sucesivamente
enriquecido en deuterio, procedente del anterior, y sale un hidréogeno em-
pobrecido en su isétopo. La operaciéon se completa por electrolisis de un
agua con 0,122 ¢, de D, procedente del tercer reactor, de cuya célula
electrolitica salen el H con pequena cantidad de deuterio, que pasa a los
reactores; el O que se separa y el agua pesada con 1 9% de D. La célula
actia como un fraccionador y el consumo de energia eléctrica es punto
lodavia a mejorar en este sistema. Los reactores alternan con condensa-
dores para separacion del agua y de la fase gaseosa en contracorriente.
Los balances estequiométricos simplificados y riquezas en deuterio en las
distintas fases, son como siguen:




Alimentacion con
vapor de agua — 99519
(Reactor 2 -Condens. 2) « 9950
[————— — 9950
(Célula electrolitica) « 9950
!

100 moles de

agua pesada

con 1 9,de D

=

4925 moles de O - 9851
(Reactor 2 - Condens. 2) « 9850

|
SR L gD

9850

moles con 0,015 % de D — (Reactor 1 - Condensador 1)

2 23
LE) EE)
2 29

moles de H con 0,113 %

b2 tE) » bR} ()’()Ll() (I;;
2 e 2 w0 0L05%

moles de H con 0,005 %

residual

0,020 % de D « 5|

0,081 % de D — (Reactor 3 - Condensador 3)

0312205 Nide Dl Anc b G ¢!

de D — (Reactor 3 - Condensador 3)
deDresiiia =i aa o

de D — (Reactor 1 - Condensador 1)
|
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El destino de este H residual es la sintesis de amoniaco, aplicacion

industrial compensadora.

El segundo tipo de reaccion con empleo de cloruro de deuterio tiene
dos ventajas: equilibrio mas favorable y trabajo en fase liquida sin cata-
lizadores. El proceso se desarrolla también en contracorriente en un mul-
ticontactor gas-liquido. Su inconveniente grave es la corrosién intensa
producida por la mezcla, limitadora, por hoy, de su aplicaciéon comercial.

C) SEPARACION DE LOS PRODUCTOS DE REACCION

Los ciclos de trabajo presentados senalan una variedad de caminos
para la producciéon de fision nuclear y, en consecuencia, una serie de
elementos e isotopos que en distintas agrupaciones formaran el combus-
tible residual a extraer del reactor. Se consideran posibles en los produc-
tos de fisién desde el germanio al gadolinio: varios de ellos son de vida
brevisima y desaparecen rapidamente, pero se han identificado mas de
veinte, importantes por su absorciéon de neutrones y por su radiactividad.

Ademas del material fértil restante, U o T'h reciclable en otro reactor,
hay también material escindible U-235 y Pu-239, mas los siguientes produc-
tos de fision interesantes para la remocion de neutrones. Son:

Rutenio
Xeno
Neodimio
Samario
Europio
Gadolinio

Junto a ellos un grupo de productos radiactivos de vida larga aplicables
para que el proceso subsista en otro reactor; aplicables asimismo en bio-
Guimica, medicina, industria y agricultura, bien agrupados o separada-
mente; disponibles en “stocks” de cierta importancia, con obligadas con-
diciones de seguridad sanitaria. Un conjunto de tales cuerpos es:

Kripto Zirconio Rutenio Cesio Praseodimio
HEstroncio Niobio Todo Bario Neodimio
Itrio T'ecnecio Xeno Cerio Promecio

La dificultad principal que ofrece este conjunto para cualquier manipu-
lacion a que se le someta es su intensa radiactividad. Es preciso rodear su
conservacion de previsiones masivas, entre las cuales figura la eliminacién
del calor consiguiente a la emision de radiaciones, asi como la posible des-
composicion de disolventes y materiales empleados en su almacenamiento.
Su acumulacién puede alcanzar las proporciones de la masa critica, y esto
significa una limitacién en las dimensiones del equipo.

Se trata de productos valiosos que han de ser retirados en estado de
gran pureza, a partir de mezclas complejas donde algunos se encuentran en
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proporciones casi traza, mezclas cuya complejidad se muestra en contener
desde el alcalino Cs, valioso manantial de radiaciones v, hasta los autofor-
mados Tecnecio, semejante al manganeso, y Promecio, tipo de las tierras
escasas o raras.

La mezcla residual contiene, segiin acabamos de decir, productos distin-
tos, pero también cuerpos muy semejantes quimicamente, de separacion,
por tanto, peculiar, y consecuencia de repetidos ensayos y modalidades.

Los procedimientos propuestos para la separacién de componentes en el
combustible residual han sido cuatro: precipitacion fraccionada, destilacion
de haluros, cambio ionico y extraccion con disolventes. Diremos un resu-
men del ultimo, especialmente interesante.

Indicado por BRUCE, se aplica en principio a la recuperacion de uranio
y de plutonio en la mezcla general de productos de escisiéon, fundada en la
exiractibilidad con éter del uranio y plutonio exavalentes, mas la posterior
separacién al reducir el plutonio su valencia a 4. Su esquema aparece en
figura 7. s

El tratamiento con 4cido nitrico separa en forma de los correspondientes
nitratos, uranio, platonio y parte de los productos de fisién. La solucion

PROCESO DE EXTRACCION
DE URANIO IRRADIADO

Na' NO, REDUCTOR
NO3 H EN AGUA EN AGUA AGUA
N O3S o e B I -
uoz*% Puo,t*
EN ETER
Z 2
\ U0, (NO;), 5= o 5]
Pu0,(NO,), 5 )i o 5
URANIO [DISOLUCION | PF.(NO3); O > = -
JRRADIADO | Y OXIDACION EN H,0 = < %
— ot o o
x 2 w S w
(=]
w w P
b
PRODUCTOS Pu(NOy), U0, (NO;),
DE FISION EN H,0 EN H,0
e e <2
AESIDUALES
ETER

Fle. 7.

acuosa de estas sales, adicionada de NaNO; circula en contracorriente por
uana torre a cuya parte inferior se hace llegar éter etilico: con esto quedan
separados en el disolvente organico las sales de U y Pu, mientras se retiran
por el extremo opuesto, el resto de productos mezcla. En el “scrubber”
siguiente y también en contracorriente, la disolucion acuosa reductora libe-
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ra al Pu con accion tetravalente en forma de nitrato: el nitrato de uranilo
pasa al tercer ““scrubber” donde es reextractado con agua.

La certidumbre, por estos trabajos, de la existencia de U, y Th en su
caso, en los productos residuales, ha hecho ensayar también el empleo de
la mezela en conjunto, en otro reactor. Lo indicamos al hablar del ciclo
secundario o del Pu, en cuyo caso el residuo procedente del segundo reactor
seria el propiamente a trabajar.

Los ensayos realizados en este sector han reivindicado la aplicacion de
la extraccion con disolventes a los procesos, en general, de Quimica inorga-
nica. Asi se trabaja ya para la separacién de hafnio y circonio, de manganeso
y hierro, de niquel y cobalto, de plata y oro y de los elementos del grupo
del platino. La accién de disolventes organicos, con o sin agentes gelatifi-
cantes, o simplemente fase acuosa con agentes salinos o complejos, senalan
er: el trabajo de las menas con composicién multiple, un camino prometedor.

Todo ello ha de ser a expensas de equipos adecuados: no insistimos en
cuanto significa la preparacion de ellos y las modificaciones a introducir,
pues tras lo dicho es inmediata la consecuencia. Queremos, si, insistir en
dos aspectos: 1.°: Que el éxito del desarrollo de la energia nuclear, por uno
u otro sistema, radica en una fundamental contribuciéon de la Quimica téc-
nica para la realizacion de procesos industriales a costo reducido, con el
fin de trasladar a escala comercial los estudios experimentales que se van
realizando; y 2.°: Que el manantial de energia soterrado en los combusti-
bles nucleares es de tal importancia, que obliga a considerarle, por sus miil-
tiples derivaciones pacificas, como la verdadera misién de aquéllos, anu-
lando la triste idea de producir mal con lo que tanto bien encierra.

LA ENERGIA DEL FUTURO

Tan atractiva y confortadora es esta visién que, con la mayor brevedad
posible, hablaremos de la energia del futuro, inspirandonos en las comu-
nicaciones y lecturas de la Sociedad Americana de Quimica, recopiladas
por Furnas en el pasado ano 1954, como las ideas anteriores son fruto de
analogos trabajos en 1953, bajo la direccion de MANsoN BENEDICT. La obra
de PALMER PuTNaM “Energia del futuro”, aparecida también en 1954, es
otro libro de meditacién para importantisimas sugerencias.

El crecimiento de la poblacién mundial, actualmente, no sé6lo es noto-
rio —FURNAs llega a calificarlo de irresistible—, sino que carece de prece-
dentes semejantes. Naciones como EE. UU. crecen a razén de un 17 9 /afio,
considerandose este indice doble de la razon de crecimiento mundial. Se
calcula que en el ano 2050 la poblacion de la tierra habra podido tripli-
carse respecto a la actual. Causas de ello se estiman los progresos médicos;
la facilidad de transporte; el perfeccionamiento de la agricultura; el gra-
dual reemplazamiento de la poblacién campesina por la industrial; la exal-
tacion del nacionalismo. Sean concordes y efectivas, acompanenlas otras, es
preciso prepararse y aceptar la idea de que cada dia hay que subvenir a
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las necesidades fundamentales, alimentacion, vestido y vivienda de 70.000
personas mas.

El aumento de poblacion tiene un crecimiento exponencial y no influyen
detenciones pasajeras como las producidas por las catastrofes que las gue-
rras significan. Esta marcha inexorable, respecto al consumo de energia,
hay que cualificarla por el distinto destino de tal crecimiento. La subsis-
tencia basada en la agricultura y en su mecanizacién, es de menor demanda
que el incremento industrial y las concentraciones de poblacién, secuela
del mismo; hay que prever un incremento de energia suplementaria por
habitante.

En la centuria 1850 - 1950 la razon de incremento de la energia mundial
utilizada ha sido el 2,2 9% por ano, como cifra media. En la actualidad esta
cifra se acerca al 3 %. EE. UU. sobrepasa hoy el 5 %, siendo los indices
medios de las ultimas décadas: 3,2 para Japén, 3,4 para Norteamérica,
3,9 para la UR.S.S. y 44 9% para Alemania.

Calculado el consumo de energia en calorias, asi como su incremento,
se estima que la razon de crecimiento por ano es de 10'? calorias —cifra
media— en los primeros 1.850 anos de la Era Cristiana. En dicho ano 1850
el aumento efectivo fué de 2,5 > 1015 calorias, y en 1950, de 25 X 1015 ca-
lorias, es decir, 25 veces superior a la media de las primeras dieciocho
centurias y 190 veces la de 100 anos antes.

Las cifras anteriores son medias mundiales, y por calculos mas deter-
minados sobre los consumos previsibles a partir de cifras norteamericanas,
resulta que el incremento de energia en 1950, respecto a 1850, en consumo
por persona, es de 7,5 veces. A base del incremento de poblacién y de este
indice de consumo de energia se calcula el aumento necesario de energia
para el ano 2050 en un 2.250 %.

En las cifras de energia se ha de tener en cuenta, ademas de su pro-
duccion, la eficiencia de su utilizaciéon. A pesar de los avances logrados, el
rendimento energético mas satisfactorio se estima en un 30 %, y el indice
medio mundial es el 22 9. EE. UU. produce el 37 % de la energia mundial
y tiene 1/15 de la poblacién del globo. Aplicandole el mejor rendimiento
de la energia producida, el 37 9% por 30/22 se convierte en el 59 %. Por
consiguiente, para que cada habitante de la tierra dispusiera de la misma
energia que hoy tiene un norteamericano, habria que aumentar la cifra
dc aquélla, seguidamente, unas 750 veces.

Se trata de una verdadera carrera de cifras, de un campeonato en que
la prevision debe llegar antes que la exigencia. Es fundamental el aumento
de rendimiento utilizable: en 1900 era el 10 9; hoy estamos en el 30 %;
aplicaciones determinadas llegan al 90 9. No es infundada la esperanza
de que nuevos avances de la Fisica —la ciencia primordial de los tiempos
maodernos— consigan mejoras generales e importantisimas, con trabaijos
referentes al estado sélido, por ejemplo, de los que son un preludio las apli-
caciones de los termopares.
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Es aleccionadora la evolucion en el porcentaje de los origenes de ener-
gia de 1850 a 1950: dicha distribuciéon es como sigue:

Procedencia de la energia: 1850 9905
Madera 89 6
Carbon 11 39
Petroéleo — 38
Gas Inicial 16
Hidroeléctrica Inicial : 1

La madera y los residuos agricolas utilizados como combustible pasan
a la categoria de un sumando en el capitulo de “Varios”, cuya influencia
en las disponibilidades de energia se considera como un origen sin reflejo
de ninguna consideracién y, si acaso, puramente local. A este concepto
miscelaneo se agregan, hoy por hoy, la energia procedente del viento, la
de la electricidad atmosférica, la de diferencias de temperatura en aguas
tropicales, el calor terrestre, ete.

En un orden poco superior al del grupo precedente se esiima ya la ener-
gia de origen hidraulico. Constituye un 1 % del suministro mundial y se
calculan las disponibilidades totales en diez veces la instalada, cifra que
no resuelve el problema y que ha de formularse con todas las reservas que
la importancia economica de los cursos de agua en otros o6rdenes, o los
aspectos sociales y estéticos de los mismos, han de disminuir.

La energia almacenada en las reservas de combustibles sélidos, liqui-
dos y gaseosos se calcula en 7 3 1018 calorias. Al ritmo actual de consumo
se augura para la produccién de combustibles liquidos y gaseosos una
notoria disminucién de suministros antes de 1960, y para la de carbén
hacia 1990. Es de prevenir un serio riesgo de aumentc en el costo unitario
de energia si nuevos manantiales de ésta no entran en franca produccion
de aqui a veinte afnos.

La fision atomica para produccion de energia es, frente a lo anterior,
una esperanza creciente que terminara en realidad. El potencial extraible
del uranio y torio ya conocidos, y por los sistemas experimentados, es unas
veinte veces mayor que el de la dicha reserva de combustibles carbonados
(145 < 1018 calorias). Otros materiales y otras reacciones nucleares pueden
ser preparados y desarrollados convenientemente; con ello los suplemen-
tos de energia nuclear representan cantidades ingentes, a tono con las ne-
cesidades humanas a satisfacer. La energia nuclear es la aportacién de
magnitud mayor con que puede contarse para una soluciéon universal de
las demandas del futuro. Hay que hacerla econémica, problema con resul-
tado pendiente de la Quimica. Por otra parte, si todavia no se ha aplicado
a medios de transporte fundados hoy en combustibles liquidos, concreta-
mente a automoviles y aviacion, aunque si en Marina y ferrocarriles, no se
ceja en su estudio, y si por circunstancias especiales ello se retrasara, el
enorme alivio que representaria en la producciéon de energia eléctrica per-
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mitiria prolongar para otros usos el empleo de los combustibles ahora mas
difundidos.

Sl el crecimiento de consumo reflejado por las cifras expuestas tiene
réplica adecuada en las previsiones nucleares, aquél debe todavia preve-
nirse en mayor escala y, por tanto, también se procuran nuevos origenes
de energia.

Capitulos cientificos parecen hoy trazados por plumas “juliovernescas”,
mas no debe omitirse la cita de lo que se estudia con vistas al manana:
son los aprovechamientos del Mar y del Sol.

3

La recuperacion del agua del mar para destinarla a regadios y, consi-
guientemente, al incremento de alimentacion, requiere para su realizacion,
en amplia escala, disponibilidades de'energia cuyo rendimiento ha de con-
fiarse mejorara por nuevos hechos: fisicos.

El continuo uso de minerales; su transformacion en multiples produc-
tos quimicos; la creciente demanda de éstos, hace pensar en las reservas
marinas para utilizarlas directamente o por reacciones de cambio, en el
reemplazo de explotaciones terresires, con rendimiento decreciente.

De otro lado, con todas las perspectivas de la energia nuclear, el pri-
mer lugar en los origenes de la energia futura se concede al Sol. La radia-
cion solar representa por ano unas seis veces la cifra de calorias que hemos
calculado para los yacimientos conocidos de uranio y torio, limitada la
trasmision a un rendimiento de 62,5 9% a través de la atmosfera. El sol
¢nvia a la tierra 32.000 veces la cifra anual de energia que ahora se con-
sume. Y tan enorme disponibilidad es aprovechada con eficiencia de 2 9,
s6lo en la fotosintesis. De ahi el interés de modificar fundamentalmente
fases de la cinética quimica y de la fisica que sigan aumentando el ren-
dimiento de transformacion directa de la energia solar en energia eléc-
trica. Recientes comunicaciones describen fotocélulas con resultados del
6 %, triple de lo que las plantas aprovechan. La intermitencia de la ener-
gia solar, su concentracion y su almaecenamiento, son desventajas y pro-
blemas a salvar, y asi serd por la extensién de la técnica existente dedicada
a incrementar todos los recursos energéticos necesarios para la futura so-
ciedad. El problema del suplemento de energia que el mundo requiere debe
ser sentido por todos, y por su importancia y generalidad ha de convertirse
en un cierto aspecto educativo.

Sobre el buceamiento de dificultades y de soluciones que hemos pre-
sentado queda una reserva inagotable: el acumulador maravilloso del ce-
rebro humano. Para tener una vaga idea de lo que sucede continuamente
en el cerebro y en la medula espinal, hay que imaginar —dice BRUCE
BrLivEN— mil centrales telefonicas, cada una de tamano suficiente para una
gran ciudad, que reciben y \'transmiten‘ a toda velocidad, solicitudes, pre-
guntas, 6rdenes. Y este admirable proceso del sistema nervioso se produee
por una corriente directa de un décimo de voltio, mas o menos, equivalente
aproximadamente a 1/20 de la corriente de una pila de linterna.

La evolucién de las acciones en nuestra consciencia es evidente. Actos
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que requieren mucha atencion la primera vez que se ejecutan, pueden mas
tarde derivar hacia una parte del encéfalo que funciona a nivel mas bajo,
menos consciente. Nadar, andar en bicicleta, condueir un coche, son actos
de destreza que en un principio requieren “cerebracion” y gradualmente
se convierten en acciones automaticas o reflejas. Asimismo aprendemos a
descartar mensajes no desegados que se repiten muchas veces. Un habi-
tante de la ciudad podra dormir por esto en medio del ruido de la circu-
lacion, pero le despertara en el campo el canto de un gallo distante.

Los yacimientos de las materias mas valiosas; sus transformaciones y
conversion en energia; la captacion de ésta de origenes diversos, y algu-
nos, hoy todavia, insospechados, nada serian sin las posibilidades de la
inteligencia, siempre insatisfecha, siempre productora, siempre inagotable.

(Cuando nos volvemos demasiado viejos para aprender? Nunca. El
aprendizaje esta asociado con la capacidad de crear en el cerebro nuevos
circuitos eléetricos resonantes, y mientras se conserve esa facultad puede
uno continuar adquiriendo nuevos conocimientos y habilidades. Las perso-
nas altamente dotadas tienen capacidad innata para coordinar en forma
excepcional sus circuitos. El hombre mas sabio en la historia, quienquiera
(que pueda haber sido, no utiliz6 en toda su vida mas que una pequenisima
porcion de su capacidad cerebral.

Cuanto mas aprendemos, mayor es el almacén de recuerdos a nuestra
disposiciéon. Cuanto mas ejercitamos la funcién de combinar centenares
de conocimientos, aparecen mas analogias que los simplifican y mas deri-
vaciones que los engrandecen. Aumenta la base en sus consecuencias y
disminuye, en cambio, el niimero de ideas-madre, que asi, menguando,
menguando, se elevan hasta la Idea y la Esencia unicas. SHERRINGTON, la
gran autoridad en estudios del encéfalo, tras indicar que el encéfalo del
hombre, en proporciéon a su peso, es mucho mas grande que el de cual-
quiera de los animales, insintia que todavia contintia mudable: “Pode-
mos suponer —dice— que el estado actual del encéfalo no es mas que una
fase de transicion hacia algo diferente, y podemos confiar en que este algo
sera mejor.”

Junfo a unos hechos y a un lenguaje que ofrecen perspectivas de ago-
nia para la humanidad, pueden también presentarse otras ideas que den
a aquéllas las mas emocionantes esperanzas. Sentado queda, como base de
éstas el valer humano, mas el rendimiento a lograr de ¢l no sera efectivo
sin la conversion del poder en querer y sin la acomodacién de este querer
a nuestra misién cuotidiana y a nuestras posibilidades reales.

Hemos intentado que haya sido la Academia de Ciencias quien reco-
giese la inquietud dominante sobre ciertas materias, y la que difundiera
sobre ellas criterios y aplicaciones mas humanos de los que generalmente
se les atribuyen. Reconocemos las dificultades existentes, pero hay que ven-
cerlas, y revistas y noticias nacionales, bien de estos dias, senalan nuestra
incorporacion a este camino. Mientras llega el momento de hacer mas efec-
tiva nuestra accién en tales 6rdenes, vuelvo a recordar nuestra acomoda-
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<i6n a posibilidades y misiones inmediatas. Muchas se nos ofrecen para
conseguir que nuestros campos, las tierras aragonesas, puedan rendir todo
¢l beneficio del agua que se les va acercando, y que los multiples temas
que encierra tan hondo cambio nos hallen prevenidos y aptos para resol-
verlos.

La Academia de Ciencias de Zaragoza tuvo en la génesis de la trans-
formacion de Aragén a que asistimos una participaciéon tan indiscutida
como cuantiosa. Yo deseo y espero que en el nacimiento y realidad de tan-
das empresas que un dia fueron proyecto, aportaremos nuestros posibles
medios para facilitar su desarrollo y para que la vida, amenazada en otras
fatitudes, sea, en cambio, para nuestra region, mas pujante, mas vigorosa
7y mas perfecta.

ENERO 1955
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1 OsS FERMENTOS Y ' SUS @ APLICACIONES

ASPECTOS BIOQUIMICOS E INDUSTRIALES

por F. DUESO TELLO

ANTECEDENTES

Desde la mas remota antigiiedad, el hombre ha seguido con interés los
‘procesos naturales que tendian a aumentar su bienestar. Moisés distingue
ya el pan sin levadura del pan con levadura, En Grecia, desde muy antiguo
'se conocian ciertos liguidos fermentados como la cerveza, el vino de pal-
mera y la sidra, unificando estos fen6menos de fermentacién con la trans-

formacion de la pasta de harina en pan, aplicando la levadura de cerveza
‘para obtenerlo.

En el ano 1560, Van HELMONT observo el desprendimiento de anhidrido
carbonico en la fermentacién del pan, vino e hidromiel, y reconocié que
era el mismo gas que se producia en la combustién del carbono.

- GLAUBE, en los anos 1604-1668 establecié que la levadura podia hacer
fermentar, al encontrarse en pequena cantidad, grandes masas de subs-
tancia. Posteriormente, KUNCKEL, estudié la accién de ia temperatura
Yy de la humedad sobre la fermentaciéon. En 1647, ANGELO Sora efectud
estudios sobre la preparacion de la levadura, aunque no se realizaron com-
pletamente hasta 1690 en que JANSEN con ayuda del microscopio pudo
observar por primera vez la levadura en un depdsito de cerveza.

A PASTEUR se debe la introduccién del término fermentacion, con el
<ual se quiere recordar que .el sistema toma el aspecto de un liquido en
ebullicién (fervere-hervir), porque se aplicé a la fermentacion alcoholiea,
en la que se desprende tumultuosamente una gran cantidad de gas car-
hénico.

FERMENTOS

Son los fermentos catalizadores naturales de tipo biolégico que se
diferencian de los catalizadores inorganicos conocidos en que son subs-
tancias complejas elaboradas por los organismos vivos. En un principio,
Ios propios microorganismos fueron designados como fermentos no organi-
zados que se extraian de las plantas y animales, como el que habian obte-
nido LieBic y WOHLER por extraccién de las almendras amargas y capaz
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de hidrolizar la amigdalina. En 1897 se abandoné esa distincion, cuan-
do BUCHNER obtuvo de la levadura un zumo exento de células y capaz
de fermentar la glucosa, de la misma manera que lo hace la levadura
viva. Como consecuencia se introdujo el término enzima (del griego copo,
levadura), que quedd aceptado rapidamente y pronto desplazé el nombre
de fermento.

Ninguna de las denominaciones: diastasas, enzimas y fermentos, re-
presentan etimologicamente ‘acciéon, propiedades o constitucion de estos
catalizadores, por lo cual al referirnos a ellos usaremos indisiintamente
una u otra palabra.

Los fermentos que se han obtenido en estado puro y cristalino son
segregados por células de organmismos superiores, mas no existe razon
alguna para suponer que sean fundamentalmente distintos de las enzi-
mas elaboradas por los microorganismos. Estos diminutos seres contienen
gran variedad de enzimas, debido posiblemente a que las diversas funcio-
nes de crecimiento, digestion etc., se hallan concentrados en una sola
célula.

LEvADURAS.—Las levaduras al igual que los mohos, son variedades de
hongos, es decir, un grupo de plantas parasitas incapaces de sintelizar
productos organicos a partir de anhidrido carboénico y cuya nutricion de-

_ pende de otras substancias organicas preformadas. Las levaduras contie-

nen muchos fermentos, algunos de los cuales se incluyen en la siguien-
te tabla:

FERMENTOS TIPICOS DE LAS LEVADURAS

HAUTEDAR SO i PA S PATS

Nombre Substrato roductos
sacarasa sacarosa glucosa, fructosa
maltasa maltosa glucosa
lactasa lactosa glucosa, galactosa
glucogenasa glucégeno glucosa
proteasas proteinas peptonas, polipéptidos
peptidasas péptidos aminoacidos
asparraguinasa asparraguina Ac. aspartico, amoniaco

DESMOLASAS

Nombre Substrato Productos
oxido-reductasa aldehidos alcohol, acido
carboxilasa ac. piruvico acetaldehido, anhidrido

carbonico.
metilglioxalasa metilglioxal Ac. lactico

La Sacarasa se encuentra en las plantas, en las levaduras alcohoélicas,
etcétera, y actua liberando una molécula de glucosa y otra de levulosa.
La Maltasa se encuentra en todas las células vivas, en la saliva, jugo
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intestinal, etc., descompone (fijando una molécula de agua) la maltosa
que se produce en la desintegraciéon de los polisacaridos (almidén, gluco-
geno, etc.) en dos moléculas de glucosa.

La Lactasa, que actiia sobre el aziicar de la leche (lactosa), aparece en
el intestino de los animales jovenes y en la secrecion pancreatica de los
adultos.

La Glucogenasa, la Trehalasa, Melibiasa, etc., cuyos nombres se derivan
del compuestio sobre el cual actian.

La levadura hidroliza carbohidratos, proteinas y ésteres, pero no polisa-
caridos externos a la célula.

Las desmolasas intervienen en los procesos de respiraciéon y de meta-
bolismo.

CARBOHIDRASAS.—Las Amilasas son los fermentos que actiuan sobre los
almidones, fijando moléculas de agua y sacarificandolos.

Las Celulasas y Hemicelulasas actuan sobre celulosas y hemicelulosas,
que se encuentran en las membranas vegetales y pocas veces en organismos
animales; por hidrolisis las sacarifican, asi como la Inulasa fermento de
origen vegetal que ataca a la inulina.

Las Glucosidasas desarticulan, fijando moléculas de agua, las combi-
naciones menos frecuentes de azucares, con radicales organicos que se
denominan glucosidos.

Como tipo de estas diastasas citaremos la emulsina, que aparece en las
almendras amargas y actiia sobre la amigdalina; recientes trabajos han
demostrado que la hidrolisis de este glucésido por la citada diastasa, es
un fenémeno muy complejo, Como resumen de este fenomeno indicaremos
la accion de las siguientes diastasas: la amigdalasa, que inicia el ataque; la
prunasa y la oxinitrilasa; la primera separa glucosa del d. glucosido de la
bencenometilcianhidrina; la segunda descompone este cuerpo en glucosa
y bencenometilcianhidrina, que la oxinitrilasa disocia en aldehido benzoico
y acido cianhidrico.

Lipasas.—Las Lipasas hidrolizan las grasas. Estas substancias, con fre-
cuencia, son capaces de desdoblar otros ésteres. Hay que diferenciar las
lipasas propiamente dichas de las esterasas que actian sobre los ésteres,
separando con fijacién de agua el acido y el alcohol que les formé (saponi-
ficacion), o bien uniendo el acido y el alcohol con eliminaciéon de agua
(esterificacion). Se encuentran estos fermentos muy abundantes en los ve-
getales y en los animales. En el higado se encuentra un fermento que hi-
droliza con facilidad el butirato de metilo y actua, en cambio, mal sobre
las grasas. La lipasa del pancreas, por el contraric, actia poco sobre los
ésteres sencillos; en cambio, desdobla bien las grasas.

Se admite, dentro de un criterio poco determinado de especificidad, la
existencia en este grupo de las fosfatasas, que catalizan la separacion de
las grasas del acido fosforico (en las lecitinas); nucleotidasas, que sepa-
ran el acido fosforico de los nucledtidos; la exosafosfatasa, que disocia la
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combinacién de los aziicares con el acido fosforico; fosfoproteasas, cuan-
do actian sobre protidos como sobre fosfoproteidos (considerados como
ésteres del acido fosférico); la fitasa que, fijando sobre la fitina una mo-
lécula de agua, separa la inosita del acido fosfoérico. También se admiten
en este grupo las que actiian sobre las grasas que se encuentran en las
plantas y semillas olezginosas. Por tltimo, se incluye entre las esterasas la
tanasa, que actia sobre los taninos, y la sulfatasa, que descompone los
ésteres formados por el acido sulftirico con los fenoles y cresoles. Por tulfi-
mo se incluye en este grupo un fermento que existe en las hojas, al que se
denomina clorofilasa; es un fermento especial, por actuar en el seno de
una solucion aleohdlica, y otra sustituyendo el fitol, que esta esterificado en
la clorofila, por alcohol etilico, produciendo 2si una clorofila cristalizada.

ProTEASAS. — Las diastasas gue actuan como hidrolizantes de las ma-
terias proteicas, se denominan de distinto nombre segun actien sobre los
albuminoides o sobre las peptonas. Las primeras se denominan profeasas,
y las segundas, peptasas. Entre las proteasas tenemos: la pepsina y la ca-
seasa, que actiian en medio acido, y la fripsina y la erepsina, cuya accion
se realiza en medio alcalino; en este grupo tenemos también la calepsina.
Estas diastasas se encuentran muy abundantes y difundidas en los diver-
SOs organismos, y asi es preciso que ocurra, ya que todas las células con-
tienen albuminoides.

La pepsina seca no pierde su actividad proteolitica ni aun calentada a
alta temperatura (hasta 100°). La eficacia de las soluciones de pepsina dis-
minuye rapidamente por encima de 50°. La actividad 6ptima de la pepsina
corresponde a un pH de 1,5-2, y la estabilidad de sus soluciones acuosas
a un pH de 3,6; las soluciones que contienen glicerina son méas estables
que las acuosas simples. Las concentraciones aleohélicas superiores a 20°
no tardan en reducir su actividad.

La descomposicion de peptonas y de polipéptidos en los aminoacidos
respectivos, o su formacion a partir de los mismos, es catalizada por las
peptasas o polipeptidasas. No se encuentran en las secreciones del estoma-
go, pues en este 6rgano se llega como fase mas avanzada a la formacion
de las peptonas, apareciendo entre las secreciones intestinales. Estos fer-
mentos aparecen muy difundidos en todos los seres vivos, De entre estas
diastasas, han sido separadas: la arginasa que descompone la arginina en
urea y ornitina; las desaminasas, que separan de las bases ptiricas y de los
aminoacidos su grupo aminico; la ureasa, que descompone la urea, libe-
rando amoniaco y acido carbonico.

FERMENTOS OXIDANTES Y REDUCTORES.— Tanto en las fermentaciones que
producen las levaduras, como en el metabolismo de los organismos supe-
riores, se producen a veces, por la accién del agua, reacciones que simul-
taneamente son de oxidaciéon y de reducciéon. Tenemos, en primer lugar,
las oxidasas, que se conocen con el nombre de dehidrasas por actuar sobre
substancias separando hidrogeno; asi, por ejemplo, actiian sobre el acido
suceinico produciendo acido fumarico.
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Cuando es el oxigeno el aceptor del hidrégeno engendrado, la dehidrasa
es una oxidasa.

Las mutasas cambian el hidrogeno de una posicion a otra de la molécu-
la; una de ellas es la glioxalasa, que aparece en algunos tejidos y en ciertas
bacterias transformando el metil-glioxal, en acido lactico, reaccion muy im-
portante en el organismo. Esta reaccion se puede considerar como del tipo
de Cannizaro, intramolecular.

Entre los fermentos oxidantes tenemos la catalasa, que actia descom-
poniendo el agua oxigenada, y la peroxidasa, que transporta el oxigeno del
agua oxigenada a una substancia oxidable sin destruir el agua oxigenada.

En las oxidaciones intraorganicas se forma también agua oxigenada,
que es un téxico pzra el protoplasma, por lo cual, apenas formada, precisa
que sea descompuesta, y esta accion es la que realizan las catalasas, diasta-
sas que se encuentran muy difundidas en todos los organismos vivos y que
se forman en todas las células en que se realizan fenémenos de oxidacion
y reduccion.

BacH y CHopAT admiten la existencia en el organismo de substancias
facilmente oxidables al esiado de perdxidos de radicales divalentes, ana-
logos en su estructura al bioxido de bario; estos peréxidos ceden su oxigeno
en forma stémica o activa, reduciéndose a o6xidos que nuevamente toman
oxigeno regenerando el peréxido, funcionando como transportador de oxige-
no a la materia viva que lo necesita para sus reacciones de oxidacion.

Las peroxidasas se reconocen facilmente porque actiian sobre compues-
tos fenolicos (fenolxidasas), condensandolos y produciendo reacciones co-
loreacdas, algunas de las cuales se utilizan para reconocer y diferenciar la
aptitud ‘de oxidacién en diversos tejidos. Oiras veces la existencia de la
peroxidasa se reconoce anadiendo, ademés del cuerpo que ha de oxidarse,
agua oxigenada y como materia cromogena, la tintura de guayaco, la ben-
cidina, etc.; asi se reconoce el pigmento sanguineo, que como peroxidasa
actua en las heces y orina. Muchas veces se reconocen en los organismos
vivos estas reacciones coloreadas; asi, por efecto de la accion de la tirosi-
nasa, que forma y condensa la tiroxina, se forman las melaninas, y en ju-
gos vegetales, tal como el arbol de la Jaca, que se ennegrece por un efecto de
oxidacion producido por la lacasa.

En los fenémenso de metabolismo celular actian diastasas oxidantes
sobre los compuestos puricos, entre los cuales tienen particular interés la
xantinoxidasa, que oxida la xantina e hipoxantina; y la uricasa, que actua
sobre el acido trico.

NEUBERG reconocié entre las diastasas producidas por la levadura al-
coholica, una que produce reacciones de descarboxilacién (carboxilasa)
que libera anhidrido carbdnico, no como producto de oxidacion de nucleos
o cadenas carbonadas, sino como resultado de reacciones secundarias por
las cuales se desprende gas carbonico de moléculas organicas. Por la ac-
cion de este fermento el acido piruvico forma etanal.
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in la levadura alcohdlica reconocid igualmenie NEUBERG una diastasa
que condensa el etanal, formando el metilacetilcarbinol y el etanal con
aldehido benzoico, para formar un cetoalcohol.

A esta diastasa se denomina carboligasa, y su importancia se funda en
el hecho de que, actuando como agente de sintesis, puede formar largas
cadenas carbonadas,

CONSTITUCION DE LOS FERMENTOS

Hoy nos inclinamos a admitir que los fermentos estan constituidos por
un grupo especifico de atomos soportado y protegido por un coloide. El
coloide protector da estabilidad: el grupo especifico, la actividad.

SUMMER consiguid, en 1926, obtener cristalizada, en forma de una glo-
bulina, la ureasa. Es este fermento el que desdobla la urea por hidrolisis,
transformandola en carbonato amoénico.

Reszliz6 la obtencion de este fermentio del jack-bean, la semilla culti-
vada de la Canavalta ensiformis. La harina se extrae con acetona acuosa
32 por 100; el liquido filtrado se conserva en hielo y se van separando cris-
lales de unz globulina que lleva todo el fermento. Por cristalizacion se au-
menta su aciividad hasta llegar a un producto que es 750 veces mas activo
que la harina de las semillas,

NorTHOP, en 1929, consiguio cristalizar la pepsina. Parte, para ello, de
la mejor pepsina del comercio, que disolvi6 en acido sulfurico diluido y pre-
cipito con sulfato magnésico; este producto lo purifico, obteniéndolo cris-
talino por disoluciéon en agua caliente con pequena cantidad de alcali; por
enfriamiento y adicién de alcohol se separd cristalizada. Los cristales ast
obtenidos eran seis veces mas activos que la primera materia.

Cuando se obtiene pura la tripsina del pancreas, carece de actividad;
para hacer activo este fermento hay que cargarlo con un cofermento que se
obtiene por extrzccién de la mucosa intestinal Se separa con facilidad el
fermento del cofermento por absorcién en altimina, que fija con mucha
mayor facilidad al segundo.

La tripsina del pancreas fué estudiada por WALDSCHMIDT-LEITZ respec-
to a su homogeneidad. Si se trata un extracto de pancreas con alimina
Cy a un pH =4, qucda’ en disolucién lz tripsina y adsorbidas las poli-
peptidasas, los fermentos capaces de desdoblar los productos de hidrdlisis
parcial de los albuminoides (peptonas y polipéptidos) que se conocian con
el nombre de erepsina. Del adsorbente se puede eluir pasando la solucion.
Haciendo actuar sobre esta disolucion hidrato férrico a un pH = 4, queda
en el liguido la aminopeptidasa y se obtiene luego una elucién (ue con-
tiene la dipeptidasa.

Sobre la disolucién de tripsina 'que qued6 después del primer trata-
miento por aliimina se vuelve a hacer actuar la alimina Cy, pero ahora a un
pH = 7. Queda una disolucién de tripsina enzimaticamente pura y se ob-
tiene una elucion en la que esta la carboxipolipeptidasa.
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De estos fermentos se caracteriza la dipeptidasa por desdoblar los
dipéptidos, formados por la unién de dos aminoacidos.

Se caracteriza la amidopeptidasa porque actiia por hidrélisis sobre el
grupo amido, como se demuestra viendo que ésta no tiene lugar si se blo-
quea el grupo por acetilacién. Actuiia, en cambio, la carboxipeptidasa sobre
el grupo carboxilo, desapareciendo su accién cuando se tapa por esterifica-
cion o formacién de amida.

WARBURG ha podido esclarecer la estructura del cofermento respirato-
rio que se encuentra en el tejido muscular y que difiere de la cozimasa
en que conliene una molécula mas de acido fosforico. La cozimasa funciona
especificamente como un transportador de hidrégeno, pues puede adicio-
nar dos atomos de este elemento formzndo la dihidrocozimasa, que es un
donador de hidrégeno, para producir productos intermedios de la fermen-
taciéon. Dentro de la molécula, la fraccién de nicotinamida es el aceptor de
hidrégeno especifico que conslituye un sistema reversible de oxidorreduc-
cion. Sin embargo, todavia es problematica la estructura del producto de
reduccion; les formulas que se indican a continuacién, representan tan
s6lo una entre las numerosas posibilidades.
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En 1932 se descubrié la presencia de otro cofermento, la cocarboxilasa,
en los dializados de levadura, como consecuencia de la observacién de que
la levadura lavada con alcalis es incapaz de fermentar el aziicar. La coen-
zima misma fué aislada en 1937 en forma de un clorhidrato cristalino e
identificada como un derivado difosforilado de la aneurina (vitamina B,).
La substancia se obtuvo por siniesis, mediante tratamiento de la vitamina
con oxicloruro de fosforo. La funcién especifica de la cocarboxilasa estri-
ba en provocar la descarboxilaciéon de uno de los productos intermedios
durante el curso de la fermentacién alcohélica (ac. pirtivico).
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Cocarboxilasa (clorhidrato del éster pirofosférico de la aneurina)

Si el zumo de la levadura se dializa en contacto con una membrana se-
mipermeable, ni las substancias de bajo peso molecular que la atraviesan,
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ni los residuos proteicos, son capaces de fermentar el aziicar. En cambio,
si se reunen ambas fracciones, la fermentacion se desarrolla de modo nor-
mal. Experimentalmente se ha demostrado que el proceso biolégico tipico
de la fermentacion s6lo se desarrolla bajo el influjo combinado de una
proteina enzimatica y de una o varias substancias accesorias, de caracter
no proteico, que tienen la funcién de cofermentios. Se han identificado dos
principios activos como coenzimas en el dializado de la levadura: una en-
tidad quimica, que es la que hemos denominado cozimasa, y una mezcla
en equilibrio de substancias quimicas relacionadas, que se describen mejor
‘bajo la expresién de sistema del 4dcido adenilico. Los complejos compuestos
que forman parte de este tltimo son combinaciones de la base adenina
(6-aminopurina), con la pentosa d-ribosa, con acide fosforico y con nicoti-
namida, es decir, la amida del acido piridin - beta - carboxilico. La com-
binacién de adenina con ribosa, mediante un enlace glucosidico, en posicion
9 de la base, constituye la substancia denominada adenosina, cuyo éster
monofostorico es el acido adenilico (ac. adenilico de la levadura). El acido
adenilico es una de las tres subsiancias con actividad de cofermento que
han sido aisladas de la levadura y que constituyen el sistema del acido
adenilico. Los otros componentes son derivados mas fosforilados; concre-
tamente, los acidos di y trifosforicos. El sistema del acido adenilico consti-
tuye una mezcla en equilibrio mévil que tiene la funcién especifica de ac-
tuar como transporte del acido fosférico, el cual es esencial para el meta-
bolismo de los hidratos de carbeno. Los ésteres fosforicos inferiores de la
adenosina acitian como aceplores del acido fosférico, mientras que los és-
teres mas fosforilados funcionan como donadores.
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La otra substancia con actividad de cofermento, presente en los diali-
zados de levadura, la cozimasa, llamada también ‘“coenzima”, se encuenira
en la proporcion de 0,5 gr. por kg. de levadura fresca. Semejante substan-
cia, como dedujeron primero EULER y SCHLENK, y se confirmé después
experimentalmente, tiene una estructura relacionada con el ac. adenilico
y se halla compuesta de una molécula de adenina y Gos de una pentosa
(probablemente d-ribosa), dos moléculas de 4c. fosforico y una de nicoti-
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namida. La estructura mas probable esta representada en la férmula
siguiente:
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Ciertos fermentos, para poder efectuar su funcion especifica necesitan
también sales inorganicas simples, denominadas activadores.

Hay gran numero de metales y sales metalicas que ejercen una gran
influencia sobre la fermentacién. Segtin F. MARBOE, se pueden resumir en
los siguienties puntos:

1.° La influencia del metal varia con su solubilidad. Toda la materia
insoluble es inactiva.

2. A pesos iguales de metales disueltos, el cobre, la plata, el cadmio,
mercurio, cromo, actian como fuertemente téxicos para la levadura: el
cine, aluminio, estano, plomo y niquel son menos nocivos, mientras que el
magnesio, bismuto, manganeso y hierro ejercen una accion muy débil.

3.° Estos ultimos metales, a pequenias dosis, activan el crecimiento
de las levaduras; a dosis mas elevadas impiden la fermentacion.

4.° La coccién del mosto que los contiene disminuye la accién de estos
metales disueltos; pero la presencia simulidnea de varios metales poliva-
lentes exalta en ciertos casos su acciéon sobre los microorganismos.

5.° EIl mecanismo del proceso se explica en ciertos casos por envene-
namiento de la levadura o por oxidacion o reduccion de los mostos.

6.° La industria de la fermentacion podra utilizar sin gran peligro el
cobre, aluminio, cromo, niquel, platino y los aceros al ecromo, a condiciéon
de que su solubilidad en el medio sea muy débil.

En estudios practicados sobre la levadura alcohélica con algunos de
estos metales se han encontrado comprobaciones de lo dicho anteriormente.
Asi, operando con sulfato de hierro se ha enconfrado con cantidades
del orden de 0,001 a 0,01 por 100 un aumento bastante ‘marcado en la fer-
mentacion.

El cobre ejerce una accién muy marcada en la fermentacion; éste exis-
te normalmente en la levadura, aproximadamente en la proporcion de
3/100.000 de levadura fresca. La accion perjudicial de éste comienza a pai-
tir de una proporcién de 5 mg. de cobre en 200 c. ¢. de mosto.

A la clorofilasa, fermento que actiia sobre uno de los oxhidrilos esterifi-
cados de la clorofila, le es necesario para poder actuar la presencia de iones
calcio.

Otro ejemplo lo encontramos en el fermento vegetal proteolitico, que
actia en medio débilmente acido: la papaina; y en el fermento proteolitico
de los tejidos, la catesina. Estos fermentos necesitan un activador, y se suele
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emplear como activadores no especificos el acido sulfhidrico o el acido
cianhidrico. En la planta no son éstos los aciivadores que funcionan. LErTz
y GrassMAN han encontrado que el activador en la planta es el glutation
de HopkINs, un tripéptido constituido por la unién de una molécula de
glicocola con otra de acido glutamico y otra de cisteina.

COOH
CHp - NHp | S
l CH - fla CH - NH,
COOH ::H |
glicocola ; 2 COOH

CHZ cisteina

|

CONHZ

Ac. glutamico

Asi como la cisteina pasa por oxidacion suave a cistina, hay glutation
-S-H y glutatiéon -S-S. Esta substancia acttia como activadora de los fe-
néinenos respiratorios, ademas de activar estos fermentos.

La peroxidasa es dificultada en su accion, e incluso inactivada por el
agua oxigenada concentrada. Para medir la actividad de este fermenio se
emplea peroxido de hidrégeno sumamente diluido; si se emplea concentra-
do, la aceién no aparece.

La toxicidad de las sales sodicas de selenio, vanadio, arsénico y teluro
est4 indicada por la produccién de gas carbénico durante la fermentacion
de la glucosa. La presencia de compuestos de azufre (excepto sulfatos)
aceleran este efecto.

Finalmente indicaremos que fué EULER quien propusc nombrar “ho-
loenzima” a toda diasiasa, y de aqui considerarle como la suma de un
“coenzima” dializable y de un apoenzima “coloidal”.

El desenvolyimiento de esta teoria es seguida en el curso de los ul-
timos anos.

JAYLE y PoroNowskl, estudiando la hemoglobina de la sangre, cuyo .

papel como transportador de oxigeno es conocido desde largo tiempo, han
encontrado que es susceptible de catalizar las reacciones de. oxidacién en-
teramente como las peroxidasas vegetales.

Pero la hemoglobina no adguiere lodos los caracteres de las peroxida-
sas verdaderas hasta que no es adicionada de un principio contenido en
el plasma, y que se denomina “haptoglobina”.

Se encuentran 2si en presencia de un complejo ternario, comprendien-
do, ademas, de la hematina que representa la coenzima (fracciéon activa que
determina la activacion de peroxido), y la apoenzima, soporte proteico co-
loidal (determinando la especificidad de la accién catalitica y acondiciona-
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miento de la velocidad de reaccion), un proteido aciivador, la haptoﬂobma,
protegiendo el coenzima y regularizando la actividad,

En este esquema la constitucion de una diastasa debiera ser:
Apoenzima -+ Coenzima - Haptoenzima

RocHE sugiere diferentes esquemas, que explican la ligazén de tres ele-
mentos: apoenzima, coenzima, metal; estos esquemas permiten explicar,
en ciertos casos de polifenoloxidasas, por ejemplo, que el metal es especifico,
cataliticamente activo; mientras en otfros carboxilasas, peptidasas, fos-
fatasas, el metal no es ni especifico, ni capaz de ejercer alguna actividad.

Segun lo anteriormente indicado, la constitucion de estas diastasas
seria:

Apoenzima -+ Coenzima - Metal

CONDICIONES DE SOLUBILIDAD

Los caracteres de solubilidad es necesario conocerlos para el trabajo
de aislamiento y paraz la investigacién de la constitucion de los fermentos.

Se llaman lioenzimas a fermentos que se encuentran en forma directa-
mente soluble, sin necesidad de hidrolisis previa. .

Se denominan endoenzimas a fermentos que se encuentran en el in-
ierior de la célula por estar unidos al protoplasma, y no se pueden separar
de él mas que por una hidroélisis previa. Por e€jemplo, la pepsina. Se obtie-
ne este fermento de la mucosa oastnca por extraceién con agua glicerinada
¢, mejor, por la accién del clor hldllCO diluido colocando la mucosa gastrica
en digestion durante cinco dias a una temperatura de 37°.

. En ambos casos se trata de una disolucién del fermenio por autodiges-
tion, ya que la pepsina que se va disolviendo acttia sobre el resto de la masa,
separando el fermento por hidrolisis. En el método de la glicerina llama la
atencion como se va solubilizando poco a poco el fermento; las primeras
aguas no extrsen mas que una cierta cantidad; del residuo se puede ex-
traer otra nueva; operando rapidamente y a 0° no se extrae casi nada. Se
trata de un caso de autolisis en el que la catepsina del tejido va efectuando
la hidrélisis.

La sacarasa se considero al principio como un fermento soluble, para
cuya extraccién bastaba tratar la levadura con agua. Pero las células vivas
de la levadura no ceden nada de su fermento; si se matan, se produce len-
tamente la autolisis y se va disolviendo el fermento.

Para obtenerlo se aumenta primeramente la concentracion de la leva-
dura, haciendo efectuar una fermentacion, lo que aumenta hasta trescien-
tas veces el grado de concentracion de la enzima, y luego, para evitar la

autolisis efectuada por los fermentos hidroliticos. se callenta con éster

acético.
Los cadaveres de la levadura se hidrolizan por pepsina, que disuelve una

cantidad de producto, dejando insoluble la sacarasa.
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Si sobre el residuo insoluble que queda se hace actuar la amilasa, se
obtiene una disolucién de sacarasa con muy pocas impurezas.

No esta quimicamente unida a la cubierta celular, sino que en ella que-
da retenida por esiar constituida de un componente albuminoideo y de
un polisacarido, lo que nos explica la accién solubilizante de la amilasa
y de la pepaina sobre el fermento que retiene, pues cada uno de los fer-
mentos citados disolveria uno de los componentes de las mallas de la mem-
brana.

Otro ejemplo lo tenemos con la histozima, fermento que se encuentra

en el rinon, desdobla a los acidos biliares acoplados o, mejor, el 4cido
hipurico:

CH, - NH - CO - CH CH. _ NH
‘2 65 s IHZ NH, 4 CG}{s_(_'oo){
COOH COOH

En el rifién del perro se encuentra este fermento en forma soluble. En
el del caballo, insoluble. En el de cerdo, parcialmente soluble. Podemos ad-
mitir que se traia siempre del mismo grupo atémico, unido unas veces con
soporte soluble; y otras, con un soporte insoluble,

METODOS DE PURIFICACION Y VALORACION

Estan fundados en procedimientos de adsorcién.

Los primeros trzbajos en este-sentido son los de LEONOR MICHAELIS,
que empleando como adsorbenies la altimina y el caolin, traté de dividir los
fermentos en 4cidos y basicos segun sean adsorbidos por uno u otro de
estos adsorbentes.

La sacarasa acida no debia ser adsorbida por el caolin;: pero si se
purifica por una primera adsorcién de alumina, el producte se adsorbe
sin dificultad por el caolin.

Las aliminas neutras son mas activas y especificas que las Acidas o
bésicas.

Si se precipita una solucién de sulfato de aluminio con amoniaco se
obtiene una gelalina que, separada de las aguas madres por centrifugacion
y seca por tratamiento con acetona, responde a la férmula propia AUOH).;
con un contenido de agua del 53 por 100. La denominamos altimina C,. Este
produclo es fuertemente 4cido y basico, es decir, se disuelve con facilidad
en los alcalis y acidos diluidos.

Al cabo de 24 horas se transforma en altimina Cg, que presenta ya ca-
racter cristalino a los rayos X. Envejeciendo el producto, se transforma
en alumina €, que corresponde & la formula Al,0,.3H,0. Es una substan-
cia casi neutra. Por interferencia con los rayos X se encuentra la malla fun-
damental de la bayerita. Este es un buen adsorbente.
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Precipitando una disolucion de sal de aluminio por amoniaco (sin tam-
ponar) se obtiene una serie de hidréxidos de aluminio,, polialuminicos.
Se obtiene en frio la altimina B de férmula:

| OH
AL
OH

que contiene 35 por 100 de agua. Calentando se obtiene la alumina A de ca-
racter débilmente basico y acido. Su formula varia entre 441(0H), . 3H,0
y 8AI(OH), . 7H,0, oscilando su contenido en agua entre 27 y 22 por 100.

Calentando el hidréxido de aluminio a mas de 200° de temperatura en
autoclave, se obtiene el hidroxido metaaluminico. Su férmula es ALO; . HyO
y tiene una riqueza en agua del 17 por 100. Carece de caracter écido 0 ba-
sico y es el mejor adsmbeme por su selectividad. Por los rayos X se aprecia
la malla elemental de la bohmlta.

METODO PARA AUMENTAR LA CONCENTRACION

El mejor método es la adsorcién, seguida de elucion con una solucion
que contenga pocas sales. El resultado de esta operacién depende del adsor-
bente empleado. Pero mas interés que la concentracion presenta la sepa-
racion de los fermentos que permite este método.

Tal es por ejemplo, la separacién de tres fermentos principales del
pancreas; si bien hemos de tener 1nesente cue las condiciones de adsor-
cion varian con los coloides que acompanan al fermento, como hemos
visto en el ejemplo de la sacarasa.

Se adsorbe primero la lipasa, que es un fermento de adsorcion muy facii.
En la disolucién residual se adsorbe con caolin la fripsina en medio acido,
y anadiendo alcohol se dificulta la solubilidad de la amilasa en condiciones
tales que se pueda adsorber; casi puede decirse que se precipita sobre el
adsorbente por adicién de alcohol.

Influye mucho en la eficacia de la adsorcmn, como método de pmlﬁca-
cion, la dilucién a que se opere; cuanto mas diluidas se encuentren, mejor
se realiza la adsorcion, y si se opera en medios débilmente acidos, se obtie-
nen en general mejores resultados, debido sin duda a la descomposicion
hidrolitica de algunas proteinas o impurezas. Hay que observar que el enve-
jecimiento de las diasiasas disminuye su poder de adsorcion.

La purificacién de las diastasas por dialisis no es recomendable. ¢

METODOS DE DETERMINACION CUANTITATIVA

La medida cuantitativa de los fermentos no se funda en ensayos fisiol6-
gicos largos y dificiles como los que sirven para el ensayo de las hormonas,
sino que se efectiia por medida de velocidades de reaccion.
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A veces en la determinacién cuantitativa encontramos mayor cantidad
de fermento del que corresponde, debido que la excitacion del hongo pro-
ducida por el veneno empleado para ma-
tarlo hace aumentar la produccién de
fermento.

Si en un sistema de coordenadas toma-
mos como ordenadas las cantidades de
substancia descompuesta, y como abscisas
el tiempo transcurrido, obtendremos una
curva caracteristica para la accién del
fermento:

Esta curva presenta un primer trazo
ascendente que es practicamente una rec-
ta; el angulo de esta recta con los ejes de
coordenadas nos puede servir para medir
la. cantidad de fermento en &ccidn.

Se puede medir también el tiempo
: en que se descompondria una cierta can-
tidad de substrato, por ejemplo, el 50 por 100, no por medida directa de
este valor, sino por el estudio de la cinética de esta reaccion; y de los
puntos de la curva determinados experimentalmente, se calcula el tiempo
de media descomposicion. A esto es a lo que se llama valor en tiempo
(ZEITWERT), y se denomina Z  W. Naturalmente que al hacer la determina-
cion de este valor hay que senalar la acidez actual, pH del medio.

Como este niimero no es practico se emplea su reciproco. En el caso de
la sacarasa, por ejemplo, se conoce este ultimo con el nombre de unidades
de sacarasa (SACCHARASE - EINHEIT) y se denomina S. E. Esta cifra nos sirve
para conocer la cantidad de fermento que hay en una solucién y para dedu-
cir de‘aqui el rendimiento en un método de obtencion de fermento.

tiempo

% de subgtancla descompuesta

Pero necesitamos ademés una medida que nos dé una idea del grado de
pureza del material, de la concentracién del preparado. Claro que no sera
mas que un grado de pureza relativo, puesto que no conocemos el fermento
puro, que nos habia de servir como término de comparacién en sacarasa,
S. W. (Saccharasewert), que seria el de un preparado que con 50 miligra-
mos produjera una S. E. = 1.

Asi, por ejemplo, una levadura corriente da un Z. W. = | si se em-
plean 15 gr. 300

Una unidad de sacarasa se encontrara en 5 miligramos de un preparado
cuyo valor en sacarasa S. W. sea igual a 10.

En otros fermentos las medidas no son tan faciles de efectuar como
en éste; en las lipasas, por ejemplo, la actividad estd influenciada por el
grado de dispersién y por la presencia de productos de reaccién, como jabo-
nes y otras substancias que afectan mucho su actividad. En este caso se
opera en condiciones 6ptimas de activacién, afiadiendo sales de acido oleico,
ion, calcio y albtimina.




F E.R M E N T O0:S g > ) AR Ryl IS GRS AR GRSl O SN TS

Se han comparado la peroxidasa vegetal (obtenida del rabano o del nabo)
con la peroxidasa animal, la hemoglobina.

Se mide la actividad de este fermento con pirogalol, que se oxida trans-
formandose en un colorante amarillo, la purpurcgalina, substancia con
11 Atomos de carbono, La cantidad de purpurogalina formada se mide por
colorimetria, previa extrzccion con éter.

La medida se efecttia anadiendo 1 miligramo de subsiancia a una diso-
lucion de 5 grs. de pirogalol y 50 mlllrfmmos de agua oxigenada. Se deja
estar cinco minutos, y al cabo de ellos se mide la cantldad de pur purouahna
formada. Hay que emplear agua oxigenada muy diluida, porque si no, actia
como inhibidor sobre el fermento.

La cantidad de colorante formada, expresada en miligramos, se deno-
mina nimero de purpurogalina P. Z., mientras que se llaman unidades de
purpurogalina P. E. al ntimero de miligramos de substancia necesarios
para engendrar un gramo de purpurogalina.

La mejor peroxidasa, obtenida por una serie de adsorciones, da un
ntiimero de purpurogalina 4.900 P. Z. En cambio, un miligramo de oxihe-
moglobiIn de sangre de caballo produce 0,152 miligramos de colorante;
su ntimero de pu]pmonalma es de 0,052 P. Z, La diferencia es muy nota-
ble y, sin embargo, la mejor peroxidasa no contiene mas que una milésima
parte de su peso en fermento.

Se han determinzdo los nimeros de purpurogalina de la oxihemoglobi-

na cristalizada y se encuentran cifras que son constantes para cada ammal.

Caballo
0,115
Vaca 0,114
0,093

Las diferencias hay que explicarlas admitiendo que la parte activa,
que es la misma para todas las hemoglobinas, esta influenciada por la
globina, que es especifica para cada clase de animales,

Podemos comparar las actividades de los ‘distintos fermentos viendo
la cantidad de agua oxigenada que activa una molécula gramo de fer-
mento en las mismas condiciones:

1 mol. de peroxidasa : picv mol.-de HOOF
1 mol. de fermento respiratorio oo anolade s H O
1 mol. de catalasa 6,10+ mol.-de H,O,
1

mol. de hemina 0,01 mol. de H,O,

Al comparar entre si los distintos fermentos oxidantes nos encontramos
con que las cantidades de substrato que movilizan son del mismo orden.

Otros métodos de valoraciéon los tememos, por ejemplo, en el caso de
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la histozima. La histozima, que se encuentra en el rinén, desdobla los
acidos biliares acoplados o, mejor, el acido hiptrico:

CH, — NH — co - c H
2 6 CH —N)«L2
i 2 —_ | 2

~ COOH
COOH COOH

+ CGH5

Se extrae con éter el acido benzoico, que se valora después.
ESPECIFICIDAD DE LOS' FERMENTOS
Tenemos que diferenciar la especificidad absoluta de la relativa. Nunca

se ha visto que un fermento capaz de desdoblar derivados de la glucosa
desdoble también los de la glucosa .

La férmula de estos aziicares en su forma pirandsica es:

H- C.- OH HO— C.— H
lo/n- C - OH I0/ ?‘ci' - OH
|
HOCH?_’HC:-\H go/-uco;{ H HOCH,~ Hc’%go/_coi K
«~ glucosa R~ glucesa

De ambas formas se derivan ésteres por eterificacion del oxhidrilo
del carbono unido al atomo de oxigeno, con los alcoholes (glucésidos) ©
con azucares. Una B glucosidasa no actiia sobre un glucésido ¢, y a la in-
versa. Esto se denomina especificidad absoluta o cualitativa.

Especificidad relativa, es el caso en que actian con mas facilidad sobre
una subsizncia que sobre otra. Por ejemplo, la emulsina actiia con mu-
cha mas facilidad sobre unos glucdsidos cue sobre otros.

En las peptidasas diferenciamos las aminopeptidasas y carbopeptida-
sas, segun que el punto de accion sobre la molécula del polipéptido esté
en los grupos amidos o en el grupo carboxilo, como se puede demostrar
bloqueando unos u otros por acetilacion o por esterificaciéon.

La rafinosa (triosa) por la accion de la emulsina se desdobla, dando
galactosa y sacarosa; mientras que si actiia sobre él la sacarasa obtenida
de la levadura de cerveza, se desdobla dando fructosa y melibiosa.

KuunN demostré que la sacarasa (invertina), al actuar sobre la saca-
rosa, se fija sobre la molécula de fructosa, mientras que la invertina del
Aspergillus orizae actiia sobre la otra mitad de la molécula.

WEIDENHAGEN no admite que exista mas que un solo fermento que
desdobla todos los aziicares derivados de la alfa-glucosa. Siendo asi que
la sacarosa es un derivado de dicha forma, tiene que ser desdoblado por
el fermento que desdobla la maltosa, y ha enconirado que, en realidad,
éste la desdobla; la diferencia estd en que acttia en medio neutro, a di-
ferencia de la invertasa que lo hace en medio acido.
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RELACION ENTRE LA VELOCIDAD DE ACCION Y LA CONCENTRACION

La caltalasa es la que con mayor exactitud sigue la ley de la accion
de mrasas; las otras diastasas se aproximan en su accién a esta ley,
en disoluciones diluidas. pero en medios mas concentracos la cantidad
de maleria transformada es menor que la que se transformaria si la ley
s¢ cumpliera rigurosamente.

Como consecuencia de esto, la accion de las diastasas se rige por
una ley logaritmica, expresada por la igualdad:

e

m N

en la que t representa la duracién de la accién diastasica; S, la cantidad
tctal de materia a transformar; s, la cantidad ya transformada, y m, un
factor proporcional a la cantidad de diastasa en presencia.

DETERMINACION DE LOS CAMBIOS CELULARES, RESPIRACION Y FERMENTACION

Hacemos mencion del método de BARCROFT-WARBURG por creerlo de
mayor sencillez. Este método de medidas manométricas permite cal-
cular (mediante Ias leyes de los gases) la cantidad de gas desprendido o
adsorbido cuando, permaneciendo constantes el volumen y la temperatura,
se determina la variaciéon de la presién del gas y es especialmente apropia-
do para el estudio de las reacciones quimicas que-se realizan en células
vivas. A continuacién indicamos algunas de las mas importantes de estas
reacciones:

Respiracion animal: Consumo de oxigeno y, como resultado final,
de una serie de productos intermedios, formacion de anhidrido carbénico.

Funcion clorofilica de las plantas verdes: Consumo de anhidrido car-
bonico y desprendimiento de oxigeno.

Procesos de fermentacion que transcurren con desprendimiento o con-
sumo de gas:

a) Fermentacion alcohdlica: Formacion de anhidrido carbonico.
b) Fermentaciones de oxidacion: Fermentacion acética, propionica.

Procesos de fermentacion en los cuales se forma dcido ldctico: Fer-
mentacion lactica, glicolisis (fermentacion lactica de los aziicares). En pre-
sencia de bicarbonatos pone en libertad una cantidad equivalente de anhi-
drido carbonico.

Se pueden realizar investigaciones no solamente con materiales celu-
lares vivos (células de levadura, bacterias, papilla muscular, cortes de

A —




REVISTA DE LA ACADEMIA DE CIENCIAS EXACTAS. FISICO-QUIMICAS Y NATURALES

tejidos), sino también, y de modo completamente anilogo, con preparados
estabilizados (extracto de levadura en acetona, idem de bacterias) o pre-
parados y soluciones enzimaticas exentas de células y capaces de realizar
procesos de tipo de los antes indicados (fermentos de oxidacion animales
y vegeiales, complejos de zimasas, etc.),

Las ventajas de este procedimiento en comparaciéon con otros métodos
son: su gran simplicidad, el poco consumo de material (pocos miligramos
de tejidos); y el hecho de que mediante él se logra conocer no soélo los
estados inicial y final, sino también la marcha de la reaccion en todos
los momentos, ya que los resultados se oblienen por simple lectura en
los manometros sin que se interrumpa el proceso en ningin momento.

Este mélodo requiere el conocimiento de la naturaleza de los gases que
se forman o desaparecen durante la reaccién, y cuando esto no se conoce
de antemano, necesiia completarse mediante el analisis quimico. Es apro-
piado para ello cl aparato de HALDANE para andlisis de gases. Hagamos
constar, sin embargo, que el metabolismo de las baclerias es en muchas
ocasiones demasiado complicado para las medidas manométricas. Se sabe
que -las bacterias pueden hacer fermentar (metabolizar) los hidratos de
carbono segun diferentes tipos de fermentacién; asi, las de la fermen-
tacion laclica producen cantidades variables de alcohol, anhidrido carbo-
nico, acido butirico y otras substancias.

El manémetro de WARBURG consiste en un tubo capilar en forma de
U, unido mediznte ajuste esmerilado y engrasado a la vasija de vidrio
donde tienme lugar la reaccién; por su parte inferior comunica con un
tubo de goma que, mediante un tornillo de presién T, permite desplazar
el nivel del liquido en el manometro. El diametro del capilar varia segun
el tamano de las vasijas, de 0,8 hasta 1,2 mm. El liquido manométrico
se prepara disolviendo 23 grs. de cloruro sodico y 5 grs. de colcinato sédico
(como substancia batotona) en 500 c. c. de agua, y anadiendo unas gotas
de solucién alcohdlica concentrada de timol para su conservacion.

E]l manoémeiro va cdotado, ademas, de la llave H, que permite poner 2
la vasija en comunicaciéon directa con la atmoésfera, y de este modo se
pueden 1miciar siempre las determinaciones a la presién atmosférica. Du-
rante la determinacion la vasija se mantiene sumergida hasta el arranque
del mandometro, en el agua de un termostato; los mandémetros montados
en la parte anterior del termostalo sobre un bastidor, hacen que queden
suspendidas las vasijas. Las vasijas estan dotadas de una abertura late-
ral cerrada con un tapén de ajuste esmerilado y engrasado, lo que permite
la adicion de substancias después de conectado el manémetro. La figura
presenta una de las formas mas frecuentemente empleadas. :

Un pequeno motor, realiza la agitacion removiendo el contenido de las
vasijas durante la determinacion.

Aforo de las vasijas. — EIl mas sencillo es el procedimiento de aforo
manomeétrico. Para ello se procede del modo siguiente. Se coloca la vasija

ST s




L0505 F'ERMENTOS i S U S AP LS G A G T OL N P

con un centimeiro ctibico de agua; abierta la llave H del mandémetro,
se lleva el nivel del liguido mediante el tornillo de presién a un enrase
por debajo de cero; se cierra la llave del manémetro, y mediante el tor-
nillo de presion se eleva el nivel del liquido hasta enrase a cero en la rama
que comunica con la vasija. De este modo el aire contenido experimenta
un aumento de presion que se traduce en una mayor elevacién del liquido

P
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en la rama libre del manometro, y sea h; el numero de divisiones que Se
ha elevado. Se coloca en la vasija un cierio volumen de liquido a, y se
repite la maniobra antes realizada, y esta vez la elevacién: h, que se ob-
tiene es mayor. De este modo, ambas veces se efectiia una misma reduccion
de volumen en la vasija, que designaremos por x; y aplicando la ley de
Boyle-Mariote, se tiene:

; PV +x) = (P +h)V
P(V-—a-2)=@+h) . (V—a

Donde P es la presion qtmosfenca y V el volumen buScado (volumen

" de la vasija y del capilar hasta la marca O) y despejando:

h

a

Vi 2ie=amds o
ligg ==,

Si se toma el volumen del gas comprimido de modo que la altura
disponible del manémetro ‘esté completamente aprovechada, y que sea
aproximadamente V, entonces se logra el volumen buscado con una exac-
thud suficiente en muchos casos. Es condicion precisa que la medida de

. y de h, se realicen bajo temperatura y presién practicamente igual;
eqto qmere decir que entre las dos medidas la temperatura del laborato-
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rio no' varia en 0,5° y la presion atmosférica no mas de 5 mm. de mercu-
rio, condiciones que generalmente es facil lograr.

Cdlculo del cambio gaseoso. — Consideraremos una vasija conlenien-
do liquido, y cerrada mediante su correspondiente mandémetro, en la que
se forma una cierta cantidad de gas manteniéndose consiante el vyolu-
men (tornillo del manometro).

El problema consiste en calcular, conociendo la variacion de presion h,
la cantidad de gzs formacdo o desaparecido cuando permanecen constantes
el volumen y la temperatura.

Sea: Vel volumen de la vasija (incluyendo el capilar del mandéme-
tro hasta cero) en mm. c.

V, el volumen de liquido contenido en la vasija, en mm., c.

T" la temperatura absoluta del ensayo.

o el coeficiente de absorcion del gas.

P, la presion normal, expresada en mm. de liquido (10.000).

P la presién inicial,

h la variacién de presién observada en el manémetro durante el en-
sayo.

La cantidad de' gas cxistente al iniciarse el ensayo, a la presion P y
a la temperatura de ensayo, es igual a V; reducida a la presién normal
(10.000 mm.) y a la temperatura absoluta, esta cantidad de gas es igual a:

La cantidad de gas existente en la vasija, al final del ensayo, en con-
diciones normales, si la presion'ha aumentado en h (o sea P-Lh) es en
mm. ¢.:

P+ h 273 v
~ ——- o /!/

P T

El aumento de gas en la vasija sera:

i pidorsn B 973
t ! BE

: g v,
PO 78 P(J /

Al mismo tiempo aumenta la cantidad de gas disuelta en el liquido, y
esto por mm, c. de liquido contenido en la vasija y por cada mm. c.

Brodie en , 0 sea para V; mm. c. de liquido y h mm. de BropiE en:

Dy ey
P

YR
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La suma de ambos aumentos 1 y 2 es evidentemente la cantidad de
gas X (a 0° y 760 mm.) que se ha formado en total, o sea:

=TS .
I'(; 1—,+ l"L'

2

0

X es asi proporcional a I e independiente de la presién inicial P.

Cada mm. de variaciéon de presion indica, independientemente de la
presion total, la formacién o deszparicién de la misma cantidad de gas. La
expresion del paréntesis la llama WARBURG constanie gaseosa, y la repre-
senta por K; siendo conocido h se tiene:

X=h.K

Segtin la naturaleza quimica del gas que se ha formado (cuya presion
parcial se expresa por h), la constante de la vasija K es diferente, porque
el coeficiente de absorcion ¢ es diferente para los distintos gases. Estos
coeficientes se encuentran en las tablas fisico-quimicas de Landolt-Bors-
tein, y hay que tener presente que la adicién de sales hace variar la solu-
bilidad de los distintos gases en €l agua. Conviene también tener presente
que en ciertos casos puede haber una retencién de caracter quimico; por
ejemplo, cuando se emplea como amortiguador, fosfato.

BACTERIAS

Comprende un grupo muy heterogéneo de organismos que, en ciertos
aspectos, presenta muchas semejanzas con otros tres grupos de micro-
organismos: protozoos, algas y hongos. Con relacién a estos tres ultimos
son las bacterias de tamano mas pequeiio y, por tanto, su estructura celu-
iar mas simple. Las bacterias muestran notables diferencias en cuanto a
sus requerimientos nutritivos, pero pueden clasificarse en dos grandes
grupos, con respecto a sus necesidades alimenticias. Se denominan bacte-
rias autotroficas aquellas que son capaces de utilizar las substancias inor-
ganicas simples como fuente de energia, mientras que aquellas otras bac-
terias que necesitan materias organicas previamente formadas, reciben el
pombre de heterotroficas. Algunas de las primeras, las sulfobacterias verdes
Yy purpuras, asi como las bacterias pardas y purpuras, tienen la propiedad
(que, aparte de ellas, es exclusiva de las plantas verdes) de utilizar la
energia radiante para asimilar el anhidrido carbonico. Las restantes bac-
terias de ese primer grupo, que se denominan quimico-autétrofas, utilizan
la encrgia derivada de Ia oxidacion de los compuestos inorganicos para
gsimilar el anhidrido carbonico.
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Las ferrobacterias son capaces de oxidar las sales ferrosas o sales
férricas; los géneros Nitrosomonas y Nitrobacter oxidan, respectivamente,
el amoniaco y los nitritos:

NH; + 30 — NO,H + H,0 1 79.000 cal.
NO,H - O — NO,H < 21.600 cal.

Las sulfobacterias son capaces de oxidar determinados compuestos de
azuire: :

S+ 30 | H,0—SO,H, -} 141.800 cal.

SH,+ O =S + H,0 + 32500 cal.
582031\7(12 —|—— HQO + 402 = 58041\7(12 _l— SO4H2 + 48

La inmensa mayoria de las bacterias son de naturaleza heterotroéfica
Yy, en ocasiones, necesitan medios nutritivos muy complejos. Uno de los
mas sencillos esta integrado por ac. formico, amoniaco como fuente nitro-
genada y sales minerales ordinarias.

Ciertas bacterias necesitan, como fuente de nitrégeno, aminoacidos pre-
formados, mieniras que otras son todavia mas precisas en sus requeri-
mientos alimenticios, especialmente las bacterias patdgenas, de las cuales
no todas pueden desarrollarse en medios de composicién definida, sino
que requieren extractos de origen animal o vegetal. Puesto que las bacte-
rias son mucho mas variadas que las levaduras, tienen la capacidad de
provocar una serie de reacciones consecuentemente mucho mas variadas
también. Ciertas transformaciones realizadas por bacterias son de lipo
fermentalivo, es decir, que se verifican en ausencia de oxigeno; mientras
gque ofras, como por ejemplo, la oxidacién de alcohol a acido acético, sélo
se desarrollan en presencia de abundante cantidad de oxigeno.

FERMENTACION ACETO-BUTANOLICA

En 1911 se descubri6 una bacteria capaz de fermentar la fécula de
patata, con produccién de alcohol amilico, butanol, etanol y acetona. Poco
después, WEITZMANN aislé una raza superior, Clostridium acetobutylicum,
que es capaz de fermentar otras féculas, ademas de la patata. En estas
circunstancias se obtienen tres productos: butanol, acetona y etanol en
la proporcién de 6 : 3 : 1. Fermentando pentosas con la misma bacteria
resultan las tres mismas substancias, pero en proporcién de 5 : 4 : 1. Por
cada kilogramo de mezcla de disolvente obtenido se producen 1,5 kilo-
gramos de gas formado por anhidrido carbénico e hidrégeno.

El maiz, el arroz, el centeno y el trigo son fuentes adecuadas de hidra-
tos de carbono. Después de eliminar el germen del grano se muele éste
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y la harina resultante se amasa con agua de modo que guede una concen-
tracion de 6-8 por 100 en carbohidratos, esterilizando con vazpor a presion.
Las bacterias de Weitzmann son esporuladas, y la germinaciéon se induce
mediante un fratamiento de choque térmico, después del cual se desarro-
llan nuevas bacterias en estados sucesivos, lo mismo que ocurre durante
el cultivo de levadura en la fermentacién alcohdlica. La fermentacion opti-
ma se desarrolla a un pH de 5-7, a teraperaturas de 37-42°. Aproximada-
mente se utilizan un 96 por 100 del peso original de carbohidrato, La ha-
rina residual se aprovecha como alimento del ganado. El hidrégeno y parte
del anhidrido carbénico se transforma en metanol. La mayor parte del
anhidrido carbonico se solidifica y se vende como hielo seco. Ademas de los
disolventes neutros se obtienen ac. acético, ac. butirico y pequenas canti-
dades de acetoina (acetil-metil-carbinol).

Al principio de la fermentacion se observa una gran acidez. Si se
agrega acido acético o butirico se eleva el rendimiento en acetona o en bu-
{anol, respectivamente. Puesio que el acido acetil-acético aumenta también
la cantidad de acetona, se supone que dicho acetodcido es un producto
infermedio entre el acido acético y la acetona. NEUBERG observé un aumen-
to en la formacion de ac. acético, pero no de ac. butirico (ni de butanol)
al anadir ac. piruvico, si bien cabe argiir que la bacteria utilizada sélo
produce ordinariamente una. caniidad pequefia de metanol. KLuyveEr ha
propuestc un mecanismo de reacciéon admitiendo como primer producto
intermedia el hidrato de metil-glioxal, CH;— CO — CH(OH)., pero el
csquema tiene igual validez si se acepta la formacién de ac. pirtivico o de
acetaldehido, segtin la tecria de MEYERHOF para la fermentaciéon alcoho-
lica. Como intermediario de la fermentacion de butanol se ha propuesto el
acetaldol, que se origina por condensacién alcoholica de dos moléculas
de acetaldehido. Sin embargo, la adicién de acegtaldol no eleva el rendi-
miento en butanol.

En ésta como en otras muchas fermentaciones inducidas por bacte-
rias y por levaduras, se obtiene acetoina (acetil-metil-carbinol) como pro-
ducto secundario y de una forma regular. Se supone que dicha substan-
cia tiene su origen en la condensacién de dos moléculas de acetaldehido
mediante la enzima carboligasa, la cual favorece también la condensacién
del acetaldehido con aldehidos

CH,— CHO + HCO — CH, = CH,— CHOH — CO — CH,

Parte de la acetoina se reduce a butilglicol 2-3, En ciertas ocasiones:
estas dos substancias pueden representar los productos principales de la
fermentacion.

Fermentando el aziicar con Aerobacter aerogenes se obtienen rendi-
mientos hasta de 40-50 por 100 en butilenglicol; el proceso se realiza
actualmente en escala semindustrial como fuente de butadieno.
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FERMENTACION ACETO-ETANOLICA

La bacteria apropiada es la B. acetoethylicum. En la fermentacion se
produce alcohol y acetona en una proporcion molecular aproximada de
2 :'3 : 1 desprendiéndose CO, 6 H; el acido es un compuesto intermedio
en la fermentacién. El mecanismo es analogo al de la fermentacién ace-
tona-butanoglica:

GH;~—CO-_GH; - (00H 5,CH;~~ 60~ CH,

1) 4H 4H
9GH. - C00H- - 9CH, = CHO - 22CH, = JCH. ~ OH

FERMENTACION BUTANO-ISOPROPANOLICA

Entre las bacterias capaces.de hacer fermentar los hidratos de carbono
con produccién de butanol y de propanol, la que mejor resultado produce
es la Clostridium butilicum. Segin el substrato empleado se obtienen can-
tidades variables de alcohol etilico, ale. butilico, a¢. butirico, anhidrido car-
bénico e hidrégeno. La fermentacion es analoga a los procesos acetona-
butanolico y acetona-etanélico. La fermentacién butanol-isopropandlico no
se realiza en escala industrial, pues la demanda de isopropanol se cubre
con el obtenido del petréleo mediante procesos de cracking.

FERMENTACION LACTICA

Como materias primas se emplean generalmente melazas, suero de le-
che y azicar de maiz. Si se utilizan fécules es necesario realizar un pro-
ceso de sacarificaciéon previo a la fermentacion propia. Las dos bacterias
que se usan comunmente son Lactobacillus del briickii y bulgaricus. Con
objetc de mantener la maxima eficacia de las bacterias hay que afadir
intermitentemente carbonato calcico, para mantener el pH constante, que
debe de estar en zona débilmente acida. La fermentaciéon se completa a
los 4-6 dias; el calcio se precipita en forma de sulfato, y la solucion de acido
laetico se concentra a vacio. Puede purificarse por sucesivas cristalizaciones
de sus sales, o bien por un proceso de oxidacién que destruya otras im-
purezas orgénicas o, finalmente, a través de sus ésteres. Los rendimientos
llegan a ser del 98 por 100, basados en aztcar fermentado.

El 4c. lactico se forma por reduccion del ac. pirtivico, mediante reac-
ciones similares a las que tienen lugar en la fermentacion alcohdlica:

2H
CH,—CO-—COOH — CH,— CHOH — COOH

Ciertas bacterias producen la forma dextrogira, otras la levogira y
las mas frecuentes la forma racémica.

— 59 —




F'E R M ENT O S iU, AP L I et AR CAETE S OINE S PAS

FERMENTACION PROPIONICA Y SUCCINICA

Otro grupo muy afin es el género Propionibacterium, entre el que se
encuentran especies responsables de la formacién de orificios, “ojos”, du-
rante la maduracién del queso Gruyére. Semejantes cavidades se forman
por desprenderse anhidrido carbénico. Las bacterias propiénicas son ca-
paces de fermentar un niimero variado de substratos, como hexosas, pen-
tosas, ac. lactico y glicerina. Ademas de ac. propiénico;, que es Ia substan-
cia caracteristica, producen cantidades variables de ac. acético y succinico.
Fodavia no se conoce el mecanisio de la fermentacion, excepto en el caso
de la glicerina, en que se ha estudiado extensamente. En ausencia de
anhidrido carbonico, la glicerina se transforma en ac. propiénico con ren-
dimiento excelente, probablemente a través de la formacion intermedia de
dc. piravico: i

CH,0H CH, CH,

| =gy g

CHOH -~ CO - CH,
Bl |

CH,OH COOH COOH -+ H,0

En presencia de carbonato de cal, se produce #c. succinico en cantidad
equivalente a la de carbonato consumido. 2

Mediante el empleo del is6topo radiactivo de carbono (C30,) ha podido
eslablecerse la utilizacién del anhidrido carbénico desprendido, que pasa a
formar parte de uno de los grupos carboxilo de aec. succinico:

C'“‘O
HOH ,C — CHOH

HOOC? — CH,— CO —COOH - HOOC*® — CH, — CHOH -
2H
HOOG13 — CH — CH — COOH —— HOOC'}— CH, — CH,— COOH

FERMENTACION ACETICA

Se han descrito unas veinte bacterias aerobias pertenecientes al gé-
nero Acetobacter, y que son capaces de transformar el alcohol en ac. acé-
tico, Probablemente uno de los pasos consiste en una deshidrogenacion,
en que el oxigeno atmosférico actua como aceptor de hidrégeno, pues el
rendimienio es mayor si se aumenta la cantidad de oxigeno.
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Se ha demostrado la formacién intermedia/de acetaldehido por fijacién
con sulfito de calcio:

—2H 0
CH,— CH,0H ~ CH,— CHO — CH,— COOH

Ciertas especies son capaccs?de transformar el acetaldehido en ac. acé-
tico y alcohol etilico en ausencia del oxigeno atmosférico.

NEUBERG ha sugerido que lo que ocurre en estos casos es una simple
dismutacion o desproporcion del acetaldehido, en el sentido de la reaceion
de Cannizzaro. ;

Generalmente, las especies del género Acetobacter oxidan otros sutratos
distintos del alcohol etilico, transformandolos integramente en anhidrido
carbdnico y agua. Una de las especies, A. suboxidans, es capaz de oxidar
parcialmente numerosas substancias conteniendo grupos aldehidicos o al-
cohdlicos que son transformados por deshidrogenacién en grupos carbo-
xilicos, respectivemente. Algunas de las transformaciones mas tipicas se
recogen en la tabla que a continuaciéon damos. En estas oxidaciones, asi
como en todos los demas ejemplos observados, solamente se oxidan los
grupos de alcohol secundario y, en caso de existir varios de ellos, se
ataca siempre aquel que se halla contiguo a un- radical alcohdlico.

TRANSFORMACIONES TIPICAS REALIZADAS
POR A, SUBOXYDANS

Substrato Productos

Alcohol isopropilico Acetona
IGlucosa, Ac. glucénico
Ac. glucoénico Ac. 5-cetogluconico
d-Sorbita 1-Sorbosa
Glicering Dioxiacetona

M OHOS

Los mohos son variedades de hongos que pertenecen principalmente
a dos clases, los hongos imperfectos y los ficomicetos. Todos son organis-
mos heterotréficos, muchos de ellos parasitos de plantas y animales, mien-
lras que oiros se hallan muy extendidos, especialmente en el suelo. Rara-
mente son cepaces de producir fermentaciones, y cuando lo hacen, su ca-
pacidad fermentativa es muy escasa. En consecuencia, los productos for-
mados por los mohos difieren considerablemente de los resultados de las
fermentaciones producidas por bacterias o levaduras. Lo mas llamativo
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es la ausencia de hidrégeno y de metano; acidos volatiles como acético,
propionico y butirico, en caso de producirse, se forman cantidades minimas.
I.a formacién de ac. lactico, que es muy caracterisiica de las bacterias,
apenas ha sido observada en los mohos. Los acidos que éstos producen
son generalmente polibasicos, como, por ejemplo, oxalico y citrico, o polio-
xiacidos como gluconico y galico. Los mohos se desarrollan mejor en medios
débilmente acidos, pudiendo tolerar una acidez mucho mas fuerte que las
bacterias. El aspccto caracteristico del queso de Roquefort se debe a la
presencia de un hongo verde azulado. Penicillium roqueforti, cuyas lipasas
liberan de las grasas de queso los acidos capromnico, caprilico y caprinico,
siendo responsables de su sabor tipico. De otro moho, Aspergillus oryzae,
se extrae el fermento-lakadiastasa, que se aplica industrialmente para
hidrolizar el almidén y terapéuticamente para tratar ciertos tipos de in-
digestion. '

Transformaciones producidas por la accién de hongos, asi como pro-
ductos derivados de esta actividad son los siguientes:

ACIDOS OXALICO Y CITRICO

Su formacién a partir de los azticares es una caracteristica comun a
muchas especies de Penicillium y de Aspergillus. Si el pH del medio

se mantiene entre 6 y 7 por adicién de carbonato de calcio, que va preci-
pitando el 4c. oxalico a medida que se forma, se obtienen rendimientos
excelentes de oxalato de calcio (90 por 100 con relaciéon a los azicares).
Si el pH se disminuye a 1 —2, no se forma 4c. oxalico; mas en su lugar,
resulta un rendimiento en ac. citrico del 88-90 por 100.

La produccién en 1935 en los EE. UU., por este procedimiento, estuvo
muy proxima a los cinco millones de Kgs. de acido citrico.

Se ignora el mecanismo de formacién del ac. oxalico.

Por su parte, el ac. citrico ha podido obtenerse de compuestos con
cadena recta que contienen 2, 3, 4, 5, 6, 7 y 12 atomos de carbono. La
circunstancia de que se forme ac. citrico a partir de substancias con me-
nos de 6 atomos de carbono sugiere la posibilidad de que la sintesis se
realice con una degradacion previa a compuestos de 2 6 3 carbonos, se-
guida de condensaciones entre ellos. KrREBs ha propuesto un esguema
de formacion en el que el producto clave intermecdio es el ac. pirtvico,
empleancose el anhidrido carbonico en €l mismo sentido en que se em-
plea en la sintesis del 4c. succinico, segiin se ha indicado anteriormente.
En efecto, cuando el medio contiene anhidrido carbonico radiactivo, el
dc. citrico formado también tiene un carbond radiactivo, cuando menos
en uno de los carboxilos.

Un acido parecido, el dcido itaconico, es producido con bastante buen
resultado y rendimiento por el Aspergillus itaconicus y A. terreus.
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ACIDO GLUCONICO

Es producido por gran cantidad de mohos, generalmente junto con
ac. citrico y con ac. oxalico.

Se favorece la formacion del ac. gliconico, que puede alcanzar ren-
dimientos de 80-90 %, agregando al medio fosfatos y nitratos que son
reducidos durante la fermentacién.

Durante los tltimos anos el departamento de agricultura de EE. UU.
ha subvencionado amplias investigaciones sobre esta reaccién y los re-
sultados obtenidos indican que tiene posibilidades industriales. El glu-
conato, base de inyectables, indicado en el metabolismo del calcio y en
el tratamiento de la fiebre lactea de las vacas.

AcCIDO KOJICO

Fué aislado en 1907 en cultivos de Aspergillus oryzae (Koji) empleado
en el Japén para fermentar el arroz y producir una bebida alcohoélica
denominada saké. Tambien es producida por-otros miembros del género
Aspergillus y por el Penicillium dalaca. BARGAR y YABUTA determinaron
una estructura de gamma-pirona para el acido, que se obliene con ren-
dimientos de 10-20 por 100, pero que carece de aplicaciones industriales.

(0)

1}
Hoci/c \ﬁH
|
HC\O /cl — CH0H

Ac. Kéijico

Su formacion tiene interés teérico en cuanto que resulta con igual
rendimiento a partir de pentosas que a partir de hexosas, y ademas,
ha sido obtenido de' compuestos de tres y siete atomos de carbon, Este
curioso fenomeno se encuenira también en los procesos (ue originan
manita, producto muy frecuente del metabolismo de la glucosa, pero
que se obtiene también a partir de las peniosas xilosa y arabinosa, aun-
gue con rendimientos siempre mas bajos. En cambio, la sorbita, que es
producto principal de la reduccién quimica de la glucosa, nunca se ha
encontrado como producto del metabolismo de los hongos.

OXIDO DEL ACIDO MALEICO

SarkacucHI ha demostrado que un cultivo de Penicillium viniferum es
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capaz de transformar una serie de monosacaridos, disacaridos y polisa-
caridos en el acido oxidoetilendicarboxilico, es deecir, el o6xido del acido
maleico:

/CH — COOH

MCH — COOH

Oxido del dc. maleico

AGIDO GALICO

Se produce comercialmente por hidrélisis con acidos o bases (y tam-
bién por la accion de hongos) de los galotaninos, un complejo grupo -de
substancias que se hallan en numerosas plantas. La hidrélisis con hon-
gos fué descrita por ScHEELE en 1787 y, posteriormente, se ha demostrado
que varias especies de Aspergillus y de Penicillium producen un fermento
denominado tanasa, que es capaz por si solo, exento de células del hongo,
de liberar ac. galico de los taninos. En realidad, debe advertirse que esta
reaccién es una simple hidrolisis en que se libera ac. galico de compuestos
mas complejos, pero en los que ya se halla preformado.

METILACION DEL ARSENICO

Con cierta frecuencia se han registrado muerfes por intoxicacién ar-
senical atribuida originalmente a las pinturas de los papeles de las pa-
redes. En 1935 demostr6 CHANLLENGER que ciertas especies de hongos,
en presencia de 6xido arsenioso, A4s;0,, o de (CH3)>,AsO.Na (cacodilato de’
sodio) liberan trimetilarsina (CH,)s;As, gas responsable del olor alidceo
y de las intoxicaciones consecuentes. La metilacion de los compuestos
arsenicales por determinados hongos es una reaccién general, indepen-
diente del compuesto empleado. Asi, por ejemplo, el acido etilarsénico
produce dimetil-etil-arsina, y el ac, dietilarsénico produce metil-dietil-
arsina.

Lo mismo ocurre con los compuestos de selenio y de teluro. Asi, por
ejemplo, los de este ultimo producen dimetil-teluro. EI hongo mas activo
en estas metilaciones de metales y metaloides es el Penicillium brevicaule.

SINTESIS DE SUBSTANCIAS COMPLEJAS

Ciertos hongos son capaces de sintetizar una notable variedad de
compuestos complejos, algunos de los cuales han resultado de especial
interés por haberse descubierto en ellos acciones antibacterianas
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La mayoria de estos estudios han sido efectuados bajo la direccion
de H. RaisTrICEK, en la Escuela de Higiene y Medicina Tropical de Lon-
dres. Cultivados en un medio a base de glucosa y de sales minerales, los
mohos son capaces de sintetizar numerosos polisacaridos, algunos de los
cuales incluye la tabla y en los que la glucosa original puede desaparecer
en forma de manosa, de galactosa o de idosa.

POLISACARIDOS TIPICOS DE ASPERGILLIA Y PENICILLIA

Polisacérido Productos de hidrolisis Moho

A. niger, A. fumigatus,

(Almidon de hongos reac- Glucosa
P. variable

cion del yodo)
Micodextrana (reaccion Glucosa A. niger, P. expansum

de] yodo)
Variantiosa glucosa, galactosa, idosa P. varians
Poligalactosg galactosa P. charlesii
Polimanosg, manosa P. charlesii
Ac. Luteico glucosa, ac. malénico P. luteum
Capreolinosa Manosa, glucosa, galacto- P. capreolinum

sa, ac. malénico

La mayoria de los mohos son capaces de sintetizar también grasas.
esteroles y acs. grasos complejos a partir de glucosa o de otras hexosas.
En un estudio detallado de la produccién de grasa por Aspergillus sydowi,
han encontrzdo STRONG y PETERSON que un 12 por 100 del micelio (siste-
ma vegetativo exento de esporas) estd formado por un aceiie compuesto
de una mezcla de acs, grasos que se indican en la tabla que damos a
continuacién. Los porcentajes se refieren a los pesos aislados.

COMPOSICION DE L.AS GRASAS SIMPLES DE A. SYDOWI

Substancia %% Substancia %

Acs. grasos saturados Acs. grasos no saturados

palmitico 8,8 oléico
estearico 110 linoléico
n-tetracosanico 0,9 Acs. superiores
acs. volatiles 0,46 glicering
estearinas (principalmen-
te ergosterina) 5,36

RaisTRICK y sus colaboradores han aislado una serie de acidos (5-8)
de P. charlesii que resultan ser derivados del ac. tetronico (4) y, por
tanto, de estructura similar al 4c. ascérbico o vitamina C (9).
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Del Penicillium terrestris ha aislado RAISTRICK el ac. terrestrinico,
que puede considerarse como un Aac. etil-cardlico, es decir, un acido ca-
rélico (5) en que el radical —CH,0H, se halla substituido por

— CHOH — CH,— CH,4

En las férmulas 1, 2, 3 se reproducen tres de los 4cidos que han sido

aislados de los mohos, :

] |
(FH2)9 UI:HZ )y
CH — COOH CH.
| e
CH co
| |
CH —COOH O CIH2
]
CHZ— co CH2 — COOH

043 CH3

Ac, espiculispérico (1) Ac. ceto - pentadecanoico (2)
Gy
(<[:H2 )9
Cx HOT = {CH
|
HO —~ C — COOX co
!
CH
|
COOH
Ac. minioluteico (3) Ac, tetrénico (4)
HOC = € — CO — (CHy),— COOK
[
CHQ— C{{ /GO
(o]

C
HZ\/
0

Ac, cardlico (5) Ac, carolinico (6)

HC=C — C‘O—(CHZ)—CHZOH HOC = C — CO— (CH,), — C}{3
P po
H0OC — CH,— C{{ /co HOOC — CH,— C{( /co

Ac, cérlico (7) Ac. carlésico (8)

HOC = COH

H, — CH{ - co
Hoc. > (OH) C{{ A
ol
Ac. agcérbico (9)

PIGMENTOS DE LOS GRANDES HONGOS

Otro importante grupo de investigaciones sobre substancias de los
hongos ha sido realizado por el quimico alemén F. KocL, en la Univer-
sidad holandesa de Utrecht. A él se deben principalmente los estudios
sobre pigmentos de los grandes hongos: ac. polipérico, astromentina,
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muscarrufina, ac. teleférico y boletol, asi como el activisimo veneno de
Amanita muscaria, denominado muscarina y cuya esiructura mas pro-
bable es la siguiente:
CHSGH s CH - OF = N(CH )
2T 8’3
| | |
OH CHO OH

Muchos de los mohos se caracterizan por colores vivos que se deben
a la presencia de pigmentos tipicos, la mayoria de Jos cuales son derivados
de la toluquinona y de la metil-antraquinona. Algunos de los cuales, co-
rrespondientes a este ultimo tipo, se incluyen en la tabla adjunta. Dos

PIGMENIOS TIP1COS DE LOS MOMOS
nombre fdrmula moho
0
HOOC \l OH
X OH
Boletol boletus luridus
; o
Il OH
0
oy
, : : N CH; ] :
helmintosperina Helminthosporium
- granineum
OH I OH
0
oM f OH
CHZOH
Gatenarina H. catenarium
1
OH o
Yon . OH
CH 3
CGinodontina 3 H. cynodontis
OH | OH
0

pigmentos de hongos han sido identificados como derivados de la xantona;
uno de ellos es la ravenelina (1, 4, 8 - trioxi - 3 - metilxantona), aisiada del
micelio de Helminthosporium ravenelii Curtis, con rendimiento del 10
por 100.

En realidad, como se ve por la formula, el boletol no es derivado de
la (- metilantraquinona, sino que se trata de un acido purpurincarboxi-
lico. La subslancia original, tal como se encuentra en el hongo, corres-
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pondc a esa formula y tiene color rojo (en el hongo mismo, por estar
muy diluido, aparece como amarillo). Al partir el hongo, una peroxidasa
gque contiene provoca la oxidacién por el oxigeno atmosférico, transfor-
mandose el color amarillo en azul intenso. Quimicamente, el cambio de
los colores se debe a la oxidacién de los dos oxhidrilos en para, con
formacion de una nueva agrupacion quinénica: la diquinona resultante
es azul. El boletol se encuentra también en el B. safands, B. badius ¥y
B. lupinus, en proporciones variables.

Otros pigmentos de los hongos derivados de la (8 - metilantraquinona
son: frdgula - emodina (4, 5, 7 - trioxi -2 - metil - antraquinona) en Der-
mocybe sanguinea, encontrada también en las drogas purgantes de las
plantas superiores; dermocibina, del mismo hongo. una tetraoxi- metoxi-
2 - metil - antraquinona en la que no se ha determinado la posicién de
los sustituyentes; rubroglaucina, de Aspergillus c¢laucus, probablemente
una 6 metoxi-1, 4 dioxi-2-metil-antraquinona; roseopurpurina de Penici-
[lium roseopurpureum, probablemente una 4-metoxi-5, 7-dioxi-2-oximetil-
antraquinona; citreorroseina, de Penicillium citreoroseum, probablemen-
te 4, 5, 7-trioxi-2-oximetil-antrequinona, que se encuenira también en el
P. ciclopium, acompanada de dc. emddico (ac. 4, 5, 7-trioxi-antraquinon-
carbozxilico-2); tritisporina, de Helminthosporium fritici vulgaris; una 1,
3, b, 8-tetraoxi-6-10-7)-oximetil-antraquinona; y otras mas cuya estructura
aun no se conoce bhien.

HIDROLISIS DE ALMIDONES

En este método se emplean razas seleccionadas de mohos, algunos
de los cuales pueden, ademas de la hidrolisis, realizar la fermentacién
alcohdlica. La materia feculenta que se ha de hidrolizar se moja con
agua, para hincharla, durante algunas horas. Luego se calienta, mez-
ciada con dos veces su peso en agua, a una presién de cuatro atmosferas,
con lo que el almidon se vuelve soluble. La liquefaccién se facilita acidi-
ficando la masa con 0,6-0,8 por 100 de CIH o SO H, La masa esterili-
zada se filtra a 38-40° C. y se inocula con un cultivo puro de Mucor o
Rhizopus (M. rouxi, R. japonicus, R. tonkinensis. R. delemar). Se pasa
después por la masa aire estéril durante veinlicuatro horas a 38°C.

Finalmente, se filtra a 33°C, y puede ya llevarse a la solucién a
fermentar (por levaduras, bacterias o mohos). La hidrdlisis del almidén
y la fermentacion del liquido glucosado resultante se puede lleyar a
cabo simultaneamente por asociacion de un moho (Mucor boulard) y
una levadura.

Muchos mohos, especialmente razas de Aspergillus flavussoryzae, se
usan en la manufactura de preparados diastasicos (Takadiastasa, Koji,
ete.), que se emplean en escala industrial y, sobre todo, en procesos de
laboratorio en la transformacién de almidones en aziicares. Su mayor
ventaja estriba en los altos rendimientos obtenidos con su uso.
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En la actualidad han alcanzado pleno desarrollo tres métodos, de
los que uno, el de SCHOLLER, tiene mucha mas amplia aplicaciéon que los
dos restantes. En estos métodos se utiliza:

a) Acido clorhidrico concentrado y baja temperatura’(20° C) (HAGGLUND-
BERrcIUs, en Rheinau - Mannheim).

b) Acido sulfurico concentrado y baja temperatura. SO H, de 60° Bé.,
y i — 252 G (LEONE):

¢) Acido sulfurico diluido (0,5 por 100) y alta temperatura (170°-
180° C.). (ScHOLLER - TORNESCH, montada por primera vez en Kiel).

En el procedimiento a) es necesario sacar la madera y recuperar el
acido. El azucar obtenido no es aztcar sencillo fermentescible, sino un
hidrato de carbono del tipo de las dextrinas; b), presenta caracteres si-
milares. En cambio, en c¢), no se exigen condiciones especiales de ningtn
lipo en el material de partida, obleniéndose directamente azticares fer-
mentescibles. En un medio rural en instalaciones de escala reducida, am-
bos métodos pueden completarse para la alimentaciéon del ganado, usando
las dextrinas del tipo a), muy digeribles, directamente para pienso, y con-
virtiendo los azucares del ¢) en levaduras, las cuales ofrecen un exce-
lente alimento albuminoideo.

Partiendo de una tonelada de madera seca en cada uno de los tres
procedimientos se obtiene (en kilogramos):

Giordani- * Schiller

Bergius
LECTEIUoR Leons

.Azticar total 660 600 433
Azucar fermentable 560 4380 352
Aziicar no fermentable por levadura 100 120 81

La demolicién de los materiales celuldsicos, a diferencia de lo que
sucede con los amilaceos, solo se lleva a cabo mediante acidos; la hidré-
lisis fermentativa no es realizable. Se conocen muchas bacterias y mohos
capaces de descomponer la celulosa, aunque los fermentos correspon-
dientes estan mal caracterizados. Faltan en los vertebrados (que, en cam-
bio, poseen abundantes amilasas) y los poseen muchos animales inferio-
res y diversos microorganismos.

Es conocida su abundancia en los constituyentes de la flora intesti-
nal de los animales superiores, sobre todo, en los herbivoros.

No se ha descrito ninguna técnica industrializable que permita actuar
con fermentos sobre celulosa. La celulosa natural sc ataca muy lentamente.
Mas deprisa lo hace la sometida a tratamiento alcalino, o la celulosa rege-
nerada, quiza, a consecuencia de un aumento de superficie.

Los liquidos sulfiticos, resultantes de la obtencién de la celulosa por
el método al sulfito, contienen 10-12 por 100 de residuo sélido. El ana-
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lisis de estos liquidos muestra que cada tonelada de celulosa obtenida de
abeto sueco da:

644 Kg. de lignina.

311 Kg. de hidratos de carbono.

255 Kg. de lignina combinada con SO,

102 Kg. de CaO combinada con acido lignosulfénico.
73 Kg. de resinas y grasas.

15 Kg. de proieinas.

Por tonelada de pulpa obtenida se producen 8-10 toneladas de liquidos
sulfiticos.

Segtin KrLAson, los 311 kilogramos formados de megzcla de aziicares se
componen de 49,4 por 100 de glucosa, 15,6 por 100 de manosa, 8,1 por 100
de galactosa y 26,9 por 100 de pentosas y pentosanas no fermentables (ara-
binosz, xilosa, etc.). Aproximadamente el 65 por 100 de los aziicares totales
son fermentescibles; es decir, en peso unos 200 kilogramos.

Directamente las aguas sulfiticas no pueden someterse a fermentacion.
Antes de inocular con levadura es necesario neutralizar en caliente el SO»,
y acidos acético y férmico presentes. Se usa corrientemente una mezcia de
cal recién apagada y CO3;Ca. Hay que llegar hasta pH — 6, evitando la reac-
cion alcalina, que favoreceria la destruccion de la glucosa. Se deja después
sedimentar. Finalmente, se lleva a la concentracién adecuada y se anade
sulfato aménico y fosfato de calcio como materia nutritiva de las levaduras,
las cuales, por la naturaleza del caldo, han de ser de raza especialmente
seleccionada. Si se lleva a cabo fermentacion alcoholica, el rendimiento
en etanol alcanza hasta el 1 por 100 del volumen de los liquidos sulfi-
ticos. Como productos secundarios de la destilacién se obtiene, ademas
de aldehidos y alcohol amilico, cierta cantidad de metanol. Por este pro-
cedimiento en Alemania se obtenian unos 200.000 HI. de etanol anuales.

También pueden aprovecharse las lejias sulfiticas en otras fermentacic-
pes distintas de la alcohdlica, o en la obtencién de levaduras para pani-
ficacion o alimentacién. El rendimiento en levadura seca (Torula) es de
51,4 por 100, referido a aztcar fermentescible, con un contenido albumi-
noideo de 50-53 por 100.
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DETERMINAGION DE GONSTANTES DE DiSOCIACION
DE ACIDOS Y BASES ORGANIGOS

por FERMIN GOMEZ BELTRAN y M.® PILAR PUEBLA REMACHA

INTR OD € € 10N

Los valores de las constantes de disociacion de los acidos y bases or-
ganicos, pertenecientes a un mismo grupo fundamental con diferentes susti-
tuyentes, permiten deducir conclusiones interesantes sobre la influencia 'de
la naturaleza y posicion de los mismos en la ionizacion acida o basica.

Por esta razén nos hemos propuesto medir sus valores en una serie
de compuestos derivados de la estructura basica de la quinoleina a fin de
extraer, cuando los datos a nuestra disposiciéon sean suficientes, las relacio-
nes entre ionizacién y constitucién que nos sea posible.

Los distintos métodos de medida de constantes de disociacion existentes
en la literatura son:

a) Medida de conductividades (1)
b) Medida de F. E. M. de pilas sin transporte (2).
c) Medidas potenciométricas de pH (3).

Medidas directas e indirectas de solubilidades en mezclas tampon (4).
M¢étodos espectrofotométricos y colorimétricos (5)

Medida de efectos cataliticos (6).

Métodos polarograficos (7).

Accion inhibidora de bacterias (8).

Determinaciones del coeficiente de reparto (9).

Medidas crioscopicas (10).

Los mas utilizados por la precision y facilidad de manejo de las técnicas
operatorias experimentales son los a), b), ¢), d) y e), y entre ellos
hemos elegido como método mas adecuado a nuestro caso, la medida del
pH de mezclas del compuesto y su sal sodica (constante de disociacién aci-
da) y del compuesto y su clorhidrato (constante de ionizacién bésica), por
las especiales caracteristicas de las moléculas organicas con las que vamos
a trabajar.

Asi, por ejemplo, la pequefia solubilidad en agua de las mismas, nos
impide preparar soluciones a diferentes concentraciones, so pena de hacerlas
tan diluidas que la precision de la medida conductimétrica desaparezca.

sy A
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La medida de F. E. M. de pilas sin unién liquida presenta parecidos in-
convenientes, por la razon, de no poder preparar mezclas de compuesto or-
ganico, su sal sodica o clorhidrato y' cloruro sédico, en un intervalo de con-
centraciones adecuado. Sin embargo la medida de pH en pilas de concentra-
cién con unién liquida del tipo

AH (my) 1 Cl K
ELECTRODO DE VIDRIQ SOLUCIGN " | CALOMELANOS
A= N§ (m2) SATURADO

AH (m1) ClK
ELECTRODO DE VIDRIO ¢ SOLUCIGN CALOMELANOS
AHY €1~ (mj) SATURADO

7

nos permite una comoda y rapida determinacion, pues en ellas, no nos es
necesario conocer mas que la suma (m, + msz), perfectamente determinable
a posteriori.

La medida de solubilidades en mezclas tampon es un método semejante
al que hemos elegido, pues lo que en realidad hacemos en el que vamos
a emplear, es determinar la solubilidad (m; + mz) en un medio de pH me-
dido posteriormente. Sin embargo las mezclas tampén, debido a los electrd:
litos empleados en su preparacion, poseeran una fuerza iénica grande, con
lo que sera dificil de corregir numéricamente con exactitud su influencia
en la constante termodinamica de disociacion. La menor cantidad de iones
que hay en el electrélito de las pilas anteriormente formuladas, facilitara
este calculo y correccion, siendo facil de comprender la mayor exactitud
de la misma en este caso, si se tiene en cuenta que, para ello, se emplea la
ley limite de Debye-Hiickel de cumplimiento correcto tinicamente para va-
lores bajos de w.

Los métodos espectrofotométricos y colorimétricos seran de aplicacion
mas limitada, por lo que, en principio, no se pueden escoger para un plan
de trabajo general, ya que dependen de la naturaleza de las propias molé-
culas y de que éstas absorban distintas longitudes de onda en las formas
disociada y sin disociar.

Todas estas razones son las que nos han llevado a escoger el método c)
para Ja determinacion de constantes de disociacion en los diversos acidos
carboxilicos derivados de la quinoleina, con los que nos proponemos trabajar.
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DETERMINACION DE CONSTANTES DE DISOCIACION DE ACIDOS Y BASES ORGANICOS

CONSTANTES DE DISOCIACION DEI, ACIDO
5-AMINO 8-QUINOLINCARBOXILICO

Comnstante de disociacion dcida.

PARTE EXPERIMENTAL

Preparacion del dcido 5-amino 8-quinolincarboxilico.

Se obtuvo por reduccién del acido 5-nitro &-quinolincarboxilico segtin
el método de Breckenridge y Singer (11).

Las agtijas amarilloverdosas obtenidas se cristalizaron tres veces de
agua hasta constancia del punto de fusion (171°-172° C), coincidiendo éste
exactamente, con el existente en la literatura.

Valoracion del dcido 5-amino 8-quinolincarboxilico.

La presencia del grupo amino en la molécula nos indujo a suponer que
la fijacién de bromo en la misma, y por tanto una volumetria bromatomé-
trica, podria ser un método adecuado de valoracion.

Como comprobacion de estas suposiciones y con el fin de determinar el
valor del equivalente del reactivo en la misma, realizamos las siguientes
valoraciones con la técnica que a continuacion resefiamos :

0,0495 grs. (2,94 . 10* moles) del compuesto organico desecados a 110°-
120° C se dlsolv1e10n en 200 mls. de acido clorhidrico 3N., se afhadieron
20 mls. de solucion 0’1008 N. en bromato potasico y se deJo en la oscuri-
dad durante dos minutos. Pasado este tiempo se adicionaron 2 grs. de bro-
muro potasico, se agitd y se dejo en la oscuridad otros dos minutos. Poste-
riormente se afadieron 2 grs. de ioduro potasico, valorando el iodo libera-
do con tiosulfato sédico 0,0993 N. Se gastaron -10,25 mls. del mismo hasta
el punto final (engrudo de almidon).

En esta valoracion se ha invertido el orden de adicion que corrientemen-
te se sigue con respecto al bromuro y bromato potasicos. La causa es, que
si se anade primero el bromato y luego, al cabo de un tiempo, el bromuro,
no se producen los precipitados cristalino-sedosos que perturban el punto
final de la volumetria, y que aparecen, si se afiade bromato potasico sobre
una solucién que contiene producto organico y bromuro potésico.
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El ntimero de equivalentes de bromo fijados en la molécula es:

20.0,1008 — 10,25 . 0,0993—= 0,998 m. eq.

0,998

0,249
de bromo.

Se realizaron dos nuevas determinaciones :

1> 0,0428 grs. (0,227 milimoles) de producto y 20 mls. de bromato
potasico, gastaron 11,15 mls. de tiosulfato

20.0,1008 — 11,15 . 0,0993 = 0,909 m. eq.

—4,00;, es decir cada mol. de producto consume 4 equivalentes

0,909

= 4,00,
0,227

2% 0,0428 grs. (0,227 milimoles) de producto y 25 mls.
tasico, gastaron 16,25 mls. de tiosulfato.

25.0,1008 — 16,25 . 0,0993 = 0,916 m. eq.

de bromato po-

0,916

= — 09
0,227
En esta ultima volumetria el punto final se determin6 potenciométrica-
mente.

Solubilidad en agua del dcido 5-amino 8-quinolincarboxilico.

Se prepararon muestras de la forma usual en estas determinaciones, que
se mantuvieron durante dos dias a 25° C.

Filtradas posteriormente se analiz6 en el filtrado el contenido en pro-
ducto organico por el método anteriormente descrito, obteniendo los resul-
tados que figuran en la tabla I.

TABLA

I

gﬂs.t mados
e solucign
acuosa de

(5A8Q)

mls.adiciona-
dosde
BrOz K
OQ.0970ON

mls.gastados
de 5,0zNa-
O0712N

media .
mls.S,0:Na,

oros (5A8Q)
en 1000 Qr
de GQUd

100
100

25
25

22,75
22,80

2237

0.163

Determinacion de la constante de disociacién deida K,.

IR ’

Se preparan seis mezclas del 4cido organico e hidroxido sédico 0,0838 N
con las cantidades de 5-amino 8-quinolincarboxilico, hidréxido sbdico y
volumen total que se reseflan en las columnas 2, 3 y 4 de la tabla II.

Semantuvieron a 25° C durante dos dias, a fin de que se estableciera
bien el equilibrio; se filtraron, se midié el pH de la solucién transparente
asi obtenida y se valoré en ella, siguiendo la técnica anteriormente descrita,
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el contenido total en acido organico. Los valores de mls. de solucion to-
mados, mls. de BrO,K afadidos, mls. de tiosulfato sodico gastados y pH,
se encuentran resumidos en las columnas 5, 6, 7 y 8 de la misma tabla II.

Con estos datos se calcularon los valores de m,, my=—u, A V p,

ey m : = :
pH—Ig " + A V, que figuran en la tabla III, y que representa-

m, — 1my,
dos graficamente en la Fig. 1, permiten extrapolar para w=_0, un valor de
pK, de 8,46 con lo que

—lgK,—846 lgK,—09,54 K,=—3,5.10~°

TABILA 'IT

ors. de volumen| mls tomados |mls.de BrO3K | mls.de S20zNax
producto total |defiltrado |[OIQ7ON adi-|0.09201 adi-
or?a’nico solucien| 2 0a cllaonad%s cl\gnado’sz,a

0.1204 100 | 50 | 40 | 25 | 25 18.20 | 2045
0.2325 u 25 | 20 . - 18.50 | 20.70
0.3319 : 20 | 20 . 17.00 | 17.00
0.4634 20 " 13,0 | 13.00

0.5389 ' 10 . ; 19.20 | 19.30

0.6235 10 17.05 17.05

TABLA III

= =5

TRl S e VR LS e
mO]e%OOO gr. ol 1000 gr.H20 A VJ\T PR3 me—my "7 M

5.20 4.20 0.0 33
10.1g 8.40 0.04,
14.1% 12.57 0.05;
18. 74 16.8, 0 0by
23.5g 21.0, - 0074

28 55 2504 0.08,

Deterninante de la constante de disociacion basica K,

El acido 5