Accién microbiana en la ciano-

génesis de la torta del lino

Por los Dres. Luis Echenique, Libero Rossi Lema y Bach
Nenufar Sosa de Caruso

INSTITUTO DE INDUSTRIA ANIMAL

INTRODUCCION

La torta y expceler de lino tienen como la semilla de donde pro-
ceden, un glucosido, la linamarina, que on determinadas condiciones
pucde hidrolizarse dando origen a acctona, glucosa y un cucrpo suimd-
mente toxico, ¢l acido clanhidrico, segan o formula siguiente:

ChroH Oy 4+ HaO = = HON - CHHLO B GO

En nuestro medio, costos subproductos de la industrializacion  del
lino cncucniran una colocacion importanie cn la preparacion de ra-
ciones para los animales, pues su alto contenido en proteinas contri-
buye favorablemente a la claboracion de un alimento concentrado doe
biajo costo.

Esfc ano cspecialmente, en virtud de la escases general de forra-
jes porque atraviesa el pais, se ha intensificado su empleo, sobre todo
en el ganado lechero, mezelandelo con afrechillo, trige, girasoel, ce-
badga, ¢le. v oen racionos diarias en alltos porcentajes que on algutos
‘asas han significado hasta dos v mas Kilos por animal. Este hecho pone
de manifiesto la importancia que cobra todo conocimicento sobre Ju
evolucién del gluedsido en la racion vy posteriormente en ¢l curso do!
transito gastre intestinal animal,

En consideracion a este planteamicnio cs que nosotros abordamos
¢l estudio conerctado en la presentie nota.

Ogicr () refiriendose al glucosido linamarina dice que es igual @
lu faseolunatina, glucdsido de los porotos (Fascolus lunatus) y que éstos
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no pueden ser comercializados cuando el H C N liega a 200 miligramos
por kilo y estima que como consecuencia del método de compresion
para la obtencién del aceite, el contenido en toxico es superior al de
las semillas.

Se refiere después a una conclusiéon de la Sociedad de Quimicos
Expertos del ano 1920, en la que establecen el tenor de 200 miligra-
mos como maximo para permitir la venta de tortas de lino con destino
a la alimentacién animal.

Fernandez (2) estudiando “el acido cianhidrico en las tortas de
lino” da un cuadro con el resultado de la determinacién cuantitativa
en el que puede observarse los tenores en H C. N comprendidos entre
89,7 y 222,6 miligramos por kilo. Ademas da el resultado de una de
las muestras anteriores comparandolo con el resultado obtenido después
de introducir una modificacién en la técnica analitica o sean 89,7 y
382,7 respectivamente. Estas muestras de torta son de las producidas
en el pais. .

Rubino, Fernandez y Barros (3) consignan un tenor de 461 mili-
gramos en una torta que sirvio de alimento basico en una investigaciéon
en cerdos.

El Ing. Santoro (4) en un trabajo sobre “La toxicidad eventual de
las tortas de lino” da los tenores comprendidos entre 200 y 250 mlgs.
por kilo de torta de fabricacién nacional.

Saredo (5) analizando semillas de lino de producciéon uruguaya
obtiene resultados comprendidos entre 15 y 28 miligramos por ciento
o sean 150 y 280 mlg. »nor kilo.

Niemes (§) estudia la toxicidad de la planta de lino desde los
cinco a los ochenta y ocho dias y da el tenor en H C. N sefialando el
hecho de que bovinos morian al pastar en un predio sembrado cor
esta oleaginosa.

Como puede establecerse en el ligero examen anteriormente ex-
puesto el contenido en H C N de las tortas estd muy por encima de los
aconsejables a los efectos de un buen aprovechamiento alimenticio, sin
embargo no conocemos medidas técnicas conducentes al destaque de
lo serio de este problema en relaciéon con una posible reglamentacién
de su venta, etc. A pesar de ello este afio ha habido un empleo ex-
traordinario, sobre todo en vacas lecheras sin que se hubieran desen-
cadenado fendmenos de intoxicacién. Causas mas complejas segura-
mente que la simple presencia de una cantidad quimicamente deter-
minada como toxica, son los que en definitiva regulan los procesos de
hidrolisis del glucdsido y el futuro de la intoxicacidn.

El Ing. Santoro (4) menciona el hecho de que raciones conteniendo
nasta 3 kilos de torta de lino, no han producido irastornos, cuando
segiin Husemann, una dosis de 73 miligramos de acido cianhidrico, que
estarfan contenidos en 666 gramos serian fatales para el animal.
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Uno de nosotros, Echenique (7) estudiando la intoxicacién cianhi-
drica en palomas, producida por la alimentacion a base de Vicia Sativa
que contiene un glucosido vecino de la amigdalina, manifiesta quc sc-
gun Marchadier y Gonjou, admiten generalmente como dosis toxica
de H C N, un miligramo por kilo d¢ sujeto. Hace notar la variacion
en cuanio al contenido en H C N de los granos de vicia sativa y
aporta el dato <e gue en la cosecha de verano ¢l contenido ¢s mayor.

El Dr. Angel M. Oyuela (8) ex-Director del Instituio de Bacterio-
'ogia de nucstra Facultad de Veterinaria, estudiando la accion toxica
de los sorgos, que también uno de nosotros —Echenique-— ha  estudia-
do, dice que los amecericanos han demostrado gue las dosis mortales de
H C N son para ¢l vacuno de 2 miligramos por kilo vivo prra la oveja
2,3 miligramos v para el cerdo 2,4 miligramos.

Habla después sobre la reaceidn Guignard para la investigacion del
H C N y describe la reaceion Guignard-Echenigue (%) de acuerdo con
una modificaciin introducida por cste ultimo autor con colaboracion
con ¢l Dr. Julio Riet en la técnica original, haciéndola mas sensible
en el caso precisamente de Jos sorgos. Oyucla ~(8) encuenira también
una mayor toxicidad de los sorgos a medida que e] clima se hace mas
caliente y al referirse a la evolucion de la toxicidad cde acuerdo con
la edad de la planta, pone de manifiesto la ausencia de reaccion de
H C N en ciertas muestras de semillas o muy deébil reaccién cn otras.
Cita entonces como hechos a tomarse ¢on cuenta la defensa del organis-
mo animal, transformando c¢n sulfocianuros atéxicos los compuestos
clanogonéticos y describe los casos de intoxicacion cianica en los bovi-
nos con estado paralizante de acuerdo con la constatacion de Niemes (6).

J. Ogier (D ya citado, dice; “*bien gue se ha dicho gue ¢l acido
cianhidrico no se acumula en el organismo, parcce no obstante que su
absorcion continuada y cotidiana por el hombre a dosis de algunos
miligramos, produce alteraciones digestivas y nerviosas, somnolencias
y debilitamientn”, Puede ser gue dosis mayores de algunos centigra-
mos tengan en el caballo el mismo efecto”.

La intoxicacion crénica de la paloma por el H C N de la Vicla
Sativa segun 1o establecemos con ¢l trabajo va mencionado se hace
presente con alteraciones digestivas como diarrca vy musculares como
¢l agotamiento del glicogeno. En los bovinos en lactacidon vy en ca-
ballos la intoxicacion se nota solo después de una alimentacion pro-
longada durante veinte o mas dias y en algunos casos c¢l estado toxico
ha aparecido después de muchos dias de suprimida la viela sativa de
la alimentacion.

Rubino, Fernandez y Barros (3 en el trabajo ya citado compruchan
que la torta de lino es tolerada por los cerdos sin producir cuadros cli-
nicos de evidente intoxicacidon pero que el toxico sc elimina al estado
de sulfocianuro por la orina. Constatan alteraciones en la grasa animal.
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MATERIAL Y METODOS

Cuando se investiga la presencia del H C N en las tortas de lino
lo hacemos como ya lo hemos realizado.en el Sudan-Grass, sorgo  de
Halepo o Vicia Sativa, formando una papilla blanda con agua, dentro
de un frasco que luego se tapa y de cuya tapa pende una cinta de papel
picrosodado. La lectura se realiza 24 o 48 horas después, observando
si el color amarillo claro del papel ha virado al rosado o rojo, rojo
oscuro, En el caso de la torta de lino el desprendimiento del acido
cianhidrico se hace mas facilmente a una temperatura vecina de 40 a
50° C que es la mas conveniente para el fermento, linaza-hidrolizante
de la linamarina. Tomando esto en cuenta y ademéas el hecho ae que
los tamberos que alimentan sus vacas con torta hacen una pasta blan-
da, mezclando torta, afrechillo y agua que dejan en maceracién a tem-
peratura ambiente durante doce horas, hemos trabajado a dos tempe-
raturas, es decir a temperatura de laboratorio y a 37° C. ,

La temperatura de laboratorio ha sido alrededor de los 15 a 17°C.
En estas condiciones muchas o casi todas las reacciones a temper:tu-
ra de laboratorio son negativas mientras que son fuertemente positivas
a 37° C en 48 hs, de observacién.

Si se observan las dos muestras de papilla, vemos que son comple-
tamente diferentes. Mientras en la muesira a temperatura ambiente
no hay modificacion de estado fisico ni hay cambio de pH, en la mues-
tra a 37° C se nota aumento de volumen de la masa, con burbujas de
gas y modificacién del pH el cual baja alrededor de 5.0 mas o menos.
El pH como se sabe juega un rol importante en la hidrélisis del glu-
coésido cianogenético como se-establece en el desdoblamiento de la amig-
dalina de las almendras amargas por la emulsina. Este fermento en
realidad estaria constituido por la amigdalasa que actia a pH 6 y la
prunasa y oxinitrilasa que actia a pH 4,4. Considerando estos hechos
pareceria que la reaccién a 37° C ha llenado las condiciones indis-
pensables para un buen desprendimiento de H C N como efectivamente
se constata por la fuerte coloraciéon de] papel picrosodado.

Simultdneamente una flora abundante ha crecido en el medio de
cultivo constituido por la papilla en estudio, lo que es revelable por
medio de un frotis.

Después de repetir muchas veces estas observaciones nos parecio
que la morfologia de las bacterias encomtradas eran similares o casi si-
milares, como si una flora particular tuviera predilecciéon por la torta
de lino.

No -hemos encontrado bibliografia que haga alusion a este tema
pero brevemente expondremos algunos puntos de estudio de otros in-
vestigadores que pudieran tener alguna conexidén con él.

Heolleman (12) dice que si la hidrélisis de la amigdalina se realiza con
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la maltasa de la levadura de cerveza en lugar de la cmulsasa, resulta
una sola molécula de glucosa junto con ¢l glucdside del nitrilo amig-
dalico C..:H:QuN, Riet, Echenique y Sanz (13 estudiando la interven-
cion de la fisiologia de los rescrvorios gastricos en el desdoblamiento
del glucosido del Sudan-Grass, dicen que ¢n condiciones normales los
bovinos tienen asegurada su tolerancia respecto a la toxicidad del su-
dun-grass pero, que modificando las condiciones del medio del rumen
puede producirse la intoxicacion. Esta modificacion puede ser produ-
cida entre otras causas por [crmentaciones, timpanitis, cte.

Hachn 14} dice: “También cs digna de meneion la descomposicion
por determinadas levacuras de muchos glucasidos, cemo la salicina v a
amigdalina para obtcener azucar asimilable™.

La Revista Cicencias Veterinarias (15) estudiando la microbiologia
del rumen dice: ‘el trébol blanco contiene un  glucosido, lotrustralin.
Esta sustancia puede ser hidrolizada por los microorganismos del ru-
men con la produccion de acido hidrocianico, que puede atravesar al
torrente circulatorio ¥y entonces envenenar al animal. Este envencna-
micnto corrientemente ¢s producideo por las plantas y tréboles”.

Esta afirmacion se apoya en dos trabajos originales de Nueva Ze-
landia y Sud Africa, gque no hemas podido conseguir.

El Ing. Santoro (41 ¢n su trabajo ya mencionado sobre intoxica-
cidn de vacas por tortas de lino dice gue en “principio impresiona
de gue el estado de conservacion relativamente deficiente de 1a partida
de lino de la fabrica ha sido la causa estimuladora de la cianogenesis.
La torta tenia cicrto grado de alteracion revelada por un mayor con-
fenido en acidos grasos libres v también microscopicamente por la
presencin de acaros. No tenia olor a moho™.

Comu deciamos anteriormente las culturas a 37°C de las papillas
que sirven de base a la reaccidon de desprendimiento del H C N dan
generalmente una morfologia en ciertio modo haciendo recordar las de
muvsiras ya analizadas v también los frotis de sicmbras de tortas on
medios de cultivos adecuados, conducen a la misma impresion, To-
mando esto en cuenta aislamos de las siembras, varias bacterias gue
pudieran tcner alguna relacion con cl desprendimiento de H C N y fuce-
ron succsivamente probadas y obscrvadas en su comportamicnto, El
aislamicnto se realizd haciendo siembras de torta en ¢l siguiente medio
preparado por nosotros:

10 gramos de torta se ponen con 350 c.e. de agua corriente en un
matraz de 500 c.e. Sc hierve diecz minutos, se decanta y aprovecha la
parte lquida que se lleva a un volumen de 400 c.c. eon agua. Una
parte sirve para hacer medio gelosado al 277 y la otra sirve como
medio de cultive liguido., Se lleva a la autoclave 30 minutos a 120°C.

Nos llamd entonces la alencion una cepa de un estreptococo quc
en forma de coco, diplo o corias cadenctus aparecia en los medios de
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prueba, asi como en la papilla original en una llamativa coincidencia
morfolégica. Sembrado el estreptococo en el medio liquido descripto
desprende al cultivar H C N a expensas del glucésido linamarina.
Este hecho se comprueba a 37°C en presencia del pape]l picrosédico
Guignard y para probar la destruccién del fermento linaza por el calor
'del autoclave, ponemos un tubo testigo cuyo papel permanece inalfe-
rado en virtud de no haber sido sembrado con el estreptococo. Esta
bacteria tiene las siguientes caracteristicas:

Morfologia

Forma: coco, diplococo.

Motilidad: Positiva en un cultivo de 24 hs. en caldo simple.

Tincion: Uniforme - Gram-positivo.

Cultivo en medio sélido: Gelosa simple: Colonias pequefias de color
blanquzcino, redondeadas del tamafio de una cabeza de alfiler,

Cultivo en medio liquido: Enturbia el medio a las 24 hs. formando
sedimento que se levanta al agitar,

Cultivo en agar-sangre: no hay hemdlisis.

Heacciones bioquimicas

Fermentacién de los azucares:
Maltosa acido pero no gcs
Manitol negativo
Sorbitol negativo
Dulcita negativo
Lactosa Aacido con ligero desprendimiento de gas
Glucosa 4acido pero no gas
Sacarosa negativo
ILeche con azul de metileno al 0,1%: 24 horas de observacion, no hay
reduccion,
Leche con azul de metileno al 0,1%: 48 de observacidon, principio
de reduccion,
L.eche con azul de metileno al 0,01%: 24 horas de observacion,
reduccién total. ’ '
Amoniaco: positivo.
Caldo pH 9,6: positivo
Caldo con CINa 6,5%: positivo
gelatina: no licua
Cultivo a 45°C: escaso
Una vez comprobada la intervencion del estreptoco en el desprendi-
miento de HCN de un medio donde el fermento linaza ha sido destruido
por el calor, como pasa en el caldo-liquido descripto, nos parecié que
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para obtener respuestas claras, deberiamos trabajar con meodios esterili-
zados a los efectos de destruir fermentos y bacterias, Esterilizamos a
120 durante 30 minutos, muestras de torta de lino para utilizarlas en
los ensayos con las bacterias,

9 gramos de torta estéril puestos en un frasco de 54 c.e. de capacidad
con ¢l agregado de 40 c.c. de un cultivoe d¢ 24 horas del cestreplococo
en caldo simple son llevados a la estufa a 37°C, Como testigo sc ponen
un f{rasco con & gramos de lorta estéril y 40 c.c. de agua y otro frasco en
las mismas condiciones p<ro con 40 c.c. de caldo siempre estéril. La lectura
a las 24 horas da reaccion positiva fuerte en ¢l {rasco sembrado con la
Lacteria y negativa en los otros frascos. La calificacion de reaceion fuerie
se hace de acuerdo con la interpretacion dada corrientemente o también
de acucerdo con la escala de Fernandez basadas en los colorcs que dan
lis cantidades de H C N contenidos en 0 cc. 1/10, 0,2 0,5, 12 v 4 ¢, de
una solucion N/1.000,

Trabajando con tortn estéril se obiienen reacciones claras y regu-
lares con cantidades menores de un gramo. Generalmente cmpleamos
0gr.020 icero gramo veinte miligramos) gue colocamos ¢n un tubo de
ensayo pequeno, le agregamos 1 o 2 c.e. de un cultive de 24 horas en
caldo simple, ponemos el papel picrosodico y tapa de corcho. La lectura
se realiza a las 24 o 48 horas de estadia en estufa a 37°C.

El empleo de este germen proporciona siempre una respuesta po-
sittva aun con cantidades muy pequenas de torta haciendo desaparccer
las irrcgularidades en las respuestas de las reacciones que se efecetiian
con torta sin esterilizar y agua. Estas irregularidades podrian ser expli-
cadas, tal vez satisfactoriamente por la intervencidn de otros gérmenes
creando un medio inapropiado a la cianogenesis,

El estudio realizado con algunas tortas parcce poner de manifiesto
que si bien el desprendimiento de H C N s efectuado como decimos,
con regularidad, la intensidad del color seria diferente como si la apti-
tud o condiciones de aguel desprendimiento por el atague del germen
ofreciera variaciones de una torta a otra. También hemos notado ¢n
experiencias con 5 grs. y 30 c.c. de cultivo que a 379C. el desprendi-
micnto continda durante varios dias atacando progresivamente un por-
centaje de glucosido que ha resistido la hidrolisis durante 48 horas pri-
meras de la reacceidn,

Temperaturas de la reacceién. Como decimos anteriormente la tem-
peratura adecuada del fermento linaza para que actie sobre el glucd-
sido linamarina ostd comprendida entre 409 y 509 El estreptlococo estu-~
diado si bien cultiva a 45°C lo bace escasomente en manifiesto contras-
te con lus culturas a 37 Por csta causa nosotros hasta ese momento
sO0lo hemos controlado los resultados obtenidos con temperaturas de
37 y 42°C.
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En las condiciones de experiencia ya descriptas y haciendo variar
solamente el factor temperatura, las reacciones son mas fuertes a 42°
que a 37° diferencia apreciable ain con cantidades de 10 y 20 mili-
gramos de torta estéril.

CONCLUSION

~La probada intervencién de un germen en el desdoblamiento del
glucdsido de la torta de lino nos obliga a considerar la intoxicacién
cianhidrica originada por este alimento, bajo aspectos diferentes de
los considerados hasta ahora.

Siendo un germen que acompaifia al alimento posiblemente desde
alguna de las manipulaciones de la industrializacion del grano y que
ademads cultiva en un medio exclusivo de lino como lo decimos ante-
riormente, las posibilidades de su multiplicacion son muchias ¥y en con-
secuencia muchas también las oportunidades de actuar sobre el glu-
cosido desprendiendo HCN. Todo lo que tienda hacia el conocimiento
mejor de la actividad microbiana de la torta podra seguramente hacer
mas claras las perspectivas del recorrido en el tracto gastro-intestinal
v por lo tanto orientar consejos mas precisos y eficientes en cuanto
al aprovechamiento de este alimento.

RESUMEN

1) En el presente trabajo se describe la intervencidon de una bacteria,
estrepioco, cuyos caracteres se detallan, en la hidrdlisis del glu-
coside linamarina de la torta de lino, produciendo H C N.

2) La temperatura de la reacciéon es mas apropiada a 42° C que
a 37°

3) Las pruebas hechas coh torta esterilizada 30 minutos a 120° y
sembradas con cultivo de la bacteria son positivas regularmente,
aun con cantidades tan pequefias como 10 o 20 miligramos.

4) El conocimiento de la microbiologia de la torta de lino se con-
sidera necesario para ordenar un eficiente control técnico de todos
los aspectos que la -presencia del glucésido cianogenético plantea
en relacion con la alimentacion animal.

Nota: Agradecemos al Dr. Luis A. Barros la colaboraciéon prestada.
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