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ESCUELA ESPECIAL DE INGENIEROS AGRONOMOS
CATEDRA DE MICROBIOLOGIA AGRICOLA E INDUSTRIAL

'ESTUDIO SOBRE LA LEVADURA “TORULOPSIS UTILIS”

Mercedes Aguado y Juan Cuadrado

ANTECEDENTES

Las investigaciones sobre levaduras alimento, han sido objeto de es-
pecial atencion en diferentes naciones-durante las ultimas décadas:
~ En Alemania, se efectuaron los primeros trabajos durante el pe-
riodo correspondiente a la primera guerra mundial, y en el Institut
Gdrungsgewerbe, de Berlin (22), comprendiendo estos primeros pa-
sos el estudio, entre otros aspectos, de una mejor utilizacion de la
levadura residual de cerveceria; habida cuenta de sus propiedades ali-
menticias, no llegando a obtenerse los resultados deseados. Tras una
etapa de paralizacion, eran reanudados estos trabajos en el ano 1935,
- en el que surge la figura de Fink, quien, en unién de sus colaboradores,
trabajando sobre especies tutiles para la alimentacion ‘humana llega a
obtener resultados positivos.

Ya en un principio, se fija Fink de un modo especial en la Torula
utilis, en relaciéon con los azicares por ella utilizados (13). Posterior-
- mente, ano 1936, Fink, expone las posibilidades de las levaduras
pienso (5), mientras Braun y Pfundt (2) se ocupan de los crecimien-
tos de las levaduras e incluso proponen las funciones que pueden re-
presentarlos; Pfeiffer (23), escribe un notable trabajo sobre la deter-
minacién analitica de las proteinas que se encuentran en los piensos
y Silbereisen (25), da a conocer los resultados a que ha podido llegar
sobre los liquidos existentes en las «remas» y «pastas» de la levadura.
En 1937, Fink publica un trabajo con Just (7) y otros cuatro, en unién
del mismo, al siguiente afio (8, 9, 10, 11), ocupéndose principalmente
de la accion de la aireacion forzada, asi como de la teoria refente a la
produccién de materias secas en los cultivos forzados de las levaduras,
temas que merecen también la atencién de Claassen (22); dentro de
1937, aparecen trabajos de Kraut y Schlottmann (15), estudiando’
Richter y Bruggemann (24) el valor que como alimento del hombre
y como pienso tienen las levaduras.
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Prosiguiendo sus investigac:ones, Fink y Just se ocupan de la bio-
quimica de la Torula utilis, estudiando, entr2 otros temas, el que se
refiere a los aminoacidos que integran sus proteinas (12); Fink, Die-
trich, Lahrengel y Grassmann (3), tratan del rendimiento en levadura
del alcohol respirado y consumido como tnica sustancia ternaria en
los medios de cultivo, estudiando Lechner e Illig (16) la utilizacién de
las pentosas por la Torula utilis. Estos y otros trabajos de investiga-
cién determinan que, en el ano 1939, llegue la industria germana a
fabricar 39.000 toneladas de levaduras pienso.

En Inglaterra, con bibliografia menos abundante, destaca la figura
de Thaysen (26), Director de la instalacion piloto de Teddington,
que en unién de Morris (27), efectua notables trabajos sobre mutacion
de levaduras y obtencion de una raza gigante de Torulopsis ulilis. Por
su parte, el gobierno inglés protege la instalacién de fabricas en las
colonias, entre las que se encuentra la de Trinidad (Martinica), de la
Colonial Food-Yeast Limited, en la que se utilizan las melazas de azu-
careria. _

Bélgica y Francia, coadyuvan también con sus trabajos. De inte-
rés son los publicados en Copenhague, como producto de las investiga-
ciones efectuadas por Winge, en el Carlheri-Laboratorium.

‘Entre los trabajos norteamericanos, se encuentra el de Joslyn,
sobre el Metabolismo mineral de las levaduras (14); C. y G. Linde-
grem (16, 17), estudian los medios de evitar mediante hibridaciones

~las deficiencias en vitaminas que se observan en algunas levaduras,

la actividad respiratoria de las levaduras que contienen reservas de
glucégeno, etc. La riqueza vitaminica de las levaduras es motivo de
estudio por parte de Emery, Mc Leod y Robinson (4).

En nuestro pais se efectuan estudios iniciales,. por Marcilla y cola- .
boradores, en 1941. En 1943, Marcilla, en el trabajo leido al clausurarse
el Pleno del Consejo Superior de Investigaciones Cientificas, se ocupa
de las posibilidades espafiolas para la sintesis biolégica de las proteinas
(19), demostrando la posibilidad de fabricar levaduras pienso, a partir
de las levaduras residuales contenidas en las heces del vino (*), fijando

(*) Si bien Fink ya habia demostrado anteriormente la posibilidad de
obtener tales levaduras, debe tenerse presente que como materia de partida
disponia del azticar de madera y las lejias al sulfito de que nosotros no dispo-
nemos, como, por otra parte, tampoco de las abundantes melazas de azicar
de cafia que, en el caso de Inglaterra representan una magnifica fuente de
materias primas que recibe de sus Colonias. En nuestro caso, los estudios efec-
tuados han mostrado que es posible obtener jugos adecuados para la multi-
plicacién de levaduras a partir de la pataca y de los rizomas tuberosos de los
Asphodelus, conclusién de gran interés, ya que.la pataca tiene un cultivo sen-
cillo y sus rendimientos son elevados; abundando extraordinariamente los
gamones, que se presentan espontaneos en muchas de nuesiras zonas.
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posteriormente su atencion sobre la utilizacion de algunos microorga-
nismos como materias primas para la alimentacion humana (20); més
adelante, dirige nuevos trabajos (1), y, en ¢colaboracion con Feduchy
se ocupa de «Las materias primas espafiolas para la fabricacion de le-
vaduras pienso» (21), trabajo en el que hace un completo estudio de
los jugos procedentes de los tubérculos de Asphodelus. Finalmente, en
1947, Marcilla, Feduchy v Reus, publican «La fabricacion de levadu-
ras-pienso a partir de los rizomas de gamones (Asphodelus) esponta-
neos en Espana» (22).

Expuestos brevemente estos antecedentes pasamos a dar cuenta en
las paginas que siguen de las experiencias que, en orden a la produccion
de Torulopsis utilis para levaduras-alimento, hemos realizado bajo la di-
recciéon de nuestro Maestro, Prof. Marcilla Arrazola.

MEDIOS DE CULTIVO -

Agua de malta.—Con riqueza del tres por ciento en maltosa.

Agar-malta.—pH = 5. :

Mosto de pataca.—Puestas las patacas a secar al aire y posterior-
mente trituradas, fué sometida la pulpa a un primer prensado y, previo
humedecido y nuevo pase por el molino triturador, a un segundo pren-
- sado, obteniéndose un jugo que, previa filtracion grosera, fue tratado con

dcido sulfurico al 10 por 100 hasta pH entre 1y 2. Al siguiente dia se
~ calenté el jugo durante una hora al bafio maria, y después de frio se
neutralizé con exceso de CO,Ca, procediéndose, finalmente, al filtrado
y esterilizacién y obteniéndose un liquido transparente y brillante de -
color acaramelado oscuro, y pH = 6. Previa defecaciéon se determina-
ron los aztcares acusando una riqueza del 9,87 por 100.

Para proveer a las levaduras del i6n PO,”” se adicionaron a los
"~ mostos no diluidos, la cantidad de 1,5 gramos de fosfato amoénico por
cada 100 gramos de azicares reductores, con lo cual se suministré al
mismo tiempo la cantidad necesaria de nitrégeno amoniacal; se di-
luy6 este liquido en 2,5 veces su volumen de agua, obteniendo un mosto
con una concentracion de 2,72 por 100 de azucares reductores y 0,0425
por 100 de fosfato amonico. Después se anadi6 SO,H, n/10 hasta
pH 4,1 y se esteriliz6 a 105° durante una hora.

TECNICA GENERAL
Las muestras de levadura Torulopsis utilis nos fueron dadas en el
Instituto de Microbiologia, procedentes de un cultivo en xilosa. Para
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proceder a su rejuvenecimiento —previo lavado con agus estéril—, se
trasvasaron a.un Erlenmeyer de un litro de capacidad con un pequeno
fondo de 2 cm. de altura, de agua de malta, procediendo a su aireacion
mediante un sencillo montaje segun puede verse en la figura 1. -

Fig. 1

R

_El erlenmeyer se mantenia sumergido en un cristalizadoer con agua,
‘cuya temperatura se conservaba entre 25° y 30° por adieciones conve-
nientes de agua caliente. Este proceso de aireacion se continué durante
tres dias, de nueve de la manana a dos de la tarde, al cabo de cuyo
tiempo se llevaba el Erlenmeyer a las camaras calientes a tempera-
tura de 22°. Después se hizo una segunda siembra en otro matraz ana-
logo, aireando por espacio de dos dias, y, por ultimo, una tercera siem-
bra que se aire6 durante un dia entero de la cual sacamos las levadu-
ras para la experiencia numero 1.

Nuestro aparato multiplicador puede verse en la figura 2. El kita- -
sato grande (8 litros) se mantuvo sumergido durante toda la experien-
cia en un cristalizador con agua a temperatura aproximada de 300.

Sacadas las muestras y hechas las covenientes diluciones en agua
estéril, que se consignan en las tablas correspondientes a las distintas
experierncias, se procedia al contado de las células totales mediante un
hematimetro Burker, efectuandose el contado en las dos cuadriculas
de que consta.
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El contado de células vivas se efectué por el método de placas.
. Hemos de hacer constar que todos nuestros calculos se basan en
contados de células y no en rendimiento en masa de levaduras puesto
que no hemos tenido en cuenta el tamano de las células dificil de cal-
cular, tanto mas cuanto que es muy variable en los diversos estadios
de aireacion. X
" Cdlculo de la velocidad del aire.—Careciendo de métodos directos
para calcular la cantidad de aire suministrado por hora, procedimos

Fig. 2

i

por el siguiente método aproximado: Durante las diversas experien-
‘cias mantuvimos continuamente en la trompa una depresion de 10 cen-
timetros de mercurio. Calculamos por otra parte el diAmetro aproxi-
mado de poros del filtro de algodon del kitasato por comparaciéon con
cl didmetro de un tubo fino que, a igualdad de abertura de la llave
de paso de agua en la trompa de vacio, nos marcara la misma depre-
sion. Este didmetro resulto ser de 1,48 mm. Aplicando finalmente la

formula generalizada del teorema de Torricelli V =- ]/_{g@_ resulto
: 3

que pasaron por el kitasato 194,28 litroé/hora.
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EXPERIENCIA 1.2 R

Se echaron en el kitasato 750 cc. de jugo de pataca diluido, y se
sembré una masa de levaduras multiplicada del dia anterior, previo
lavado con agua estéril. Se sac6 una muestra a las nueve de la manana
para calcular las condiciones iniciales en que comenzaba la experien-
cia. Las diluciones efectuadas para contados con hematimetro y para
siembras en cajas Petri, son las siguientes:

Diluciones

1.2 muestra.—Primera diluciéon: 1 cc. de caldo de cultivo en 200 cc.
de agua, de donde se tomaron las muestras,para contados con hemati-
- metro. Segunda dilucién: 1 cc. de la primera, en 200 cc. de agua. Ter-
cera dilucién: 1 cc. de la segunda, en 100 cc. de agua, de donde se
tomaron muestras para sembrar en cajas Petri. Si 4, son las colonias
que nacen por cc. de siembra, en 1 ce. de muestra inicial habra a, .
201.201.101 = @, . 4,1. 108 células vivas.

2.2 muesfra.—Analogas diluciones que en la primera. Llamaremos
a, al numero de colonias nacidas por cc. de siembra.

3.2 muestra.—Anéalogas diluciones que en la segunda. Llamaremos
a; al nimero de colonias nacidas por cc, de siembra. ‘

4.2 muestra.—Primera dilucién: 1 cc. de mosto en 500 cc. de agua,
de donde se tomaron las muestras para contados con hematimetro.
Segunda dilucién:-1 cc. de la primera, en 100 cc. de agua. Tercera di-
lucion; ‘1 cc. de la segunda, en 100 cc. de agua, de donde se- tomaron
muestras para sembrar en cajas de Petri. Si q, son las colonias nacidas
por ec. de siembra, en 1 cc. de muestra inicial habra a,.501. 101 .
101 = a, . 5,1 . 10% células vivas. .

5.2 y 6.2 muestras.—Analogas diluciones que en la cuarta. Llama-
remos a; y a, al numero de colonias nacidas por cc. de siembra.

7.5 muestra.—Primera dilucién: 1 cc. de mosto en 500 cc. de agua,
de donde se sacaron muestras para contados con hematimetro. Segun-
da dilucién: 1 cc. de la primera, en 200 cc. de agua. Tercera dilucién:
1 cc. de la segunda, en 100 cc. de agua, de donde se tomaron muestras
para sembrar en cajas Petri. Si «; son las colonias nacidas por cc. de
siembra, en 1 cc. de muestra inicial habra «, . 501 . 201 .101 = a, .
102 . 108 células vivas. '

8.2 muesira.—Analogas diluciones que en la séptima. Llamaremos
a, el niimero de colonias nacidas por cc, de siembra. ‘
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De la muestra inicial se separé liquido suficiente para determinar -
el pH y el numero de formol. Los valores obtenidos tanto en ésta como
en las sucesivas muestras, van consignados en la tabla ntmero 1.

TABLA 1

_pH, n.ode formol y contados de células totales mediante hematimetro.

Muestras| PH | N.° FormoL | 1.2 cuADRicULA | 2.2 CUADRICULA
S l.a 4,1 0,8 . 143 132
2.2 4,0 0,8 215 210
3.2 4,0 0,8 : 377 382
4.2 3,9 0,55 , 240 276
5.2 3,8 0,30 429 412
6.2 3,6 0,25 659 662
7.2 3,5 0,20 881 901
8.2 34 0,15 1.049 1.008

Las sucesivas muestras se sacaron cada hora y media, resumién-
dose en las tablas 2. y 3. las caracteristicas de cada una de ellas.

TABLA 2

RESULTADO DEL CONTADO DE COLONIAS

Mues-| CC. DE SIEMBRA | NMediddecolo|  NyMERO DE CELULAS POR CC. | Logaritmos
tras | 2 1 1, > por cc. DE MUESTRA INICIAL
1.2 10 6 |, = 11,0/a, . 4,1.10% = 45,1 .108| 7,6542
2.2 11 8 |ay = 13,5/, 4,1.10% = 55,4 .10% 7,7435
3.2 19 10 |a; = 19,5:(13 . 4,1.108 = 80,0 . 108| ,7,9031
4.2 26 13 |a, = 26,0,q,. 5,1.10% = 132,6 . 108 8§,1225
5.2 40 22 |ay; = 42,0ja; . 5,1.10% = 214,2 . 10% 8,3308
6.21 138 | 63 32 |ag = 65,3Ia6 . 5,1.10% = 333,03 . 108 8,525
172 82| 40 18 |ay = 39,0,a, . 10,2 . 10 = 397,8 .10%| 8,5997
8.2 78| 32 15 |ag = 33,6/ag . 10,2 . 108 = 342,7 . 108 8,539
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TABLA 3

CELULAS TOTALES Y MUERTAS

Num. de células | Logaritmo | Logaritmo
muertas de células | de células
(por diferencia) totales muertas

Mues-| Numero de NUMERO DE CELULAS TOTALES POR
tras | células por cc. CC. DE 'MUESTRA INICIAL

1.210,248.10% 0,248 . 201 . 10° = 49,75 . 10° 4,65 .10¢ 7,6968 | 6,6675
2.210,375.10% 0,375 . 201 . 10°® 75,37 .10¢| 19,97.10¢ 7,8772| 7,304

3.210,658.10° 0,658 . 201 . 10° = 132,10 .10°| 52,10.10¢% 8,1209 | 7,7168
4.210,445.10°% 0,445 . 501 . 10° = 223,00 . 10°| 90,4 . 10° 8,3483 | 7,9562
5.210,730 .10¢% 0,730 . 501 . 10° = 368,00 . 10°| 153,8 . 10¢ 8,5658 | 8,1869
6.2 11,143 .10°% 1,143 . 501 . 10° = 573,00 . 10¢| 238,9 . 10¢| 8,7582 | 8,3800
7.211,539.10°% 1,539 . 501 . 10° = 771,00 . 10¢| 373,2 .10¢ 8,8871 | 8,5719
8.211,785.10° 1,785 . 501 . 10* = 894,00 . 10°¢| 551,3 . 10¢ 8,9513 | 8,7414

I

I

Utilizando los datos de las tablas anteriores hemos construido las
lineas poligonales de la figura numero 3, con el fin de poder apreciar
rapidamente los resultados obtenidos y, sobre todo, para poder expre-
sarlos en féormulas una vez que se determinen las que a ella pueden
adaptarse, las cuales seran, no solamente expresion analitica de las ex-
periencias efectuadas, sino que seran el punto de partida, como vere-
mos, para ulteriores deducciones.

Al examinar la poligonal I advertimos que nos encontramos en
condiciones analogas a las que se presentan cuando se estudia un cre-
cimiento de poblacién, cuestion que ha sido objeto de meticulosas in-
vestigaciones. Es sabido que en estos casos se ha recurrido para repre-
sentar el hecho observado, a las curvas logisticas, que han venido
siendo consideradas como fiel reflejo de la realidad.

Creyendo pues que procede ajustar a nuestra poligonal una logls-
tica, hemos hecho su calculo con arreglo al método de Pearl y Reed
habiendo 11e0ado a la ecuacion correspondiente

2084
b= 1 +e3’707~0'355x
Contruida la curva, vemos que se adapta debidamente a la
poligonal. )
La poligonal de células vivas (II)responde a un proceso diferente.
Presenta un primer periodo de crecimiento, ydes pués un descenso, que
probablemente tendra cierta analogia con aquél. Nos hallamos, pues,
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al pretender buscar la curva que se adapte a esta poligonal, ante una
de las llamadas de campana o de Gauss, mas como no puede asegu-
rarse que realmente se trate de una curva normal, es mas, probable-
mente no ocurrira ésto, ya que seguramente no han de ser idénticos
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los periodos de crecimiento y mortalidad, ha de estimarse que la curva
buscada responde al tipo de las normales asimétricas. '
Las.ecuaciones de estas clases de curvas son de la forma

N 1 Si 1{2%
y=———e¢ °. ¢
G 4/ 2z

en la que N es la poblacion, ¢ la desviacion tipica y S la asimetria.

En nuestro caso particular no es posible calcular la ecuacion, toda vez
que desconocemos, conforme se advierte en la polfgonal, el proceso de
decrecimiento, pues apenas iniciado éste, se carece de los datos que
permitirian continuarle y con ello apreciar el modo segin el cual van
disminuyendo las células vivas, lo que es preciso para calcular la ecua-
cion de la curva de adaptacién, pues entre sus pardmetros figura la
asimetria, la cual no puede calcularse desconociendo la rama de des-
censo. ] :

Mediante el estudio de las poligonales semilogaritmicas representa-
das en la figura numero 4 (*), se puede apreciar mejor la proliferacion
durante la fase logaritmica. De la observacion de la poligonal I, de cé-
lulas totales, se deduce que éstas tuvieron un periodo de ajuste de
hora y media aproximadamente, puesto que a partir de la segunda
muestra el numero de células totales adquiere un crecimiento logarit-
mico que dura hasta la sexta muestra. Facilmente se observa como los
puntos comprendidos en este intervalo se hallan aproximadamente so-
bre una misma recta. La exigencia de una fase de ajuste es logica ya
que hemos cambiado las células de medio cultivo y han de adaptarse
al nuevo ambiente. '

En la poligonal II de células vivas, s€ observa que la fase de ajuste
estd comprendida entre los puntos 1 y 3, y por comparacién con la
fase de ajuste de las células totales se observa que ésta es muy supe-
rior en las células vivas que en las totales, cosa légica, puesto que en
el conjunto de células totales hay un gran ntimero de ellas cuyo ajuste
estd siempre hecho, por estar muertas. :

La fase logaritmica dura en las células vivas entre los puntos 3

(*) En el original se han tomado en abscisas dos centimetros y medio
como representaciéon de 1,5 horas y en verticales, se han llevado los logarit-
mos correspondientes a los niimeros de células totales, vivas y muertas, rela-
tivos a las distintas horas, multiplicados por 10; el origen de ordenadas a
- partir del punto de ordenada Y = 60 para facilitar el dibujo.
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y 6. Viene a continuacion . una fase de crecimiento estacionario, segun
Ia denominacién de Porter, al final de la cual terminé la experiencia
por falta de tiempo. Puede observarse que en la fase estacionaria, el
numero de células vivas es aproximadamente igual al de muertas.

Rendimientos.—El rendimiento de la experiencia fue muy acepta-
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ble, pues al final del proceso teniamos una concentracion de 894 x 10°

células, y.al principio 49,65 x 108, o sea, que al final se obtuvieron
17,8 veces mas células de las que habia al principio, durante un pro-
ceso de aireacion de diez horas, que equivale a un rendimiento del
30 por 100. '

Por falta de espacio se distribuyeron las cajas de Petri con las siem-
bras, en dos estufas, una regufada a 24 y otra, a 29 grados, pudiendo-
observarse que la proliferacién en esta ultima fue muy superior a la
de la primera, lo que nos hizo pensar que el 6ptimo de temperatura
de crecimiento de nuestra levadura estd mas proximo de los 30° que
de los 25°, observaciéon que pudimos comprobar en experiencias pos-
teriores.

EXPERIENCIA .N° 2

Se comenzé la aireacion a las nueve de la manana y durante un pro-
ceso de diez horas, se sacaron muestras cada hora y media. Este
proceso es de fermentacion continua y, por consiguiente, hubo necesi-
dad de anadir mosto concentrado cada vez que sacabamos muestras
para los analisis correspondientes. La cantidad de dicho mosto que se
¢cho fué aproximadamente la mitad de la que se sacé en cada toma
de muestras, puesto que la concentraciéon en azicares del mosto con-
centrado era aproximadamente tres veces mayor que la de los diluidos,.
y dada la imposibilidad de calcular en cada muestra la disminuciéon de
la concentracion de azucares como consecuencia del metabolismo ce-
lular, creimos conveniente efectuar las adiciones que acabamos de con-
signar. _

A continuaciéon figuran las diluciones, seguidas por la Tabla 4, que
recoge el pH, numero de formol y contados de células totales.

Diluciones

1.2 muestra.—Primera dilucion: 2 cc. de mosto en 500 cc. de agua,
de donde se tomaron muestras para el contado con el hematimetro.
Segunda dilucién: 5 cc. de la primera, en 500 ¢ c. de agua. Tercera
dilucion: 5 cc. de la segunda, en 500 cc. de agua, de donde se toma-
ron muestras para sembrar en cajas de Petri. Si q; son las colonias
nacidas por cc. de siembra, en 1 cc. de muestra inicial, habra a; . 201.
101 . 101 = @, . 2,56 . 108 células vivas.

2.2, 3.3, 4.2, 5.2 y 62 muestras.—Anéalogas diluciones que en la pri-
mera. Siguiendo la notacion anterior seran a,, a3, a,, @; y @, los nimeros
de células vivas nacidas por cc. de siembra.
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7.2 muestra.—Primera dilucién: 1 cc. de mosto en 500 cc. de
agua, de donde se tomaron muestras para contados con hematimetro.
Segunda dilucién: 5 ce. de la primera, en 500 cc. de agua: Tercera
dilucion: 5 cc. de la segunda, en 500 cc. de agua, de donde se toma-
ron muestras para sembrar en ¢ajas de Petri.

Si a, son las colonias nacidas por cc. de siembra, en 1 cc. de mues-
tra inicial habra a, . 501 .101. 101 = a. . 5,11 . 108 células vivas.

8.2 muesira.—Analogas diluciones que en la séptima. Llamaremos
a, a las colonias nacidas por cc. de siembra.

TABLA 4

’

pH, n.o de formol y contados de células totales mediante hematimetro.

MUESTRA rH N:O FORMOL | 1.2 cuaDpricura | 2.2 CuabpRricuLa
1.2 4,3 1,2 ‘150 - 150
2.8 4,4 1,2 168 180
3.a 4,4 1,1 - 213 207
4.2 4,3 1,0 284 276
5.2 4,3 0,9 1 400 ‘ 418
6.2 4,2 1,1 613 596
7.2 4,3 1,0 ; 437 ‘ 432
8. 4,5 1,1 646 ' 600

En esta experiencia hemos tenido en cuenta el numero de células
que se sacaban con cada muestra, ya que por manejar poco liquido de
cultivo (1 litro), el calculo del desarrollo de células extraidas en cada
caso influye notablemente en el contado final, tanto de totales como
de vivas. .

Si examinamos (fig. 5.2) la poligonal de células totales construida
con los datos que figuran en las tablas 5, 6 y 7 (al final de la expe-
riencia), vemos que puede asimilarse a una parabola de tercer grado.
Hecho el calculo llegamos a su ecuacion

\

y=125,6 +43,1x + 11,422 + 1,2 23

que contruida apreciamos se adapta con perfeccion a la poligonal.
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Los incrementos instantdneos de peblacion- vienen representados
por la derivada de la que acabamos de hacer referencia.

y = 43,1 + 22,8 ¢ + 3,6 22

Si pasamos ahora al examen de la poligonal de células vivas, ve-
mos también que otra rama parabélica de tercer grado puede ser su

500 x;0°
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representacion, y, en efecto, hecho el correspondiente calculo obtene-
mos su ecuacion

y =225 45124 1,222 40,2 23

que se adapta con precisién, conforme se aprecia en el dibujo; compa-
rando, pues, la fermentacion de esta experiencia con la correspondiente
a la de la experiencia primera, y valiéndonos de las expresiones ana-
liticas que definen ambos procesos, llegamos a ver con claridad que las
leyes que las rigen son diferentes. En el primer-caso, las células tota-
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les siguen una trayectoria que tiene gran semejanza con el crecimiento

de la poblacion humana y por eso es una expresion logistica quien la

define; en cambio en el segundo, es una curva parabdlica, como hemos

visto, Ia que refleja el hecho observado con una gran aproximacion.
Calculada la exponencial tedrica resulta la ecuacion

y = 65,25 . 1,232%

Desarnorro ok Ckrvias.
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Fscde bolronta: 15 horas - 25 cas.

. Si consideramos las poligonales semilogaritmicas (fig. 6), podemos
deducir de su examen que existe una fase de ajuste comprendida entre
los intervalos 1 a 4, muy superior a la observada en la experiencia an-
terior, debido posiblemente a que se opera con una concentracion ini-
cial de células mucho mayor. El crecimiento logaritmico se inicia desde
el intervalo 4 hasta el final del proceso.

Rendimiento.—Puede observarse también que el rendimiento fué
inferior al de la experiencia ntmero 1, pues de un total de células
sembradas inicialmente igual a 65,25 . 10° se obtuvo al final del pro-
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ceso un total de 587,6 . 10° células, o sea una cantidad a la termina-
cién, 9,15 veces superior a la inicial que expresada en tanto por cien-
to es 14 por 100, en oposicion al 30 por 100 de la primera experiencia:
Creemos que esto es debido a la mayor concentraciéon de células en el
instante de comenzar el proceso, pues mientras en esta segunda expe-
riencia hemos comenzado con 65,25 . 10% células por cc. en la primera
lo iniciamos con 49,75 . 106 :



TABLA 5.—CELuLAS VIVAS. RESULTADO DE CONTADOS DE COLONIAS -

- B MEDIA )
MUES- CC. DE SIEMBRA DE N.° DE COLONIAS POR CC. DE SE SE
SACARON|ECHARON

TRAS 9 1 1/2 Cﬁ&g?ﬁs MUESTRA INICIAL EN cc. | BN cc.

1 31 13 L 9 15,5 a;.2,56.10° = 39,8 . 10¢ E : En los 1.000 cc. del matraz hay
) 39,8 . 10° células.

2 34 15 9 16,66 2,.2,56.10° = 42,6 . 10° 8 4 En los 1.000 cc. del matraz hay

42,6 . 10°célulass

Sacadas: 341 . 10° células.

Quedan en el matraz 42,3 . 10° célu-
las en 996 cc. de mosto.

3 41 19 | 10 19,8 a;. 2,56 .10° = 50,7 .10° 28 14 En los 996 cc. hay 50,5 . 10° células.
: Total células sacadas: 1827 . 10¢.
Quedan en el matraz 48,05 . 10° célu-
las en 972 cc. de mosto.

4 51 27 12 25,5 a,.2,56.10% = 65,3 . 10° 6 4 En los 972 cc. hay 63,5 . 10° células.
. Total de células sacadas: 2802 . 10¢,
Quedan en el matraz 63,05 . 10° célu-
las en 970 cc. de mosto.

5 74 34 15 33,66 a;.2,56.10°% = 86,3 . 10¢ 14 7 En los 970 cc. hay 83,6 . 10° células.
' ‘ @ | Total de células sacadas: 4926 . 10°.
Quedan en el matraz 82,5.10° célu-
las en 963 cc. de mosto.

6 86 48 22 45,00 a.2,56.10° = 115,0. 10° 16 7 En los 963 cc. hay 109,7 . 10° células.

Total de células sacadas: 6776 . 10¢. .

Quedan en el matraz 109 . 10° célu-
las en 954 cc. de mosto.

7 61 33 16 31,8 a,.5,11 .10 =-162,3 . 10¢ 14 7 En los 954 cc. hay 154,9 . 10° células.

’ . Total de células sacadas: 11896 . 10¢,

Quedan en el matraz 152,5 . 10° célu-
las en 947 cc. de mosto.

8 83 45 21 42,8 a;.5,11.10¢ = 218,5. 10¢ En los 947 .cc. hay 206,7 . 109 células.
Total de células sacadas: 16190 . 10¢°.

¢SITILA SISAOTNYOJ» HAYIOS OIANLSH
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TABLA 6.—ToTAL DE CELULAS

oavyavay) NVAL A 0avADy STAADHAR

Total de células sacadas: 49600 . 10¢.

NUMERO DE Se SE
MUES- CELULAS N © DE CELULAS POR CC. DE SACARON ECHARON
TRAS POR MM® SIEMBRA EN GC. EN cc.
1 0,26 .10° 0,26 .10¢.251 = 65,25 .10° En los 1.000 cc. del matraz hay 65,25 . 10"
< células.
2 0,30 .10° 0,30 .10°.251 = 75,25.10° 8 4 En 1]0811 .000 cc. del matraz hay 75,25 . 102
células.
Sacamos 602 . 10¢ células.
Quedan en el matraz: 74,6 . 10° celulas en
‘ 996 cc. de mosto.
3 0,363 .10° | 0,363 .10°.251 = 91,1.10° 28 14 En los 996 cc. hay 90,8 . 10° células.
. Total de células sacadas: 3282.. 10¢.
Quedan en matraz 88,5.10° células en
_ 972 cc. de mosto. |
4 0,485 . 10° 0,485 .10¢,251- = 121,8 . 10¢ 6 4 En los 972 cec. hay 118,3 . 10° células.
’ Total de células sacadas: 5120 . 10¢°,
Quedan en el matraz 117,6 . 10° células enl
970 cc. de mosto. |
5 0,71 .10? 0,71 .10°.251 —178,1 . 10° 14 7 En los 970 cc. hay 173,0 . 10° células.
Total de células sacadas: 10001 . 10°.
Quedan en el matraz 170,1.10° celu]as en
963 cc. de mosto.
6 1,049 . 103 1,049 .10¢. 251 = 263,0 . 10° 16 7 En los 963 cc. hay 253,0 . 10° células.
- | Total de células sacadas: 18875 . 10¢.
Quedan en el matraz 249,0 . 10¢ células enl
. . 954 cc. de mosto.
7 0,755 . 103 0,755 .10¢. 501 = 378,0. 10¢ 14 7 En los 954 cc. hay 361,0 . 10° células.
R Total de células sacadas: 32680 . 10°.
Quedan en el matraz 355.10° células en
947 cc. de mosto. :
8 1,135 .10¢® 1,135 .10¢.501 = 568,0.10¢ En los 947 cc. hay 538 . 10° células.

G81
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OBSERVACION A LAS TABLAS D v 6

Los valores de la tultima columna se han obtenido del siguiente modo:

Tomemos,; como ejemplo, la muestra terceraen el cuadro de células vivas.

Hay en el matraz 996 cc. de mosto, enlos cuales habra 996 .50,7 x 10¢
células = 50,5 .10* células, puesto que por centimetro cibico, hay 50,7 . 10¢
células. En la muestra anterior habia 42,6 .10° células por c¢. c., luego
cada eélula ha originado 50,5/42,3 = 1,195 células, luego las 341.10°
células sacadas en la muestra anterior debieron originar 341 .10°¢.1,195 =
407 . 10, ' .

Con la muestra tercera se sacaron 28 . 50,7 . 10°= 1420 . 10° células, que con
las 407 . 10° de la muestra anterior, forman un total de 1827 . 10°¢ células
sacadas’

TABLA 7

CALCULO DE CELULAS TOTALES, VIVAS Y MUERTAS, EXISTENTES TEO-
RICAMENTE EN EL MATRAZ, EN EL INSTANTE DE CADA
TOMA DE MUESTRAS

Mues- Log. de Log. de Log. de
trass Total de células Células vivas (Es(l)lilagifg:g‘rjt:)s células células células
totales vivas muertas

1.2 65,25 . 10° 39,8 .10° 25,45 .10° | 10,814 10,600 | 10,406
2.2 75,25 .10° 42,6 .10° 32,65 .10° | 10,876 | 10,629 | 10,514
3.2 91,53 .10°* | - 50,91 .10° 40,62 .10° | 10,962 | 10,707 | 10,608
4.2 122,69 . 10° 65,91 . 10° 56,78 . 10° | 11,088 10,819 | 10,574
5.2 180,51 . 10° 87,32 .10° 93,19 .10° | 11,256 | 10,941 | 10,969.
6.2 267,80 .10° 116,25 . 10° 151,55 .10° | 11,428 | 11,056 | 11,180
7.2 | 388,40 .10° 164,52 . 10° 233,88 .10° | 11,588 11,216} 11,349
8.2 587,60 . 10° 222,90 . 10° 364,70 . 10° | 11,769 | 11,360 | 11,561

Los valores que figuran en las columnas 2 y 3, se han obtenido del siguiente
modo:

Consideremos primero las células totales, y de ellas la muestra tercera; se
"aprecia que el niimero de células existentes en el matraz es 90,8 .10%, y el
total de células sacadas es 0,73 . 10°, luego el total de células que tedrica-
mente debiera existir seria su suma, o sea 91,53 . 10°.

De analoga manera se calculan los numeros que constan en la columna
de células vivas.

EXPERIENCIA 3.2

No habiendo podido terminar la experiencia primera por falta ma-
terial de tiempo, dentro del dia en que efectuamos los contados de
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células, decidimos realizar otra en condiciones de medio mas desfavo-
rables, con el fin de aproximarnos a una situacion analoga a la que
se presentaba al final de la experiencia primera.

Esta experiencia tercera es de fermentacion discontinua, como la
primera, y se efectu6é para completar las curvas de mortalidad que no
logramos en la experiencia n.° 1. Por esta razén comenzamos con mos-
tos mas diluidos, de una concentraciéon del 2 por 100 de azucares re-
ductores, numero formol 0,9 y pH = 3,2. procurando que las condi-
ciones iniciales del proceso fueran anilogas, como hemos indicado, a
las finales de la primera experiencia, aunque, claro esté, existe la di-
ferencia notable de que mientras a la terminacion de la primera ex-
periencia existia una gran cantidad de células muertas y una gran con-
centracién de residuos de metabolismo, en esta otra experiencia se
comenzoé con células rejuvenecidas y mosto que carecia de sustancias
‘toxicas procedentes del metabolismo celular. Por lo demads, el proceso
fué idéntico al consignado en la primera experiencia.

Las diluciones y el pH, ntimero de formol y contados de células
totales (tabla 8), se indican a continuacion.

Diluciones:

1.2 rmuestira.—Primera dilucion; 1 cc. de mosto en 500 cc. de agua,
de donde se tomaron muestras para contados con hematimetro. Segun-
da dilucién; 1 cc. de la primera, en 500 cc. de agua. Tercera dilucion;
2 cc. de la segunda, en 100 cc. de agua,' de.donde se tomaron muestras
para sembrar en cajas de Petri. Si a; son las colonias nacidas por cc.
de siembra, en 1 cc. de muestra inicial habra, ;. 251.501. 51 =
a, . 6,41 . 108 células vivas. _

2.2 muesira.—Primera diluciéon: 2 cc. de mosto en 500 cc. de agua,
de donde se tomaron muestras para contados con hematimetro. Segun-
da dilucion: 2,5 cc. de la primera, en 500 cc. de agua. Tercera dilu-
cion: 5 cc. de la segunda, en 500 cc. de agua, de donde se tomaron mues-
tras para sembrar en cajas de Petri. Si @, son las colonias nacidas por
cc. de-siembra, en 1 cc. de muestrainicial habra, «,. 251 . 201 . 101 =
ay . 6. 108 células vivas. ' ‘

3.2 muesira.—Primera dilucion: 1 cc. de mosto en 500 cc. de agua,
de donde se tomaron muestras para contados con hematimetro. Segun-
da dilucion: 5 cc. en 500 cc. de agua. Tercera dilucion: 5 cc. de la .
segunda en 500 cc. de agua, de donde se tomaron muestras para sem-
brar en cajas de Petri. Si a; son las colonias nacidas por cc. de siem-
bra, en 1cc. de muestra inicial habra «, . 501 . 101 . 101 =a, . 5,11 . 108
células vivas. ' )
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;4.2 5.8, 6.2 y 7.2 muestras.—Analogas a la tercera. Llamaremos
&,y g, A, y a, las colonias nacidas por centimetro ciibico de siembra.
8.2 muestra.—Primera dilucién: 1 cc. de mosto, en 500 cc. de agua,
de donde se tomaron muestras para contados con hematimetro. Segun-
da dilucién: 5 cc. de la primera, en 500 cc.de agua. Tercera dilucion:
10 cc. de la segunda, en 500 cc. de agua, de donde se tomaron mues-
tras para sembrar en cajas de Petri. Si a, son las colonias nacidas
por cc. de siembra, en 1 cc. de muestra inicial habra a. . 501 . 101 . 51 =
a; . 2,58 .108. :

TABLA 8

PH, n.c de formol y contados de células totales mediante hematimetro.

MUESTRAS pH N.° rFormMoL | 1.2 cUADRICULA | 2.2 CUADRICULA
l
1.2 3,2 0,9 321 ; . 321
2.2 3,1 0,9 493 F 490
3.8 3,1 0,8 315 5 323
4.8 3,0 0,6 372 | 377
5.8 2,9 0,45 429 ‘ 420
6.2 2,6 0,1 456 | 457
7.8 2,5 0,1 475 | 480
8.a 2,4 0,05 ' 504 499
‘ |

Fijandonos en la poligonal que corresponde a células totales (figu-
ra.7), vemos. que, al igual que en la experiencia primera, al intentar
buscar la curva de adaptacién, se nos presenta como mas apropiada
una logistica, cuya ecuacion, después de hechos los calculos opdrtunos es:

438,4

1 + e 0°726—0°4 X

y:

’

Respecto a células vivas hemos de decir que se repite igualmente
la situacion que seguia el proceso en la experiencia primera. Por tanto,
podemos volver a razonar en la forma que alli lo haciamos y deducir
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que el hecho observado tiene su expresiéon en.una curva normal asi-
métrica.

Desavnono w Ceavras,
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En la curva logaritimica de células totales no se observa ninguna
fase logaritmica. Puede observarse que el crecimiento se presenta mas
rapido durante el primer periodo, y que fué disminuyendo paulatina-
mente hasta hacerse horizontal durante los intervalos 7 a 8. En cuanto
a células vivas, pueden hacerse analogas consideraciones. Existe un
crecimiento rapido en el intervalo 1-2 como consecuencia de que las
células de siembra eran muy joévenes y la mayoria de ellas.estaban en
periodo de formacion. Alcanza un maximo en el instante de la toma de
la cuarta muestra, para empezar a disminuir después y presentar una
fase de mortalidad casi logaritmica entre los periodos 6-8, concordante
con el escaso aumento de células totales observado en dicho intervalo.
Puede verse que el numero de.células muertas es igual al de vivas en
el intervalo 5-6, o sea algo pasada ya la fase estacionaria (fig. 8:)

No nos extenderemos en mas, detalles ante la analogia con la ex-
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periencia primera. Seguidamente se insertan las tablas 9 y 10, relati-
vas a contado de colo?ias y células totales y muertas respectiva-
mente. ;

H
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TABLA 9

RESULTADO DEL CONTADO DE COLONIAS

Mues- | CC. DE SIEMBRA Med“;,g‘ﬁ colonias|  NUMERO DE CELULAS POR CC.

fras 2 1 1, de siembra DE MUESTRA INICIAL Logaritmos

1.2 37 19 10 |a, = 19,16 | a,.6,41.10¢ = 123,0. 10° 8,090
2. 60 25 14 |a, = 27,6 a,.6,0 .10° = 166,1.10° -| 8,221
3.2 75 41 18 |a; = 38,16 | a,.5,11.10° = 190,0.10¢ | 8,290
4.2 76 51 17 |a, = 41,00 | a,.5,11.10° = 209,9.10° | 8,320
5.8 77 38 23 |a; = 40,81 | a;.5,11.10° = 208,2.10° | 8,319
6.2 80. 31 18 35,60 |as.5,11.10° = 183,0. 10° 8,261
7.2 |- 49 24 15 |a; = 26,26 | a..5,11.10° = 138,0. 10°¢ 8,126
8.2 70 33 18 la; = 34,60 | as.2,58.10° = 89,3.10° | 7,950

I

I

8
I
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TABLA 10

CELULAS TOTALES Y MUERTAS

Num. Numero de células | L itmo | Logaritmo
Mues-|  ge células NUMERO DE CELULAS-TOTALES mueertas (por dgggé?ul?s dzgcé)ulas
tras por cc. POR CC. DE MUESTRA INICIAL diferencia) totales | muertas.

/.

1.2 10,568 .10 0,568 . 251 . 10¢ = 142,57 . 10°| 19,57 .10° | 8,154 | 7,292
2.2 10,852.10° 0,852 . 251 . 10¢ = 213,98 . 10°| 47,88 .10° | 8,330 | 7,680
3.210,550.10¢ 0,550 . 501 . 10¢ = 275,55 . 10¢| 85,55 .10¢ | 8,240 | 7,932
4.210,650.10°% 0,650 . 501 . 10® = 325,65 . 10¢| 115,75 .10° | 8,512 | 8,063
5.2 10,735 .10 0,735 . 501 . 10¢ = 368,23 . 10°| 160,03 . 10¢ | 8,556 | 8,204
6.2 0,790 .10¢ 0,790 . 501 . 10¢ = 395,79 . 10¢| 212,79 . 10° | 8,597 | 8,327
7.210,827 .10 0,827 . 501 . 10° = 414,58 . 10°| 276,58 . 10¢ | 8,617 | 8,440
8.210,870.10°% 0,870 . 501 . 10° = 435,87 . 10¢| 346,57 . 10°¢ | 8,639 | 8,539

I

I

INDICE DE GENERACION

El indice de generacion puede ser determinado (Topley y Wilson,
1936) en cualquier tiempo durante la fase logaritmica de crecimiento,
pero segun nuestro criterio no hay ningan inconveniente en que pueda
ser determinado en cualquier otra fase, siempre que su valor sea po-
sitivo, ya que carece de sentido tomar un ntimero indice de generacion -
negativo que supone una velocidad negativa de crecimiento y que no
tiene aplicacion en los calculos de las demas formulas. La féormula que
. d4 este indice viene expresada, segin Porter, por la ecuacion

V., —V,
_ T, — T,
en que i es el indice de generacion, Vo y To es el numero de células
vivas y totales, respectivamente, al comienzo de la experiencia; y Vn y
Tn el numero de células vivas y totales al final de la generacion n. De
acuerdo con esta férmula hemos calculado los numeros indices corres-

pondientes a las tres experiencias para cada intervalo consecutivo,
equidistantes hora y media:

=1+

EXPERIENCIA 1.2 EXPERIENCIA 2.2 EXPERIENCIA 3.2
;2 = 1,40 ;2 = 1,28 : ;2 = 1,60
i, = 1,43 i, = 1,51 i, = 1,38
i;* = 1,57 i3t = 1,467 - it == 1,39
,° =156 . i, =1,38 8 = 0,97
;8 = 1,67 i, = 1,33 i = 0,08
iy = 1,32 ig7 = 1,38

i = 0,66 i = 1,29
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En la experiencia numero 3, por las razones anteriormente expues—
tas, sélo hemos calculado los indices correspondientes a los intervalos
del al 6, ya que en los siguientes, dicho indice toma un walor negativo
y se transforma en indice de mortalidad.

InvicEs vE GENERACION.

Fxgum 29

£
Hacizontales: 15 horas =2coms.
Verricales : {0:1.

Una vez dibujadas las curvas (fig. 9) y-viendo su marcha se deduce
que en la experiencia 1 el numero indice crece en los intervalos 1-3,
manteniéndose estacionario de 3-5 y decreciendo en los intervalos si-
guientes, o sea, que hav una primera fase del proceso en la cual la velo-
cidad de crecimiento de células vivas es superior a la de células tota-
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les, otra, en la cual la velocidad de células totales es igual a la de
células vivas, y, finalmente, una tercera en la que la velocidad de cé-
lulas vivas va decreciendo continuamente en relacion con la velocidad
de crecimiento de células totales. ) ’

Al comparar las curvas de crecimiento de células totales y vivas se’
comprueba -que las velocidades de crecimiento de ambas coinciden
aproximadamente en la primera parte del proceso.

En la experiencia nimero 2, se presenta una pequena anomalia en
el intervalo 3-7, toda vez que logicamente debiera ser una recta; ello
es debido, a nuestro parecer, a que al sacar la muestra 5 se nos olvidé
~abrir la llave de paso de aire de la trompa de vacio y, por consiguiente,

las células estuvieron en anaerobiosis relativa durante un periodo apro-
ximadamente de quince minutos, por cuyo motivo las células vivas
probablemente no se dividieron con la suficiente rapidez, disminuyendo
‘por tanto, su velocidad de crecimiento, mientras que la de células to-
tales permanecié constante; por ello, el coeficiente de ambas velocida-
des nos daba un valor menor del que debiera ser."

En la experiéncia ntumero 3 puede decirse que, practicamente, la
velocidad de crecimiento de células vivas fué siempre menor que la
de células totales, aunque se observa que la curva representativa tiene
un tramo horizontal comprendido en el intervalo 2-3; ello es légico,
pues dadas las circunstancias desfavorables.en que estas células se des-
arrollaron, se comprende facilmente que la velocidad de crecimiento
de células vivas, tuvo que ser en todo momento muy inferior a la de
células totales. Obsérvese igualmente, que la curva correspondiente
tnrmina algo después del punto en que se hace cero para pasar a con-
tieuacion a valores negativos, debido a que la velocidad de crecimiento
de células vivas, toma un valor negativo.

Para pequefios intervalos podemos expresarlo en la forma

Vi — Vo AV
At At
=14 — 1
=T T T, AT
At At
V()

siendo ! el parametfro tiempo.

Pasando al limité da,i =1 +
N T/ (t)

La fracciéon equivale a un cociente de velocidades instantaneas
para cada valor de #, o sea, que si en las curvas representativas del des-
arrollo de células vivas y totales levantamos ordenadas para un mismo
valor de ¢ y hallamos los coeficientes angulares de las tangentes a
cada una de las curvas-en los puntos en que son cortadas por la orde-
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nada, su cociente aumentado en una unidad nos da el valor del namero
indice de generacién para el instante considerado.

NUMERO DE GENERACIONES

Segiin la formula que indica Wilson, y que tomamos de Porter, el
nimero de generaciones ocurridas en un tiempo dado, viene represen-
tado por la ecuacion

log b —1log B
n= ———7m—m——
log i

en que B es el numero de células al comienzo ‘delintervalo de tiempo ¢;
b, el nimero de células al final del intervalo; i indice de generacion
para el intervalo considerado.

Aplicando esta ecuacién para cada una de las experiencias, se tie-
nen los siguientes valores:

ExXPERIENCIA 1.2 EXPERIENCIA 2.2 ExPERIENCIA 3.2
n%? = 0,61 n? = 0,19 n,%? = 0,60
n,® = 1,03 n,> = 0,43 n,® = 0,50
nt = 1,12 ny* = 0,66 - ngt = 0,22
n,® = 1,06 n,5 = 0,89 n® = 0,10
ns = 0,98 ns = 1,01 ns¢ = 0,027
ng’ = 0,64 ng” = 1,04
n,® = 0,35 ng = 1,21

Con cuyos valores dibujamos las curvas de la figura 10, que nos
permiten hacer las siguientes consideraciones.

En la experiencia 1 vemos que el nimero de generaciones crece
rapidamente en el intervalo 1-2, siendo pequeno al principio del
intervalo, pues corresponde a la fase incial de ajuste. Sigue aumen-
tando el numero de generaciones del 2-3 aunque menos rapidamente.
En 3, alcanza un maximo para empezar a decrecer lentamente en el in-
tervalo 3-5. En comparacion con las curvas de crecimiento de vivas y
totales, se observa que el intervalo comprendido entre 2 y 5 corres-
ponde a la rama de crecimiento logaritmico, y que aunque en el in-
tervalo 2-5 el ntumero de generaciones decrece, la curva sigue siendo
logaritmica, debido a que es mucho mayor el numero de células vivas
existentes en este periodo. Del intervalo 5 hasta el final, el niimero de
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generaciones decrece rapidamente, y el numero total de células vivas
no llega a compensar esta disminucion de proliferaciéon, y por ello, en
la curva de células vivas corresponde a la fase estacionaria.

NaRo 18 €ENERACIONES.

Figura r° 19

1 2 'y 4 5 6 7 8

.Z';rala's.
Harizonlalos:  1°5 horas = Ecms:
rvertrrajes: i0s?

En la experiencia numero 2, la curva del ntumero de generaciones
no sigue una marcha continua, sino que tiene varias inflexiones. Supo-
nemos que puede ser debido en parte a las nuevas adiciones de mosto
que variarian las condiciones del medio, ya que las adiciones no fueron
iguales, como se consigna en tablas anteriores. Por otra parte, quizas
tuviera alguna influencia la circunstancia de haber dejado cerrada la
llave de paso de la trompa de vacio.

En la experiencia ntimero 3 se observa que el proceso sigue una
marcha uniforme decreciente como era de esperar, dadas las malas con-
diciones del mosto. .
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" TIEMPOS DE GENERACION

Si llamamos g al tiempo de generacion, n al numero de generaciones
durante un tiempo 4, se ve facilmente que g.n = {, de donde g == t/n

Aplicando esta igualdad a las tres experiencias, se obtienen los si-
guientes valores: ’ |

37’3

Tiempos pr GxneERAcion.

Figura a* 11

Facalas -
Boerxantsles 1’5 hores <2 oms.
Yy 2irales s die
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ExpPERIENCIA 1.2 EXPERIE_NCIA 2.2 EXPERIENCIA 3.2

% = 2,45 02 =179 92 =15

9. = 1,45 92> = 3,5 : g:* = 3,0

g:* = 1,33 gt = 2,28 ¢,* = 6,81

g5 = 1,41 9,5 = 1,69 ‘ g.> = 15,0
9 = 1,53 9;® = 1,48 v 956 = 37,5
96" = 2,34 gs" = 1,44

g2 = 4,28 g8 = 1,24

Dela observacion de las curvas correspondientes (fig. 11) se deduce
que en la experiencia numero 1, el tiempo que tarda en obtenerse una
nueva generacion decrece en el intervalo 1-2, cosarazonable, ya que al
comienzo de la experiencia, el tiempo de generaciéon fué lento, como
consecuencia de la fase de ajuste, y fué creciendo posteriormente al ha-
bituarse las células al nuevo ambiente. Sigue después una rama casi ho-
rizontal que se corresponde con la logaritmica de células vivas en la
que los tiempos de generaciéns on aproximadamente iguales aunque
lentamente crecientes y, finalmente, del 5-8, el tiempo de generacién
crece rapidamente, correspondiendo a la fase estacionaria y comienzo
de la logaritmica de muerte.

Analogas consideraciones pueden hacerse en las experiencias 2y 3,
haciendo constar en esta ultima, que la influencia del medio adverso
se hizo bien patente hasta el extremo de que el tiempo de generacion
en el intervalo 5-6 lleg6 a valer 37,5 horas y préoximo al punto 6 de-
biera adquirir un valor casi infinito, toda vez que para ese punto, n tiene
un valor muy préximo. a cero. Ello nos indica que en este instante,
practicamente ya no se reproduce ninguna célula. ]

Como hemos dicho que g.n =1{, y como { es constante e igual a
1,5 horas, resulta que los valores homoélogos de ¢ y n son(las coorde-
nadas de una hipérbola equilédtera referida a sus asintotas.

COEFICIENTE DE VELOCIDAD

Transcribimos a continuacién, de Porter, pagina 123:

«Es frecuentemente conveniente determinar la proporciéon de cre-
cimiento constante de Slator (Growth rate constant) o mas usualmente
llamado coeficiente de velocidad, esto es, simplemente la proporcién de
crecimiento por célula durante el periodo de crecimiento, o propor-
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cion de decrecimiento durante la fase de muerte. En otras palabras, el
numero de células nuevas producidas por una célula dada, en un pe-
riodo de tiempo, es el incremento para esta célula particular. Cuanto
méas corto sea el tiempo de generaciéon, més rapida sera la division ce-
lular bacteriana o mayor sera el valor numeérico del coeficiente de ve-
locidad o proporciéon de aumentos.

El coeficiente de velocidad es usualmente designado por la cons-
tante k, y se obtiene mediante la siguiente féormula:

. 1 : «
Lb= ki + LB, k =—. (Lb— LB) = 1,53 (log b — log B)
i

en que L es logaritmo neperiano, B es el nimero de células al comienzo
del tiempo dado, b el niumero de células al final del tiempo dado v ¢, in-
tervalo de tiempo considerado.

Aplicando esta férmula se obtiene:

ExPERIENCIA 1.2

ExXpPERIENCIA 2.2

ExpPERIENCIA 3.2

k2 = 0,136 ky? = 0,046 k2 = 0,200

k3 = 0,245 ky® = 0,118 ky® = 0,1056
kst = 0,335 kgt = 0,166 kst = 0,0459
kp® = 0,318 ks = 0,191 k5 =— 0,00153
kS = 0,294 kst = 0,191 k® = —0,0887
ke? = 0,118 ky? = 0,229

k8 = 0,099 k= 0,204

. De la observacién de las curvas (fig. 12) de la experiencia nime-
ro 1, se deduce que el coeficiente de velocidad tiene un crecimiento-
rapido en el intervalo 1-3, alcanzando el méximo, en 3. De 3-5 hay un
decrecimiento lento coincidente con la” zona media de la fase logaritmica
de crecimiento de las células vivas. Cabe aqui el mismo comentario
que se hizo anteriormente, y puede observarse cierta correspondencia
entre esta curva y la homoéloga, representativa de los nimeros de gene-
racion, cosa que se comprueba matematicamente, puesto que

log b —log B

log i
2,3
t

sustituyendo log b — log B en k resulta k = .n.log i. Pero i es
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escasamente variable, entre 1,4 y 0,6 segun. se observa en las tablas
anteriores, y menos variable atin sera su logaritmo. g

CoxFiciENTES DE VI10CIDAD.

Figura n” 12

Zrcatan

Horizontales . V3 horas = 2cms
bVerfiarlar — 511

El mismo comentario puede hacerse de las curvas correspondien-
tes a las experiencias 2 y 3.
La formula que nos da k, puede expresarse en la forma

2,3 Alog b

k= (log b —log B) = 2,3

At

Prescindiendo del factor constante 2,3, el cociente es el coeficiente
angular de la recta que une los dos extremos del intervalo considerado
en la curva de células vivas dibujada en coordenadas logaritmicas.
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Si pasamos a incrementos infinitamente pequenos, resulta que la frac-
cion es

d(log b)
3 -
bt

que representa el coeficiente angular de la tangente a dicha curva; es
decir, la curva representativa de k es la curva derivada de la de las cé-
Iulas vivas en coordenadas logaritmicas, multiplicada por un factor
constante, o sea, una curva afin a ella.

RESUMEN

Se estudia la curva de crecimiento y posterior mortalidad de la
levadura Torulopsis utilis, en cultivos de aireacion forzada (fabrica-
cién de levaduras-alimento), sobre jugos de tubérculos de Helianthus
tuberosum (pataca); se comparan los valores de los numeros de gene-
raciones, tiempos de generacion, coeficientes de velocidad e indices
de generaciéon en fermentaciones continuas y no continuas, contados
totales y de células viables. Los fenomenos observados no tienen lugar
de un modo irregular o arbitrario, viniendo precisados con gran exac-
titud por las ecuaciones generales dadas en funcion- de ciertos para-
metros definidos en cada experiencia. . :

También se llega a la conclusion de que la pataca puede ser un buen
medio de cultivo para la produccion de Toruldépsis dlilis destinada a
levadura-alimento.

SUMMARY

The growing curve and posterior mortality of Torulopsis utilis
yeast was studied in cultures of forced aireation (manufacture of
food-yeasts) on juices of Helianthus tuberosum (Jerusalem artichoke)
tubers; we compared the values of generation numbers, generation
times, speed coefficients and generation indexes of continuous and
non-continuous fermentations, total counting and of wviable cells.
The phenomena observed are not arbitrary or irregular, but are of
great exactness on account of the general equations given by certain
parameters defined in each experiment.

We also arrived at the conclusion that the Jerusalem artichoke may
be a good medium of culture for the production of Torulopsis utilis
with regard to foodyeast.
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INSTITUTO DE MICROBIOLOGIA GENERAL Y APLICADA
SECCION DE BACTERIOLOGIA

LA VITAMINA B,, EN BACTERIOLOGIA

Juan Santa Maria Ledochows?ci

AISLAMIENTO DE LA VITAMINA B,

Desde que Minot y Murphy postulan, en 1926, que en el higado
existe un factor activo contra la anemia perniciosa, numerosos inves-
tigadores se dedican a su estudio para lograr su aislamiento y como
objetivo previo su concentraciéon. La principal dificultad para estos
trabajos estribaba en la falta de un adecuado medio de control de las
purificaciones,‘ por ser el anélisis clinico completamente insuficiente.

Al mismo tiempo se conocia también que en el higado estaban pre-
sentes factores esenciales para el crecimiento de ciertas bacterias,
como por ejemplo L. helveticus y Str. lactis R (1), y se realizaron cier-
tos intentos para relacionar estos factores con la activivad del higado
en la anemia perniciosa, como porejemplo: Mahdihassan y Bakshi (32),
que, en 1947, aislan del insecto Cicadella viridis una bacteria que exige
un factor presente en el higado, pero fueron los trabajos de la inves-
tigadora americana Mary Shorb los que habian de tener una influencia
trascendental. Inicio sus estudios para encontrar un microorganismo
que exigiese como metabolito el factor nutritivo X» que Cary y Hart-
man habian encontrado en extractos de higado, caseina y otros ali-
mentos como esencial para las ratas. Shorb vié (50) que el L. laclis
Dorner (ATCC 8.000), no se desarrollaba en un medio basal de amino-
acidos que contenia todas las vitaminas sintéticas del grupo B; para
alcanzar maxima turbidez y producciéon de acido, exigia la presencia
conjunta de dos factores, uno de ellos presente en conservas de jugo de
tomate clarificadas, al que design6 como factor TJ y el otro, en ex-
tractos de higado activos para el crecimiento de la rata, que llamoé LLD,
desarrollando métodos microbiolégicos de ensayo para estos factores;
dedujo también de sus experiencias la posiblidad de que el L. lacfis
sintetizase un tercer factor.

El factor LLD parecia ser distinto de los factores de crecimiento
bacterianos sin identificar que se conocian en aquél momento y se en-
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contraba en altas concentraciones en extractos refinados de higado y
en pequeﬁa,ﬁoncentracién en la fraccién L de Wilson, levadura de cer-
veza, leche desnatada, pepsina, erepsina, jugo de tomate sin clarificar,
etcétera, poseyendo también estas substancias una cierta actividad TJ.
Por el contrario la caseina cruda, el extracto alcoholico de caseina, el
hidrolizado Aacido de caseina sin vitaminas, etcétera, eran inactivas
para LLD, pero activas para TJ.

Prosiguiendo estos estudios Shorb (51) ensaya extractos de higado
crudos y refinados, de los empleados en el tratamiento de la anemia
perniciosa por inyeccion intramuscular y demuestra que el factor LLD
estd aparentemente concentrado en estos extractos en relacién casi
lineal con su potencia clinica.

Este descubrimiento sirvié de elemento de ayuda decisivo para el
grupo de investigadores de los Laboratorios Merck, qbe desde el
ano 1942 estaban dedicados a la purificaciéon del principio antianemia
perniciosa en los concentrados comerciales de higado y les condujo (40),
en 1948, ayudados por los ensayos microbiolégicos de Shorb, al aisla-
miento de un compuesto cristalino, altamente activo para el creci-
miento del L. lactis y que fué designado como vitamina By,.

La actividad de la nueva vitamina es extremadamente alta en el
tratamiento de la anemia perniciosa. Por ejemplo: usando acido pte-
roylglutamico (61) se obtiene respuesta hematopoiética positiva con
dosis de 20.000-50.000 pg durante los diez primeros dias de trata-
miento. Con vitamina B,, se obtuvo en un paciente fuerte respuesta
positiva con una sola inyeccién intramuscular en dosis de 150 p.g.

VITAMINA B,, DE ORIGEN BACTERIANO

Una vez descubierta la nueva vitamina, se han investigado nume- '
rosos materiales como povsibles fuentes de la misma y, entre ellos, cal-
dos de cultivo de diversas bacterias. , .

Han dado reaccion positiva el Mycobacterium smegmatis, L. ara-
binosus, L. casei, Streptococcus faecalis, Escherichia coli, B. subtilis y
diversos Streptomyces como el S. roseochromogenus, S. griseus, S. anti-
bioticus y S. aureofaciens. Del S. griseus, Rickes (41) ha aislado un com-
puesto cristalino, cuyos datos comparativos con la vitamina B, crista-
lizada (punto de fusion, indice de refraccion, espectro de emision, so-
lubilidad en acetona al 80 por 100 y- actividad para el L. lactis)
demuestran que ambos productos son idénticos.

Stokstad (58) ha encontrado que el micelio desecado de S. aureo-
faciens tiene una actividad de 0,4 a 1,0 v de vitamina -B;, por gramo.
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Le_s’per Smith (27) obtiene de cuatro toneladas de higado fresco un gra-
mq_’de sus pigmentos rojos.

LA VITAMINA B,, COMO FACTOR DE CRECIMIENTO
BACTERIANO

Para poder comparar la actividad de los distintos preparados de
higado, Shorb estableciéo una preparacion de extracto de higado como
slandard arbitrario y le asign6 una potencia de 1.000 unidades por mi-
ligramo. Sobre esta base se encontré (52), que la vitamina By, tenia
una potencia de 11.000.000 de unidades/mgr., cuando el andlisis se
‘hacia en periodos de veintitrés horas y de 17 millones con periodos
de cuarenta y dos horas. Esto demostré que la vitamina B,, era total
o parcialmente responsable de la actividad LLD que posee el higado
y también que los resultados son variables al alterar las condiciones
del ensayo, calculandose la posibilidad de que las condiciones de con-
servacion del cultivo podian afectar la constancia de los valores obte-
nidos. Efectivamente, Shorb (53) ha podido comprobar que aunque el
L. lactis Dorner 8.000, es estable en sus exigencias' en vitamina B,, y
en factor TJ, cuando se cultiva en un medio a base de extracto de le-
vadura, jugo de tomate y leche desnatada, el cultivo sufre disociacion
cuando se mantiene en el agar usual de extracto de levadura y glucosa,
aunque se le anada jugo de tomate; el cambio en la morfologia lleva
aparejado alteracion en sus caracteristicas bioquimicéas. De las varian-
tes producidas en este ultimo agar stock, unas pueden crecer en el
medio basal de aminoacidos afiadiendo sélo el suplemento de jugo de
tfomate y se encontré otra que puede crecer sin ningun suplemento si
se dobla la concentraciéon de aminoacidos.

Sauberlich y Baumann (45) pueden comprobar que el Leuconostoc ci-
{rovorum 8.081, no se desarrolla en un medio sintético adecuado para
¢l Leuconostoc mesenteroides P-60, pero que el crecimiento es rapido
en presencia de ciertos concentrados de higado, peptona, extracto de
levadura y de un extracto concentrado de salvado de arroz. La adiciéon
de concentrados de higado con 20 unidades de principio antianemia
perniciosa por ml., determina un rapido desarrollo en diez horas, pero
observan una amplia diferencia entre la potencia clinica de estos pre-
parados y su actividad para el Leuc. cilrovorum.

A su vez Hoffmann (18) ensaya el efecto de la vitamina B,, cristali-
zada con el L. leichmannii 313 -y comprueba que da una respuesta
positiva muy sensible, que no es superada por extractos concentrados
de higado. ) i

Los factores del L. leichmannii y del Leuc. citrovorum son diferentes
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segin demuestran Lyman y Prescott (31), que logran su separacién
por electrélisis de extractos de higado en acido acético 0,02 M. El fac-
tor del L. leichmannii emigra hacia el electrodo negativo y el del citro-
vorum hacia el positivo, perdiéndose parte de esta ultima actividad
durante la electrélisis seguramente por oxidacién en el electrodo po-
sitivo.

VITAMINA B,, Y DESOXIRIBOSIDOS

Shive y col. (48) fueron los primeros en demostrar la relaciéon exis-
tente entre la timidina y la vitamina By,, con el L. lactis Dorner. Em-
pleando jugo de tomate clarificado o hidrolizado enzimatico de ca-
seina como fuentes del factor TJ, vieron que la timidina sustituia ade-
cuadamente a los extractos de higado como fuente del factor LLD; la
timina era completamente inactiva, emitiendo la hipotesis que la vita-
mina B,, actua en la biosintesis de la timidina.

A la misma conclusiéon llega Wright (64), también con el L. lactis, .
deducida de las cantidades comparativamente grandes de timidina que
reemplazan a la vitanina B,,, interpretando que funciona como coen-
zima- en la conversiéon de timina en timidina.

Con el Leuc. citrovorum Sauberlich (45) ve que la timidina estimula
el desarrollo inicial en concentraciones de 0,6 v por tubo, pero que
aumentando la concentraciéon no se logra mayor efecto y que la méa-
xima turbidez alcanzada en diez y seis horas con el ribésido es menor
de un cuarto de la obtenida en el mismo tiempo con concentrados de
higado.

Con L. leichmannii Hoffmann (18) encuentra que la timidina per-
mite un desarrollo comparable a la vitamina By,.

A su vez Kitay (21) comprueba que para once microorganismos los

desoxiribésidos de hipoxantina, adenina y citosina son equivalentes a
la timidina, siendo también activo para muchos de ellos el acido des-
oxiribonucléico; en cambio el L. delbruckii 730 tiene una exigencia
especifica para la timidina que no puede ser reemplazada por los otros
desoxirib6sidos. Del mismo modo Kocher y Schindler (22) logran sus-
tituir en el L. lactis 1.175 la vitamina B;, por los desoxiribésidos de
timina, guanina, citosina e hipoxantina.
Por otra parte Hoff-Jorgensen (17) con el L. acidophilus R 26 no puede
sustituir la timidina con la vitamina B, o con concentrados de higado;
el L. laclis 1y el L. juhurt 13 se desarrollan con timidina o vitamina B,
pero en el primero pueden ser sustituidas ambas por un hidrolizado |
enzimatico de caseina y en el segundo no. El desoxirib6sido de gua-
nina tiene el mismo efecto que la timidina.

1
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Con el L. bifidus Tomarelli (59)logra su desarrollo en dieciséis horas
de incubaci6én anaerobia a 37°, en el medio empleado por Roberts y Snell
(43) para la determinacién microbiolégica de la riboflavina y 4cidof 6lico
con el L. casei, siempre que el suplemento de caseina sea suministrado
al medio como hidrolizado enzimatico y no acido; la actividad parece
ser que se introduce con la enzima, ya que un hidrolizado 4cido de
caseina suplementado con pan'creatina tiene alta actividad. El acido
desoxiribonucleico actua de modo similar a la pancreatina y también
son activos los desoxiribésidos de timina y guanina aunque en menor
grado y no son sustituibles por la vitamina By,

Recientemente Wright (65) ha revisado la supesta relacién entre
la timidina y la vitamina B,,; ha utilizado tres bacterias lacticas que
responden todas a la timidina, pero que tienen diferentes exigencias
en otros factores: Str. faecalis R, Leuc. citrovorum 8.081 y L. leich-
mannii 313. Para la primera emplea un medio basal sin acido folico
Yy que contiene adenina, xantina, guanina y uracilo y para los otros
dos, medio basal con acido félico y adenina, guanina y uracilo en las’
mismas concentraciones que en el anterior.

Como suplementos empleaba: vitamina B,, cristalizada de Merck,
concentrado de higado comercial con 15 unidades de principio antia-
nemia perniciosa, de Lederle, timina, timidina y 4cido félico, de Le-
derle. Los resultados obtenidos son: 1) El Str. faecalis R no responde,
en cuarenta horas, a la vitami na B,,, mientras que en diéz y seis horas
- la timidina y la timina reemplazan al acido félico de acuerdo con los

resultados de Stokes (56). 2) En el Leuc. citrovorum los factores pre-
sentes en los concentrados de higado y la timidina determinan el mis-
mo desarrollo, pero confirmando los resultados de Sauberlich (45) la
respuesta a la timidina se produce con 21-40 horas deretraso. La vita-
mina B,, determina resultados similares al higado. 3) Con el L. leich-
mannii se obtiene una respuesta rapida a la vitamina B,,, siendo al
parecer el efecto del higado debido a dicha vitamina. La timidina de- .
termina crecimiento comparable al producido por la vitamina By, en
presencia del acido folico. Estos resultados estan en concordancia con
los de Hoffmann (18), Shive (49) y Skeggs (54).

De estos datos deduce Wright, que aunque la fimidina puede sus-
tituir a la vitamina By, con el L. leichmannii, los resultados obtenidos
~con Str. faecalis R y Leuc. citrovorum no indican una relaciéon especi-

fica entre la timidina y la vitamina B,,.
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NATURALEZA MULTIPLE DE LOS FACTORES PRESENTES
EN EL HIGADO

Al mism6 tiempo que en Estados Unidos los investigadores' de
Merck llegaban a la obtencion de la vitamina B,, en estado cristalino,
en Iglaterra, Lester Smith (27) de los laboratorios Glaxo, obtenia del
higado de buey dos pigmentos rojos altamente activos en el trata-
miento de la anemia perniciosa, llegando a la conclusion de que ambos
pigmentos eran formas diferentes del clasico factor del higado de
Minot y Murphy y no sustitutivos parciales del mismo.

Posteriormente Cuthbertson y Smith (8) separan en el higado cua-
tro factores empleando cromatografia sobre papel, combinada con ana-
lisis microbiologico: uno de ellos lo obtienen en forma cristalina y se
comprueba posteriormente que es idénfico con la vitamina B, otro,
le designan como slow-moving factor, otro es timidina (Shive (48) ya
_habia demostrado su presencia en el higado) y el cuarto, comprueban
que es microbiolégicamente activo. La técnica seguida es la siguiente:
extractos crudos de higado se cromatografian sobre papel y el croma-
tograma se aplica a la superficie de un agar .nutritivo sembrado con
L. lactis manteniéndolo durante diez minutos, después de los cuales se
retira y se incuba la placa durante la noche. Se obtiene asi una zona -
de crecimiento del L. lactis en forma de elipse cerca del origen, otra
igual muy proxima y, mas lejos, otras dos zonas més débiles. Las dos
primeras zonas se deben a los factores rojos, la tercera a una substan-
cia sin caracterizar y la cuarta, a la timidina. Examinando por esta
técnica diversos preparados antianemia perniciosa de origen bacte-
riano, purificados en forma similar a los extractos de higado, se com-
prueba la presencia de los dos factores rojos y de la timidina. ,

Independientemente, Winsten y Eigen (62) con una técnica similar,
pero con el L. leichmannii 313, demuestran la presencia en preparados
" con actividad antianémica de seis factores distintos, todos ellos capa-
ces de soportar el crecimiento del L. leichmanni en el medio deficiente
en vitamina B,;,. Cada uno de los factores ocupa una posicién caracte-
ristica en el cromatograma y los valores RF pueden variar algo de un
dia a otro, pero cada dia son independientes de la preparaciéon de que
se parte. Los valores Rr de los dos primeros factores estan sujetos a
gran error, y las zonas de crecimiento que determinan no estan com-
pletamente separadas, suponiendo que corresponden a los dos factores
rojos de Smith (27); esta doble zona la produce un concentrado de
vitamina B;,, de Merck, y un factor cristalino, de Lederle. Con timi-
dina Lederle se también se obtienen dos zonas de crecimiento situadas
al otro extremo del cromatograma y que tienen también distinto RF,
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sin poder precisar qué representan. Una serie de preparados de h1gad0
comerciales para empleo, por via parental, en el tratamiento de'la
anemia perniciosa, han dado siempre las dos substancias que forman
la caracteristica primera zona doble de crecimiento y todas ellas con-
tienen ademas alguno de los cuatro factores en concentraciones que
varian ampliamente, como se deduce cualitativamente por los tamafos
de las zonas de desarrollo.

Por dltimo, Lester Smith y Cuthbertson (29), han logrado demos-
‘trar -por cromatogr afia la presencia en preparados de higado y de
Streptomyces griseus de los desoxiribosidos de timina, adenina, citosina
y de guanina o hipoxantina, teniendo estos cinso desoxiribésidos natu-
rales actividad migrobiolégica como hemos indicado anteriormente (21,
22). Estudiando los valores Rr en distintos solventes (metil isobutil
cétona, metil etil cetona, alcoholes butilicos normal y secundario, etcé-
tera), calculan, como probable, la siguiente identidad para 5 de los 6
factores de Winsten: 1 Factor slow-moving; 2, vitamina B,y 4, des-
 oxiribésido de guanina; 5, desoxiribosido de adenina y 6, desoxiribé-
sido de timina.

VITAMINA B,;, Y «FACTOR DE LA PROTEINA ANIMAL» .
a) Resullados oblenidos en experimentos de nutricion animal.

Los investigadores americanos han empleado el término «factor de
la proteina animal», para designar el factor exigido para su desarrollo’
por pollos alimentados con dietas consistentes principalmente de maiz
y soja. Este factor se encuentra presente en forma soluble en pesca-
dos (37), en estiércol de vaca (44), preparados comerciales de higado
utilizados en el tratamiento de la anemia perniciosa (33) y en otros
productos de origen animal (leche, suero etc.),

Zucker (62), experimen tando con ratas demuestra la naturaleza
esencial de un factor presente en la proteina animal y soluble en agua, al
que designa como zooferina y que segiin sus conclusiones parece idéntico

. con el factor X», de Cary y Hartman; parecidas necesidades tiene el cerdo
cuando se le somete a dietas en que la fuente de nitrogeno es vegetal.
Stokstad y col. (58) han aislado potentes factores de la proteina animal de
cultivos bacterianos, siendo de este origen el producido por Lederle y em-
pleado hoy dia por la mayoria de los investigadores en experiencias

" comparativas y Skeggs (54) ha desarrollado un método de analisis mi-
crobiologico del «factor de la proteina animaly empleando el L. leich-
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mannii 4.797 que da resultados tan satisfactorios como el de Bos-
shardt (3) de desarrollo de la mosca.

Dada la presencia en el higado de estos factores se comparé el efec-
to de la vitamina B,,; Ott (36) encuentra que la vitamina B,, tiene acti-
vidad como factor de la proteina animal» en los pollos, suponiendo que
es idéntica o esta estrechamente relacionada con dicho factor; Li-
llie (30) confirma estos resultados, comprobando que la vitamina By,
cristalizada tiene el mismo efecto que el precipitado acido del extracto

-acuoso del estiércol de vaca, de Rubin y Bird (44); Nichol (34) encuen-

tra que puede reemplazar en los pollos al factor de las substancias so-
lubles del pescado; Johnson (20) que determina en los cerdos una res-
puesta en dietas con proteina de soja como tunica fuente de nitrégeno
similar a la producida por extractos de higado, y,’Hartman (14) que
es efectiva como fuente del «factor X» en la nutricion de las ratas.

Sin embargo, Nichol y col., de la Universidad de Wisconsin (35),
no encuentran relacién entre la actividad de los extractos de higado
para el desarrollo de los pollos y su potencia en la anemia perniciosa. -

A su vez Stokstad y col. (58) comparando el efecto de diversos pre-
parados de vitamina B;, (concentrado preparado por cromatografia
sobre acido silicico, Cobione de Merck y factor cristalizado de Glaxo)
con el factor de la proteina animal de origen bacteriano (cultivos su-
mergidos de-Streptomyces aureofaciens; unas veces emplean todo el me-
dio y otras separan y desecan el micelio) en pollos sometidos a dietas
deficientes en este factor, demuestran que el «factor de la proteina ani-
mal» de origen bacteriano.es de naturaleza multiple y est4 formado por
la vitamina B, y otro factor o factores sin identificar. A esta misma
-conclusiéon llega Cunha (6, 7) en los cerdos empleando como fuente de
este factor los productos de fermentacién numero 195 Ay 199 B, de
Lederle.

b) Resultados obtenidos con baclerias.

Scott (46) estudiando la posibilidad de que el L. casei exija para
su desarrollo el «factor de la proteina animaly, emplea como fuente del
mismo un extracto alcohdlico de suero desecado oxidado con KMnO,
(este tratamiento es para separar el «factor de la proteina animal» de
la estrepogeniha de Woolley (63), pues ¢l primero es soluble en alco-
hol de 95 por ciento y estable a la oxidacién y la segunda no es solu-
ble ‘en alcohol de 95 por ciento ni estable a la oxidacion), determina
que dicho factor junto con la estrepogenina, es indispensable para el
L. casei en las condiciones del ensayo. Daniel (10) continuando estos
estudios emplea diversos extractos de higado como fuentes del «factor
de la proteina animal» y comprueba que el maximo desarrollo se ob-
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tiene empleando conjuntamente la estrepogenina y los extractos de
higado, pero que existen grandes diferencias en la respuesta del L. casei
a los nueve preparados de higado ensayados, no estando relacionada
con el grado de purificacién de los mismos, emitiendo la hipotesis de
que en el higado puedan existir dos factores, uno de los cuales sea
déntico con el factor antianemia perniciosa. Esta hipotesis ha sido con-
firmada posteriormente por el mismo autor (11) que ha demostrado
que en los extractos de higado hay dos factores: uno de ellos le designan
como «factor del suero», por estar presente en dilos producto y el otro
puede ser el principio activo en la anemia perniciosa; este ultimo se en-
cuentra presente en un dializado de una pasta de higado preparada
por extraccion con alcohol de 95 por ciento. Las mejores fuentes del
«factor del suero» son: suero desecado, extractos purificados de higado,
caseina cruda, harina de soja y levadura de cerveza, existiendo en
este ultimo producto amplia variaciéon en la concentracién del factor
en las diferentes muestras; las harinas de higado y de pescado y la
pasta de higado tienen poca concentranciéon. El factor de la pasta de
higado existe en concentracién considerable en extractos de higado, ha-
rinas de pescado, caseina cruda, extracto de estiércol de vaca y leva-
duras; la harina de soja, el suero desecado y la. caseina purificada tie-
nen poco de este factor.

Estos dos factores son también necesarios para los pollos (12, 15, 16).

Daniel ha logrado separar.del dializado de la pasta de higado (11)
dos factores: activo uno para los pollos y otro, para el L. casei, aunque
haremos notar que Peeler (38) sugiere la posibilidad de que los dos
factores del higado puedan ser sintetizados en algun grado por el
L. casei.

PAPEL QUE DESEMPENA LA VITAMINA B,. EN EL META-
BOLISMO BACTERIANO

Varios autores han comprobado.que en ciertos casos el acido as-
corbico puede substituir a la vitamina B,, (21, 48, 54). Welch (60) ha
revisado estos resultados y deduce que la aparente activacién micro-
biolégica que determina el acido ascérbico, que exiben también los
acidos glucoascorbico y tioglicélico y el glutation, se debe a la presen-
cia de productos de oxidacién de la vitamina B,, en determinadas
substancias que entran en la composicién de los medios de cultivo.

Por su parte, Koditschek (24) ha estudiado el papel de la vitami-
na By, con el L. lactis Dorner 6a y ha encontrado que en medio basal
de amino acidos suplementado con hidrolizado acido de caseina 'y
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factor TJ, no hay desarrollo en ausencia de CO,, aun cuando se sumi-
nistre vitamina By, obteniéndose el maximo desarrollo en una atmés-
fera 100 por ciento de CO, Disminuyendo la concentracién de CO,,
pero en atmosfera de N, también se obtiene maximo desarrollo. En
ausencia de vitamina B,, no hay desarrollo en presencia de aire, aun
“bajo alta tension de CO, aumentando la aireacién disminuye la res-
puesta del organismo a una dada concentraciéon de vitamina B,,.

En presencia de CO, y bajo condiciones anaerobias, determinadas
por la adicién de substancias reductoras tales. como acido ascérbico,
acido isoascorbico, cisteina, glutation, etc. que disminuyen sensiblemen-
te el potencial de 6xido-reduccién no es precisa la vitamina By,

Estos resultados son corfirmados por Kocher (23) con el L. lac-
fis 1.175, por Greene (13) con L. lactis Dorner 8.000 y por Skeggs (8)
con el L. leichmannii 4.797.

Por el contrario los agentes oxidantes (H,0,, KMn0,) inhiben el
crecimiento, siendo superada esta inhibicién por la vitamina B,,; una
excepcion la presenta el ferricianuro potésico que ejerce un ligero efecto
estimulante. La actividad de la vitamina B;, con relacién al H,0, no
consiste en su destrucciéon y, ademas, se demuestra que en cultivos de
L. lactis en capas muy delgadas en presencia de vitamina B;, hay for-
macion de H,0, v que si en estas condiciones se destruye el H,0, por '
adicién de acido piruvico o catalasa aumenta la produccién de acido
para una concentraciéon dada de vitamina B,,. Supone Koditschek que
los fenomenos observados presuponen dos procesos metabdlicos:
1) Con potenciales de 6xido-reduccion altos, la vitamina By, estimula
el crecimiento de tal manera que en el medio de cultivo se producen
condiciones reductoras como resultado del rapido crecimiento del L. lac-
tis; 2) Cuando el cultivo tiene lugar con alta aireacién se produce
H,0, que eleva el potencial de éxido-reduccién, cesando el desarrollo
a menos que se disponga de méas vitamina By,.

LA VITAMINA B, Y LOS MICROORGANISMOS DEL
TUBO DIGESTIVO

Casi al mismo tiempo Rickes (42) y Lester Smith (28) comprueban
por analisis espectrografico la presencia de cobalto en la vitamina By,
suponiendo que es un complejo coordinado, con 6 grupos alrededor del
atomo central de Co; se demuestra al mismo tiempo la presencia de
fosforo y nitrégeno y la ausencia de azufre. Lester Smith calcula en
cuatro por ciento el Co presente en cristales de vitamina B,, secados
en vacio a 56° y Rickes que los iones de Co son inactivos para el L. lac-
tis. Laland (25) logré que hidrolizados de proteina y aminoacidos reac-
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cionasen con cloruro de Co (11), obteniendo soluciones de color pare-
cido a los concentrados de vitamina By, pero sin actividad clinica.

La presencia de Co en la molécula de la vitamina B;, sugeria la
posibilidad de que dicha vitamina fuese un intermediario en el meta-
bolismo del Co en aquellas especies que exigen imprescindiblemente
este elemento en la dieta, como son los rumiantes. Con ovejas se ha
demostrado que responden rapidamente a 1 mgr. de Co suministrado
por via bucal, pero no a la misma cantidad por via parenteral, supo-
niéndose que la accion del Co se efectue a través de la flora micro-
biana y que el inyectado no sea eficaz por no alcanzar en cantidad su-
ficiente el rumen. .

Para comprobar esta hipdtesis Becker (2) ha suministrado a cor-
deros deficientes en Co, cantidades variables de vitamina B,, por via
oral y parenteral y por ambas y en ningun caso ha obtenido respuesta
positiva, por lo que no puede afirmarse que esté relacionada esta vita-
mina con el metabolismo del Co. ‘

A su vez, Lillie (30) deduce de la actividad de la vitamina B, su-
ministrada por inyeccién a los pollos, que su actividad es directa y
no a través de la flora intestinal. A este respecto Stokstad (58) ha cal--
culado que la potencia de la vitamina B,, por via oral es el 50 por ciento
de la inyectada, en pollos sanos normales.

Esto no quiere decir que la flora microbiana no coadyuve al aporte
de la vitamina B, necesaria al organismo, mediante su actividad sin-
tética y Register (39) ha comprobado que la carne de vaca contiene
aproximadamente el doble de vitamina B;, que la del cerdo, atribu-
yéndolo a la mayor actividad de los microorganismos del rumen.

ANALISIS MICROBIOLOGICO DE LA VITAMINA B,

El primitivo método de Shorb (50, 51, 52), aplicado por Rickes (40)
y el de Shive (48) fueron seguidos en diversos laboratorios, pero los
resultados obtenidos no eran satisfactorios por falta de uniformidad.

Shorb (53) encuentra que la disociacion, a la que anteriormente nos
hemos referido, que experimentan los cultivos de L. lactis, es una de
las causas de error y que se obtienen buenos resultados con el cultivo
estabilizado y vitamina B,, cristalizada o extractos de higado purifi-
cados, pero resultados erréneos con materiales sin purificar, debido a
la presencia en ellos de substancias inhibidoras especialmente el 4cido
folico, y también el acido p-aminobenzoico, serina, xantina, MnSO,,
~NaCl y FeSO,. :
Greene (13) confirma estos resultados; una concentraciéon de 5y
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de ac. pteroilglutamico por tubo suprime por completo la actividad de
la.vitamina B,, y a concentracién de 0,5 y se puede apreciar ya la in-
hibicion. La aminopterina inhibe completamente a 0,5 v mientras que
la pteropterina y el acido N°-metilpteroico no son antagonistas. Es-
tos efectos son comunes al L. lactis y al L. leichmannii.

Caswell (5) también con el L. lactis, emplea una modificaciéon del
medio de Stokes (57) en la determinacién microbiolégica de aminoici-
dos. En este medio emplea como factor TJ una mezcla de acido fumé-
rico y etil-oxalacetato sédico, que actua lo mismo que dicho factor,
siempre que el medio contenga DL-alanina, logrando asila eliminaciéon
de ‘preparados naturales que siempren son fuentes de error por su con-
tenido en substancias inhibidoras o estimulantes. De acuerdo con los
resultados de Koditschek (24) disminuyen el volumen de medio en los
tubos de 10 a 5 ml., aumentando asi la tension de O, y obteniendo una "
mayor concordancia en los analisis. De todos modos comprueban que
parte de la actividad que tienen las substancias naturales frente al
L. lactis no es debida ni a substancias reductoras ni a la vitamina By,
por lo que el L. lactis presenta falta de especificidad a esta vitamina.

Shaw (47) logra buenos resultados con el L. lactis evitando por pro- |
cedimiento distinto al de Shorb (53) la disociacién, empleando como
fuente del factor TJ el precipitado por el éter de un extracto fenolico
de una fracciéon de extracto de patata soluble en alcohol de 50 por
ciento e insoluble en alcohol de 80 por ciento y esterilizando por sepa-
rado la glucosa y el hidrolizado 4cido de caseina empleado como fuente
de nitréogeno, pues si se esterilizan juntos se forma algun factor similar
en efecto a la vitamina By,.

El empleo del L. leichmannii presenta la ventaja de que este orga-
nismo es méas estable que el L. lactis, no presentando tendencia a la
disociacion. Hoffmann (18) ha establecido un método con el L. leich-
mannii 313, utilizando un medio similar al que Snell (55) emplea para
estudiar el efecto de la timidina como factor esencial de crecimiento
para el L. leichmannii 313 y 327 y Leuc. citrovorum; tenemos que ob-
servar que en este medio Hoffmann comprueba que si se omiten los
acidos pteroylglutamico y p-aminobenzoico, el organismo no respende
a la vitamina Bi,.

Capps (4) obtiene resultados satisfactorios con el L. leichmannii
4.797 y un medio deshidratado preparado por Difco.

Lees (26) empleando también una modificaciéon del medio de
Snell (61) determina la vitamina By, con el L. leichmannii y el factor
del Leuc. citrovorum con este organismo.

Cuthbertson (9) hace el andlisis en placa de agar con el L. lactis
8.000. Como medio emplea el de Roberts y Snell (43) suplementado con
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jugo de tomate como fuente del factor TJ y con Tween 80 como fuente
de 4acido oleico (recomendado por Shive (48), y dos por ciento de agar.
En las placas inoculadas con L. lactis se practican orificios con un tala-
dracorchos de 10 mm. de diametro y en ellos se depositan tres gotas
de la solucién a ensayar, incubando 16-24 horas. Las zonas de desa-
rrollo en torno de los orificios tienen didmetros proporcionales al loga-
ritmo de la concentracion de la vitamina B,, dentro de ciertos limites.

El autor reconoce que el método, que es rapido y sencillo, es poco sen-
sible.

Mencionaremos, por ultimo, que Hutner (19) ha establecido un
procedimiento empleando el flagelado Euglena gracillis var. bacillaris;
tiene la ventaja que la timidina no estimula el crecimiento de este
organismo. ‘
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DOS NUEVOS ANTIBIOTICOS DE IMPORTANCIA
CLINICA

AUREOMICINA Y CLOROMICETINA (*)‘

Conferencia proﬁunciada en el Instituto Espaiiol de Fisiologiay Bioquimica
Madrid, 19 de Octubre de 1949,

por Harold Raistrick

Catedratico de Bioquimica de la London School of Hygiene and Tropical
Medicine, de la Universidad de Londres. :

En mi primera conferencia (¥*) indiqué que en el trabajollevado a
cabo en mi departamento sobre la Bioquimica de mohos, habiamos usa-
.do, casi exclusivamente, uno u otro de los medios de cultivo siguientes;

Csapek-Dox Modipm Baulin-Thom Medium
Gluoose . 50 '3 Qluocose 5 g
h!o) 2 - ¢ Tarterio scid 4 '
KH,PO, 1 & Anmoniup tartrete § '3
!\01 05 ¢ () oHPO, 06 &
MgBO04. TH0 05 & (mg)80, - 0453
nﬁo‘.1n,o 001 g 8,003 06 g
Diatilled water 1 litre 2gCOy 04 &

Fo80,. TR0 007 &
280, T8,0 007 8

Distilled water 1.5 litre

Puede verse que el medio dev Czapek-Dox contiene, en adicion a
la glucosa, solamente sales minerales, entre las que se incluyen 0,5 grs.
de cloruro potasico por litro de medio. En 1930 se llev6 a cabo un re-
conocimiento cuantitativo en mi departamento sobre el metabolismo
del cloro de 139 especies o estirpes- de hongos, desarrolladas en el me-

. e

(*) Traduccién de A. Santos Ruiz
(**) Ver -MicroBiorLoagfa EspaforaA, Vol. II, niim. 2,
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dio de Czapek-Dox, revelandose el hecho sorprendente. de que ciertas

especies metabolizan el i6n cloro inorganico y lo convierten en cloro
no iénico (1).

Chlcrine conta'niry could msetsbolites

yetsbolite Empirical Species of Investigators
ormuis €ro-Tungus
Caldariomzycin cbﬂeozcxz Caldariomycos L.S.H.T.X.
Tunago
chioromycatin Cnglzos"zma Stroptomyces Perke ,Davis Labs
vengruelse
Ercin Cy6H8,,0.C1 Aspergillus LeS.B.T.M.
1671077 g S i
" v
Geodin €19l g0,C1,
orisecfulvin  CyqHy,0,C1 Penioillfum v
E!leo-lu[m

P. janczewskil prianm, Curtis &
Nemmd ng

Sclerotiorine °2o”n(zn°e“ ::n::intm Curtin X Reilly
. Aureozyein 32232705“2“(” E:::Et?:!v_::: Lederle tLats,

" Esta observacion, entre otras que habiamos hecho previamente,
nos condujo al aislamiento de cuatros nuevos productos metabdlicos
que eontenian cloro combinado organicamente, a saber: caldariomicina
del Caldariomyces fumago, erdina y geodina del Aspergillus terreus y
griseofulvina del Penicillium griseo-fulvum. Estos fueron seguidos por
el aislamiento en otros laboratorios de esclerotiorina del Penicillium
sclerotiorum y muy recientemente de cloromicetina y aureomicina de
dos especies diferentes de Streplomyces. Podemos ver la forma empirica
y la historia de estos siete metabolitos. Todos ellos contienen cloro no
ionico y todos, también, son sustancias cristalinas. La cloromicetina y
la aureomicina, las cuales trataremos con mas detalle después, con-
tienen nitrégeno ademés del cloro y son los nuevos antibioticos,
unicos hasta ahora, poseedores de propiedades anti-rickettsiosicas
y antivirosicas muy poderosas. La cloromicetina (2) es la sola de
este grupo que ha sido sintetizada, pero la féormula estructural esta
muy avanzada en todos ellos, excepto para la esclerotiorina y la au-
reomicina.

La geodina y la erdina estin estrechamente relacionadas una-con
otra desde el punto de vista estructural (3, 4), y gracias a las suges-
tiones del Prof. A. R. Todd y el Dr. Hassall, consideramos ahora nos-
otros a la geodina, que es Opticamente activa, como el éster pseudo-
metilico de la erdina, la cual es opticamente inactiva (5). \
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Para la griseofulvina se han propuesto dos férmulas estructurales:
la estructura original a la izquierda fué dada por nosotros (6), mientras
que la estructura de la derecha fué propuesta mas tarde por Grove

y McGowan (7). . N
e:u
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Calaariomycim - Chtovom ycetin

La caldariomicina, era, hasta fecha muy reciente, el solo metabo-
lito clorado que tenia dos 4tomos de cloro unidos al mismo atomo de
carbono (1). En la actualidad sabemos que una agrupacién similar
existe en la cloromicetina, que por hidrolisis 4cida o alcalina produce
inter alia acido dicloroacético (2). '
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La geodina y la erdina estidn estrechamente relacionadas en su
estructura por lo menos con otros tres metabolitos de hongos. Por me-
tilacion con sulfatp de metilo y'alcali el anillo de siete miembros se
abre y se forma, tanto a partir de la geodina como de la erdina, el mis-
mo acido benzoil-benzoico altamente sustituido que aparece en la parte
alta de la figura. Este compuesto puede derivarse claramente del
acido 3 -5 - 6-trimetoxiftalico, el cual se forma por oxidacién y me-
tilacion del metabolito del hongo Aspergillus ustus denominado acido
tstico (8), y también por hidroélisis y metilacién de la citromicetina
del Penicillium frequentans (9).

Ademas, por eliminaciéon de los 4tomos de cloro en el anillo de la
derecha y del grupo metoxi en posicion 6 del anillo de la izquierda, se
llega a la misma estructura basica que aparece en la solucrina, producto
metabdlico del moho Qospora sulphureaochracea, descrita por Nishika-
wa (10, 11, 12): la solucrina a su vez puede derivarse del acido 3-5-di-
hidroxiftalico producto metabélico del Penicillium brevi-compac-
ftum (13).

Una vez resefiada brevemente la historia delos hongos que poseen
productos metabdlicos con cloro, me gustaria describir con mas deta-
lle dos de ellos, la aureomicina y cloromicetina, los cuales son antibio-
ticos muy notables que parece tienen un futuro importante en la Me-
dicina clinica. ' :

En los nueve afios que han transcurrido desde que Sir Howard
Florey y sus colaboradores de la Universidad de Oxford, Inglaterra,
establecieron la importancia clinica de la penicilina, se han llevado a
cabo una enorme cantidad de trabajos, en muchos laboratorios de di-
ferentes paises, intentando aislar sustancias antibidticas a partir de
cultivos de hongos, actinomicetos y bacterias. Segiin copiamos de una
publicacién americana: «n este corto espacio de tiempo hemos presen-
ciado el mayor progreso, en el control de las infecciones graves que
afligen al hombre y animales, que ha tenido lugar en toda la historia
médica. Esta manifestaciéon no pretende disminuir la importancia fun-
damental de los descubrimientos relacionados con los metales pesados,
colorantes y sulfonamidas en Quimioterapia. Todos éstos son utiles
aun; particularmente las sulfonamidas, las cuales se han encontrado,
muy a menudo que son.de un valor excepcional cuando se utilizan aso-
ciadas con los antibidticos». Puntos culminantes de esta busqueda de
nuevos antibioticos'son la aureomicina descubierta en los Laborato-
rios Lederle, y la cloromicetina en los de Parke, Davis and Company
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AUREOMICINA

Los investigadores de los Laboratorios Lederle trataron de descu-
brir un antibiético el cual atacara, no solamente a los invasores bac-
terianos.comunes sino también a los parasitos mas evasivos y las in-
fecciones de rickettsias y las de virus. En este camino se logroé un éxito
considerable con el descubrimiento de la aureomicina la cual era activa
contra las bacterias Gram-positivas y Gram-negativas, de tal manera
que sus' cualidades complementaban las de la penicilina y también
era eficaz frente a ciertas infecciones de virus, rickettsias de la fiebre Q,
fiebre de las Montanias Rocosas, fiebre tifoidea y tifus exantematico.

La casi totalidad de la informaciéon publicada hasta ahora sobre
aureomicina esta contenida en una serie de 16 trabajos muy importan-
tes, publicados en los Anales de la Academia de Ciencias de Nueva York
(14). Estos trabajos son el resultado de una conferencia sobre aureo-
micina que tuvo la Division of Mycology de la Seccion de Biologia de
la Academia de Ciencias de Nueva York, el 21 de julio de 1948. Repre-
senta la labor de 43 investigadores, 16 de los cuales pertenecen al
cuadro cientifico de la Lederle Laboratories Divisién, de la American
Cyanamid Company, de Pearl River, Nueva York. Los restantes son
investigadores independientes bien conocidos, biélogos y médicos de la-
boratorios oficiales y Escuelas médicas de Universidad, los cuales han
trabajado con aureomicina suministrada por los citados Laboratorios
Lederle.

AUREOMYC IN
Source:~ Streptomyces aureofaciens .
Empirical Formulas- CppHpq0gNpCl (?)

Structural Formula:- Unknown.

La aureomicina, que aparece en el comercio bajo la marca de duo-
micina, es un producto metabélico de una nueva especie de Sirepto-
myces aureofaciens. El antibidtico fué denominado aureomicina a causa
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del color amarillo del actinomiceto productor y del color también
amarillo del antibiético cristalino. Es un compuesto débilmente ba-
sico que contiene a la vez nitrégeno y cloro no iénico. La base li-
bre cristalina funde a 168-169°C, y tiene un poder rotatorio, a la luz
de sodio, de 275° en solucién metanoélica. Forma un clorhidrato cris-
talino, el cual se descompone a 210° C aproximadamente, y también’
un borato por combinacién con acido bérico. Hasta ahora no se ha asig-
nado féormula empirica a la aureomicina ni hay informacién alguna
publicada sobre su constitucién quimica; sin embargo, por calcu-
los hechos a base de los datos analiticos publicados en Science
(1949, 109, p. 199), su formula empirica debe ser aproximadamente
CyHy,OgN,ClL El antibidtico se fabrica por cultivo sumergido de Sirep-
fomyces aureofaciens en caldo, en tanques, pero tampoco ha sido pu-
blicada una referencia detallada sobre las condiciones de cultivo, me-
dios de cultivo o métodos de aislamiento. .

Los estudios bacterioléogicos sobre aureomicina llevados a cabo en
la Divisién of Penicillin Conirol and Inmunology de la Food and Drug
Administration (Washington),en la Escuela de Medicina de la Johns
Hopkins University, en el Boston City Hospital y enla Escuela de Medi-
cina de la Harvard University, han establecido que la aureomicina es
activa in vilro tanto contra las bacterias Gram-positivas como las
Gram-negativas. La aureomicina se ha encontrado, con sélido funda-
‘mento, que es menos activa que la penicilina, pero mas que la estrep-
tomicina en la inhibicién de cocos, y de aproximadamente igual accion
a esta ultima contra la mayor parte de los bacilos Gram-negativos. Las
bacterias estudiadas no muestran una marcada tendencia a hacerse
aureomicin-resistentes por exposicion repetida al antibiético in vitro.
La aureomicina en su efecto, es mas bien bacterioestatica que bacteri-
cida. Parece ser mas bien inestable en solucién acuosa, aun a la tem-
peratura de la habitacién, aunque el material solido seco es estable,
y en este respecto se asemeja a la penicilina (14). .

Una vez establecido el aspecto bacteriologico de la aureomicina
se hace necesario investigar su toxicidad. Un estudio exhaustivo de
la farmacologia de la aureomicina verificado en los Laboratorios Le-
derle y en la Johns Hopkins University School of Medicine establece
que tiene toxicidad muy baja y casi sin reacciones secundarias, parti-
- cularmente en las soluciones de pH 8,5. '

Cuando se administra oralmente, los ratones toleran 1.500 mg.
por kilo y las'ratas 3.000 mg. por kilo; ratones, ratas y perros a los
que se administraron 100-200 mg. por kilo diariamente por via oral
y durante doce semanas no presentaron sintomas de toxicidad crénica.
La dosis letal (50 por 100) intravenosa de clorhidrato de aureomicina
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en ratones, es de 134 mg. por kilo, y para las ratas, 118. Los expe-
rimentos en seres humanos confirman éstos resultados, demostrandose
que, si bien es irritante por administracién parental, se tolera muy
bien, en cambio, por via oral. Se excreta rapidamente por la orina y
pueden conseguirse altas concentraciones (14).

En las infecciones experimentales con animales de laboratorio, la
aureomicina ha demostrado ser activa, en ratones infectados, contra la
Eberthella typhosa, Erysipelothrixz rhusiopathiae y el agente causal de
la erisipela del cerdo, y también en pollos infectados con los agentes
productores del colera y del tifus de las aves. Por otra parte, los inves-
tigadores de la John Hopkins University fracasaron al intentar prote-
ger a los ratones, con aureomicina administrada bucalmente, frente a
las infecciones experimentales con Pneumococcus tipo I y K. pneumo-
niae A, si bien protegia contra el Streptococcus hemolyticus bela; el doc-
tor Henry Welch y sus colaboradores de la Food and Drug Admi-
nistration (Washington) llegan a la conclusién de que «no ha sido de-
mostrada una utilidad extraordinaria de este antibi6tico contra las bac-
terias estudiadas en nuestras investigaciones animales. El mayor
porvenir de la droga esta en el tratamiento de ciertas enfermedades
producidas por virus y rickettsias» (14).

A pesar de estos hallazgos de laboratorio relativamente poco prome-
tedores, las pruebas clinicas de la aureomicina en seres humanos, afec-
tos de diversas infecciones bacterianas, han dado resultados halagiie-
nos. Es significativo que la administraciéon oral de aureomicina es el
camino preferido corrientemente, y se sugiere que el antibidtico se
absorbe prontamente y que los resultados obtenidos son uniformes y
consistentes. Asi, los investigadores de la Harvard Medical School y del
Boston City Hospital trataron 16 casos de infecciones del tracto uri-
nario todos ellos graves, y de todos, excepto uno, se sabia que tenian
la infeccion hacia més de un mes y en algunos casos, incluso afos.
Casi todos los pacientes poseian también una historia prolongada de
complicaciones y en la mayor parte de ellos se habian utilizado previa-
mente uno o méas agentes quimioterapicos o antibiéticos. La aureomi-
cina la administraron por via oral, generalmente durante sieta dias en
dosis de 0,5 grs., manana y tarde. Los investigadores concluyen que,
cuando se toman en consideracion los hallazgos bacteriolégicos y el tipo
de casos escogidos para el tratamiento, los resultados obtenidos son
favorables y pueden compararse o son posiblemente superiores a los
logrados con el uso de estreptomicina en casos similares. En contraste
con la estreptomicina, no hubo evidencia de desarrollo de resistencia
bacteriana frente a la aureomicina in vivo. Estos resultados fueron con-
firmados por los investigadores de la John Hopkins School of Medicine



222 7 HaroLp RAISTRICK

quienes trataron ocho casos de infecciones créonicas de las vias urina-
rias, que no habian respondido a la terapettica con penicilina, estrep-
tomicina o sulfamidas, y en las que los organismosidentificados fueron
el B. coli-aerogenes, B. para-colon 'y Streplococcus fecalis. Todos los casos
mejoraron rapidamente con la aureomicina. Como era de esperar, de los
resultados obtenidos in vifro, las infecciones con Profeus vulgaris y
Pseudomonas aeruginosa no se benefician con la aureomicina. A. E. Bra-
ley y M. Sanders, del Departamento de Oftalmologia del colegio de
Médicos y Cirujanos de la Universidad de Columbia, de Nueva York,
"indican resultados favorables con borato de aureomicina, usado local-
mente, y clorhidrato de aureomicina, administrado intramuscularmente,
en doscientos enfermos con una amplia variaciéon de diferentes infec-
ciones oculares, y encuentran que el antibidético posee efecto contra
alguno de los cocos Gram-positivos y varios bacilos Gram negativos.

Finalmente, los casos de brucelosis aguda parece remitir pronta-
mente con el tratamiento de aureomicina. Schoenbach refiere tres casos
~de infeccion de Brucella suis: en dos de estos casos la remision bacte-

riologica y clinica fué obtenida en un intervalo de setenta y dos horas
El tercer caso, el cual no habia respondido previamente a la terapeutica
con sulfamidas y estreptomicina y que habia recaido después del tra-
tamiento con polimixina, se hizo asintoméatico a posteriori del tratn-
miento con la aureomicina por las vias oral e intramuscular. Spink con-
cluye que la administracion oral de aureomicina, en enfermos con bruce-
losis aguda y cronica debida al Brucella melitensis, lleva a resultados te-
rapetiticos inmediatos y 'superiores alos obtenidos con otra terapeutica
especifica, incluso la combinacion de sulfadiazina y estreptomicina.

La importancia suprema de la aureomicina radica, por tanto, en

sus efectos sobre ciertas rickettsias y virus, ya que, aparte de la clo-
romicetina, de la cual trataré seg uidamente, es el unico entre los anti-
bidticos que posee éstas deseables propiedades. S. C. Wong y H. R. Cox,
de los Laboratorios Lederle, han demostrado que aunque no,tiene apa-
‘'rente actividad in vitro, posee una marcada actividad terapeutica con-
tra los virus del grupo de las psittacosis-linfogranuloma y rickettsias
de la fiebre de las Montanias Rocosas, fiebre tifoidea, tifus exantemé-
tico, y grupos de la fiebre Q, en embrion de huevo de gallina, ratones
y cobayos. Por otra parte, fracasaron al intentar demostrar su activi-
dad terapettica contra otras diversas infecciones producidas por
virus, especialmenté la estirpe B de la influenza, destemplanza canina
y la estirpe «MEF-1» de la poliomielitis. Los investigadores del Labo-
ratorio de investigacion de rickettsias, de la Universidad de Texas,
seiialan resultados favorables en el tratamiento de cobayos afectados
de fiebre de las Montafias Rocosas y tifus epidémico.
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Las pruebas clinicas de aureomicina en pacientes humanos, afectos
de un cierto numero de tipos diversos de infecciones producidas por
rickettsias o virus, han dado lugar a resultados muy prometedores. En
las fiebres de las Montanas Rocosas (tipo Este), enfermedad producida
por la Rickettsia rickettsii, siendo el vector la garrapata comun, un grupo
de investigadores del los Departamentos Médicos de la John Hopkins
University y de la George Washington University consiguieron curas
completamente teatrales en un total de 21 casos, tratados con aureo-
micina por via oral. El tratamiento se empez6 entre el segundo a oc-
tavo dia de la enfermedad (media, 4,5 dias) yla temperatura normal y
la curacién clinica se logré en un periodo de tiempo entre 36 y 72 ho-
ras después de iniciada la terapeutica (media de 2,3 dias). No se pro-
dujeron complicaciones ni fallecimientos. La aureomicina se toleré bien
en dosis diarias hasta de 30 mg. por kilo de peso. (14).

La fiebre Q es una enfermedad infecciosa aguda de tipo rickettsial
producida por el C. burnefti y predomina especialmente en la costa
oeste de los Estados Unidos y el Canad4. Quince enfermos de fiebre Q
fueron tratados con aureomicina oral en dosis diarias que oscilaban
entre dos y cinco gramos, por un grupo de investigadores californianos.
En catorce pacientes la mejoria se produjo con relativa prontitud des-
pués del comienzo de la terapetitica y los investigadores concluyen que
el tratamineto con aureomicina por via oral ofrece una promesa con-
siderable en el tratamiento de ésta afeccion (14).

Los investigadores del Hospital de Harlem y de la Universidad de
Columbia, de Nueva York, trataron un total de treinta y cinco_casos
de linfogranuloma venéreo con aureomicina, generalmente por inyec-
cion intramuscular, y deducen de los excelentes resultados por ellos
obtenidos, que este antibidtico es el tratamiento de elecciéon en esta in-
feccion de virus, juntamente con la cirugia, cuando las condiciones lo
requieran. También' hallaron que las lesiones ulcerativas en tres pa-
cientes con granuloma inguinal bien probado, sanaban con el uso de
aureomicina (14).

Cuatro casos de neumonia primaria atipica, la cual algunas autori-
dades cientificas creen que es debida a una infeccién por virus, fueron
tratados por los investigadores en la John Hopkins University. Todos
ellos respondieron bien a la aureomicina oral con rapida mejoria al
cabo de 36 a 48 horas y con una convalecencia sin complicaciones (14).

La revista americana Science, del 10 de junio de 1949 (15), refiere
un efecto curativo enteramente nuevo e inesperado con aureomicina.
Ciertos investigadores del Colegio de Medicina de la Universidad de
Tennessee observaron en diversos casos de otras infecciones tratadas
con aureomicina oral, una alteracion en la consistencia de las heces y



224 HaroLp RAISTRICK

una reduccion de la flora bacteriana fecal que les decidié a investigar
el uso de este antibiotico en las amebiasis o infecciones humanas por
el protozoo parasito Endamoeba histolytica. Trataron satisfactoriamente
un total de 14 casos, tres de los cuales los refieren con detalle, sin rea-
pariciéon de los sintomas.

CLOROMICETINA

La cloromicetina, que aparece en el comercio bajo el nombre re-
gistrado de cloramphenicol, fué descubierta, en 1947, independiente-
mente, y de manera casi simultanea, por un grupo de investigadores en
la Universidad de Illinois, U. S. A. (16), y por los cientificos.de los Labo-
ratorios de Investigaciéon Parke Davis Co., Detroit, Michigan, U. S. A.
(17, 18). Los investigadores de Parke Davis ha llevado a cabo su
fabricaciéon, y en colaboracion con las autoridades médicas han esta-
blecido su empleo en medicina clinica. La cloromicetina es un produc-
to metabolico de una nueva especie de Streplomyces, el Sireptomyces
Venezuelae, aislada por Dr. Paul Burkholder, de la Universidad de
Yale, partiendo de tierra originaria de cerca de Caracas (Venezuela)
(19) y esta presente en el filtrado de los cultivos, sumergidos airea-

" dos, de éste microorganismo. '

CELOROMYCETIN

. e
Source s~ Streptomyces veneguelae

Empirical Forpulai— 0113120532C12

Structural Formule:-

o-oi——umz

H NH
I
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La cloromicetina fué aislada de estos filtrados de cultivo por extrac-
cién con disolvente adecuadoy se obtuvo finalmente en forma pura

en agujas incoloras o en placas de punto de fusién 149,7-150, 7¢ C.
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Su férmula empirica es Cy;H;,CLN,0;, estando presente el cloro en
forma no iénica. Forma un derivado di-o-acetil. En la hidrdlisis se
rompe en una molécula de acido dicloroacético y en otra, de una
base 6pticamente activa, CgH;,N,0,. De los dos 4tomos de nitrégeno
presentes en esta base, uno estd en forma de un grupo amino primario
y el segundo, como grupo nitro aromatico (2); asi, la cloromicetina
es el primer compuesto natural que contiene un grupo nitrobenceno,
hecho en si mismo casi tan importante como sus propiedades clinicas
y antibioticas. La degradacién de la base opticamente activa origina
formaldehido, amoniaco y p-nitrobenzaldehido indicando un p-nitro-
fenil-aminopropanodiol sustituido. Estos y otros hechos establecen la-
estructura de la cloromicetina que ha sido confirmada por sintesis.
Puede verse que contiene dos 4tomos de carbono asimétricos, habiendo
asi cuatro posibles isémeros 6pticos, de los cuales, el que corresponde
a la férmula proyectada D—(—) treo-1-p-nitrofenil-2-dicloroaceta-
mida-propano-1-3-diol se ha demostrado que es idéntico en todas sus
propiedades fisicas, quimicas y biolégicas con la cloromicetina produ--
cida por fermentacién (2). Los otros tres isémeros son esencialmente
inactivos en el ensayo biolégico. Segiin me ha informado la Casa Parke
Davis, la cloromicetina fabricada por sintesis quimica es mas barata
que la obtenida por fermentacion; es por tanto el primero y hasta el
presente el unico antibiético de importancia clinica, que estd siendo
elaborado por métodos puramente quimicos.

Los ensayos bacteriologicos in vitro establecieron (20) que la clo-
romicetina muestra, considerablemente, mas actividad en cultivos en
caldo frente a varios organismos Gram-negativos que frente a los
Gram-positivos y a las especies acido-resistentes. Es de 7 a 36 veces
méas activa que la penicilina frente a las especies Gram—negétivas ensa-
yadas, incluyendo el Salmonella thyphosa, pero lo es mucho menos
frente al Staphycoloccus aureus; comparada con la estreptomicina tiene
aproximadamente una décima parte de actividad frente a las clases
sensibles a este ultimo antibiotico del Mycobacterium tuberculosis. Pa-
rece que posee solo un efecto pequefio sobre los protozoos incluyendo
la Endamoeba histolytica.

Los estudios sobre la intolerancia en ratones blancos indican que
la dosis méaxima de cloromicetina tolerada por administracion oral es
de 200 mg. por kilo y la dosis letal (50 por 100), de 245 mg. por
kilo (20). Los perros que recibieron cloromicetina intramuscular en
dosis de 72 a 88 mg. por kilo, por dia y dosis por via oral, de 143 mili-
gramos también por kilo diariamente, toleraron bien el antibidtico y
no présentaron sintomas desfavorables (20). No se observaron ni sin-
tomas ni signos de efectos toéxicos, atribuibles a la cloromicetina, en -
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tres médicos (estadé normal) que se ofrecieron voluntarios, ni durante
el tratamiento ni después, cuando se les administré cloromicetina por
via oral en dosis inicial de 1 gr. seguida de 0,2 grs. cada cuatro horas
(excepto 4 a. m.) durante diez dias (23). Parece ser que la cloromice-
tina se elimina rapidamente por la orina. '
En las infecciones experimentales en animales de laboratorio, la
cloromicetina es eficaz en los ratones infectados con Vibrio comma y
Hemophilus pertussis. Se ha visto también que es muy activa en los
ensayos sobre los embriones de pollo y sobre los ratones infectados ex-
perimentalmente con diversas rickettsias y virus incluyendo la rickefi-
sia pozx, el virus de la psittacosis y el lymphogranuloma venereum (20,21).

TRATAMIENTO DE LAS INFECCIONES BACTERIANAS
Los ensayos clinicos de la cloromicetina en enfermos humanos han
dado resultados prometedores, no sélo en las enfermedades originédas
por las bacterias Gram-positivas y Gram-negativas, sino también en
aquellas en las que los agentes causales son rickettsias. Estos hallazgos
clinicos los referimos a continuacion al tratar de las diferentes enfer-
medades.

.

1. GONORREA

Los investigadores clinicos americanos en Kuala Lumpur, en Ma-
laya, han tratado con éxito 32 casos de uretritis gonorreicas por el
simple procedimiento de dar a cada enfermo una dosis de 4 grs. Fué

tan eficaz este tratamiento, que dos dias mas tarde habia desapare-

cido todo sintoma de infecciéon (23). Parece, por tanto, que la cloromi-
cetina puede ser un serio competidor de la penicilina.

2. FIEBRE ONDULANTE

Han sido tratados con cloromicetina seis enfermos con fiebre on-
dulante activa (brucelosis), cinco, con cultivos en sangre positivos. La
duraciéon media de la fiebre después de la administraciéon del antibié-
tico fué de dos a cuatro dias. La droga se administré durante un pe-
riodo de ocho dias v medio, y la dosis media total por enfermo fueron

17,5 grs. La dosis recomendada en el tratamiento de esta enfermedad-
dependiendo de la experiencia anterior, lo mismo que en los casos adi-:-

&
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cionales, fué la administracién inicial, por via oral, de 60 mgrs. por
kilo de peso; y 0,25 grs. cada tres horas después, durante siete dias
por lo menos, de temperatura normal.

3. INFECCIONES URINARIAS BACILARES

El efecto de la cloromicetina sobre las infecciones bacilares del apa-
rato urinario ha sido estudiada en una cantidad limitada. En vista del
efecto favorable de la cloromicetina sobre el grupo de organismos del
colon, démostrado en el laboratorio, la droga fué logicamente elegida
para el ensayo clinico. En una serie de 25 enfermos que mostraban
varios tipos de infeccién, se ha visto que la orina quedé libre de bacte-
rias de uno a tres dias, cuando se di6 oralmente una dosis de 2 a 3 gra-
mos diarios (en 2 a 4 tomas). La duraciéon del tratamiento fué varia-
ble puesto que la causa fundamental de la infeccion siempre puede
ser descubierta o eliminada. Hay que hacer notar sin embargo, que
las infecciones debidas al Escherichia coli, Aerobacter aerogenes, Pseu-
domonas aéruginosa, Klebsiella, Salmonella schottmelleri y Bacillus
proteus vulgaris respondieron al tratamiento con cloromicetina en esta
serie de enfermos. La administracién de cloromicetina se debe conti-
nuar con 0,25 grs. 3 a 4 veces diariamente, durante cinco a siete dias
después que la orina esté libre del principal invasor o hasta que los
procedimientos de operacion hayan asegurado la localizaciéon del foco.

4. FIEBRE TIFOIDEA

Las investigaciones en Kuala Lumpur sobre la fiebre de los rios
japoneses a la que nos referiremos més tarde, representan una oportu-
nidad para ensayar la eficacia de la cloromicetina en el tratamiento
del tipo agudo de la fiebre tifoidea que se presenta frecuentemente en
aquel lugar. Se seleccionaron 10 casos para el tratamiento, sirviendo
como controles no tratados 8 casos. El diagnéstico se confirmé porlos
cultivos, ‘encontrandolos positivos para el Salmonella typhosa antes de
comenzar con la terapeutica de la cloromicetina. El antibidtico se ad-

- ministré por via oral en una dosis de 50 mg. por kilo de peso, seguido
de 0,25 grs. cada dos horas antes de que la temperatura vuelva a la
normalidad y luego se repitié la misma dosis en intervalos de tres a
cuatro horas durante los cinco dias siguientes. La dosis total adminis-
trada fué 19,1 grs. por enfermo en un periodo de 8,1 dias (valores medios).
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No se ha demostrado toxicidad clinicamente. Resumiendo, se puede
decir que la mejora del estado general y la disminucion de la toxicidad
generalmente se notan después de veinticuatro horas de comenzado el
tratamiento. La temperatura desciende a la normal a los cuatro dias
Yy, aunque a veces ocurren recaidas, responden prontamente a una
segunda administraciéon de la droga (24, 25, 26).

TRATAMIENTO DE LAS INFECCIONES DE RICKETTSIAS
Y VIRUS

1. FIEBRE DE LOS RiosS JAPONESES 0 KEDANI

La fiebre de los rios japoneses es un tifus causado por una rickett-
sia, transportada por un acaro, designada como Rickettsia tsulsuga-
mushi o como Rickelisia orientalis. Durante la reciente guerra japo-
nesa esta enfermedad originé 25.000 casos entre ingleses y america-
nos, y al final de la guerra no se habia encontrado un tratamiento
eficaz. En marzo de 1948 una Unidad de la Investigaciéon de la Arma-
da Norteamericana, en colaboraciéon con el Instituto de Investigacion
Médica en Kuala Lumpur, Malaya, investigé las posibilidades de em-
plear cloromicetina para su tratamiento obteniendo resultados verda-
deramente teatrales (23, 27). Actualmente se han tratado 90 casos,
todos con éxito, administrandose la cloromicetina por via oral en ta-
bletas o capsulas. Puesto que en los casos no tratados la muerte puede
presentarse del dia veinte de la fiebre en adelante, se comprendera la
importancia de un diagnéstico rapido. Sin embargo, algunos de los pri-
meros cuarenta casos se trataron al octavo dia, y un caso notable,
el 31, al noveno dia. En los casos tratados las temperaturas han alcan-
zado la normalidad dos dias después de comenzar el tratamiento, des-
- apareciendo la toxicidad y comenzando la convalecencia. Esto est4 en
tan marcado contraste con la conocida gravedad de la enfermedad en
los casos no tratados, especialmente a los quince dias (o mas) de la
fiebre, con la toxicidad aguda y la posibilidad de graves complicacio-
nes que afectan a los pulmones y al sistema nervioso, que se puede com-
prender la indicacién hecha por uno de los investigadores en una carta
a un colega mio: «Se puede dar pocas veces una prueba tan clara y
teatral de un éxito como el que nosotros hemos tenido en la terapeu-
tica de esta enfermedad, particularmente rebelde».

La cloromicetina empleada en el tratamiente de los casos prima-
rios fué producida por fermentacién, pero se obtuvieron iguales resul-
tados satisfactorios méas tarde empleando la cloromicetina sintética (28).
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2. TIiFUsS EXANTEMATICO

El primer ensayo clinico de la cloromicetina sobre el tifus exante-
mético se llevé a cabo en 22 casos que se presentaron en una epidemia
de esta enfermedad en el Departamento de La Paz, Bolivia, durante
el afio 1947 (29, 30). Cincuenta casos no tratados de tifus, de los que
murieron 14, sirvieron como controles. Los resultados obtenidos confir-
man los encontrados previamente en los animales de experimentacion.
El efecto favorable del tratamiento con cloromicetina aparece rapida-
mente y por lo general se presenta la convalecencia después de tres dias.
Todos tuvieron una mejoria rapida y se les sometié a una dosis.adecua-
da durante varios meses. Ninguno presento recaida en la enfermedad.
No se obseryaron reacciones toxicas ni signos de intolerancia en esta
serie, y el cuadro hematico no vari6 fuera de los limites del error para
la determinacién del campo. Se empleé tanto la administracion por via
oral como la intravenosa. En una segunda serie de ensayos llevados a
cabo en 1948 fueron tratados cinco enfermos con éxito, tres de ellos
fueron adultos en los que el agente etioldgico fué el Ricketfsia prowa-
zeki, y dos de ellos nifios (31). Los hallazgos serolégicos permitieron
identificar previamente una fiebre epidémica en un nifio (R. prowa-
zeki) y en el otro endémica o murina (R. mooseri). Se hicieron los en-
sayos de Weil-Felix, los de fijacion del complemento especifico y de
aglutinacion durante las series. Fundandose en ésto y en la experien-
cia subsiguiente se recomienda que la dosis inicial sea aproximada-
mente 60 mgrs., por kilo de peso, seguida de 0,25 grs. cada tres horas
hasta que el enfermo no tenga fiebre. Los jovenes pueden necesitar
cantidades algo mas altas que las determinadas por la relacién propor-
cional peso dosis.

i

3. FIEBRE PURPUREA DE LAS MONTANAS Rocosas .

Esta rickettsiosis se presenta en dos formas. En las Monta-
fas Rocosas, en el Oeste de los Estados Unidos, es el agente trans-
misor corriente el Deérmacentor andersoni. La forma del Este es endé-
mica en Maryland donde el agente transmisor es el Dermacentor varia-
bilis. E1 Demaceniroxenus rickellsi es el agente causal en ambos tipos.
Se trataron quince enfermos que sufrian de la fiebre de las montafias
rocosas, tipo del Este, confirmada por los métodos diagnosticos de
laboratorio (32). La dosis inicial de cloromicetina fué grande, 75 mili-
gramos por kilo de peso, administrandose por via oral en dos o tres

*
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veces con una hora de intervalo. Después, cada tres horas por el dia
y la noche se les di6 0,25 grs. en diez casos, que comprendian nifios
menores de diez y seis afios. A los enfermos mas viejos se les adminis-
tré 0,5 grs. Se curé la fiebre caracteristica de esta enfermedad y las tem-
peraturas bajaron a lo normal en un periodo medio de 2,2 dias después
de comenzar el tratamiento. No hubo recaida cuando el tratamiento
fué discontinuo después de veinticuatro horas de temperatura normal.
En estos enfermys no se presentd toxicidad o muy pequeia. El unico
caso de vomito que apareci6 fué persistente y se sospecha que fué mas
bien de origen psicosomatico. No hubo tampoco diarrea, ictericia ni
albuminuria importante.

4. NEUMON{A ATIPICA PRIMARIA

Algunos autores creen que la neumonia atipica primaria es origi-
nada por un virus, aunque esta opinién no es universalmente aceptada.
El empleo con éxito de la cloromicetina en unos pocos casos de neumo-
nia atipica primaria indica que puede tener una accion terapettica fa-
vorable en esta enfermedad. La dosis de ensayo fué 0,5 grs., cada dos
o tres horas, hasta 3 grs. dados por via oral y luego 0,5 grs. cuatro ve-
ces diarias. La temperatura se normaliza de 36 a 48 horas. El trata-
miento tiene que continuarse probablemente de tres a cinco dias des-
pués del periodo febril para evitar la recaida.

Aunque pueda parecer imprudente he intentado fijar la importan-
cia futura de la aureomicina y cloromicetina en relacion a los otros
dos antibioticos de importancia clinica probada, es decir, penicilina y
estreptomicina. Al hacerlo se debe recordar que la cloromicetina tiene
sobre los otros antibioticos la ventaja enorme de poder producirse por
sintesis quimica, rapida’y economicamente. Debido a este hecho y tam-
bién porque, a diferencia de la penicilina, se administra de manera pre-
ferente por via oral, la posicién suprema que la penicilina habia tenido
en el tratamiento de las infecciones bacterianas parece que se tamba-
lea. Este desplazamiento no es probablemente tan serio en lo que se
relaciona con muchas infecciones estreptococicas y estafilococicas pero
silo es respecto a otras, tales como la gonorrea. En el tratamiento de mu-
chas infecciones Gram-negativas, particularmente en las infecciones del
aparato urinario y en la fiebre tifoidea, ambas, la cloromicetina y
aureomicina, pueden desplazar a la estreptomicina aunque nada mas
sea por la razén de que las bacterias no se hacen resistentes a ellas
in vivo, como a menudo lo hacen a la estreptomicina. Por otra parte,
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ni la aureomicina ni la cloromicetina parece que ofrecen esperanza
alguna para el tratamiento de la tuberculosis. En el tratamiento de
las infecciones de rickettsias y virus, en las que la penicilina y la es-
treptomicina son completamente ineficaces, la aureomicina y cloromi-
cetina ofrecen esperanzas innegables frente a la ineficacia de los
agentes quimioterapicos. Si la cloromicetina y aureomicina son opues-
tas o se complementan una con otra, solamente lo puede decir el futu-
ro, pero parece ser que las ventajas estan a favor de la cloromicetina
ya que la aureomicina tiene una férmula mucho méas compleja quimi-
camente y, por tanto, tendra mas dificultades y serd méas costosa su
produccion por sintesis quimica.
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Instituto Oswaldo Cruz, Manguinhos. Caixa Postal, 926. Rio de Ja-
neiro, Brasil.

En el IV Congreso Internacional de Microbiologia, de Copenhague,
fué aceptada la invitacion hecha por la Delegaciéon del Brasil a la Aso-
ciacion Internacional de Microbitlogos para que ésta celebrase en Rio
de Janeiro el V Congreso Internacional de la especialidad. Trazadas
ya las lineas generales del Congreso, transcribimos a continuaciéon el
Reglamento provisional del mismo y el programa de trabajo de las
Secciones (*). :

REGLAMENTO PROVISIONAL

1. El Congreso sera inaugurado el jueves 17 de agosto de 1950,
teniendo lugar la clausura, el jueves siguiente, 24 de agosto.

"7(™ Un avance de este programa ha sido dado en el n.c 1, vol. II de Micro-
BIOLOGIA EspANOLA. '
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2. La Secretaria funcionard, hasta la inauguraciéon del Congreso,
en el «Instituto Oswaldo Cruz, Caixa Postal, 926, Rio de Janeiro,
Brasil». )

3. Todas las personas interesadas por la Microbiologia podran
inscribirse como Miembros del Congreso, mediante el abono de una
cuota de 10 délares o de 200 cruzeiros.

4. Los familiares o colaboradores de los Miembros del Congreso
podran inscribirse como adheridos al Congreso, mediante el pago de
una cuota de 5 ddlares o de 100 cruzeiros.

5. Los miembros de los Comités y S‘uf)comités del Congreso, los
delegados del Gobierno o instituciones cientificas, asi como sus familia-
res y colaboradores que les acompaiien, no tendran que pagar cuota
alguna. ,

6. Las tarjetas de inscripcion de Miembros y de Adheridos, asi
como los Boletines del Congreso, seran remitidos o enviados a las per-
sonas inscritas, tan pronto como se haya recibido el importe de su cuota. .

7. Habra dos Sesiones plenarias, la de apertura, el 17 de agosto,
y la de clausura, el 24 de agosto. En el curso de estas Sesiones haran
uso de la palabra solamente las personas designadas por el Comité
Organizador o por el Comité Internacional Permanente de Organiza-
cién del Congreso. .

8. Se celebraran todos los dias sesiones ordinarias de Secciones,.
de comités y, si hubiera lugar, otras reuniones que el Comité organi-
zador o el Comité Internacional Permanente para la Organizacion del
Congreso decidieran celebrar.

9. Durante el Congreso tendra lugar un programa de conferen-
cias, visitas y excursiones.

10. No regira idioma oficial, siendo publicados los trabajos den-
tro de los posible, en el idioma original, con resimenes en portugués,
francés, inglés y alemaéan.

11. Los trabajos presentados a las sesiones de las Secciones, no
deberan sobrepasar las mil palabras o, poco mis o menos, dos paginas
impresas. Los resumenes de estos trabajos deberan enviarse al Secre-
tario general antes del 31 de mayo.

12. Los oradores dispondran de quince minutos para lalectura de
las comunicaciones y de cinco minutos para la discusién o contesta-
cion.
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3.2 Seccion
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SECCIONES 'Y TEMAS
Microbiologia general.

José de Moura Moniz. ‘
Rua D. Mariana, 219, Botafogo.—Rio de Janei-
ro. D. F. '

1.—Morfologia de los microorganismos. Citologia
y microscopia electréonica de los microorga-
nismos. :

2.—Quimica y fisiologia de los microorganismos.
Factores de crecimiento.

3.—Variacion, mutaciéon y genética de los micro-
organismos. .

4.—Antibiéticos y agentes quimioterapeuticos:
su mecanismo de accion.

5.—Microorganismos libres.

Bacteriologia médica y veterinaria.
Bacteriologia médica.

Luiz Salles Gémez.
Instituto Adolpho Lutz. Avenida Dr. Arnaldo.
Sao Paulo,—Estado de Sao Paulo.

Bacteriologia veterinaria.

Adolfo Martins Penha. o
Instituto Biologico de Defesa Agricola e Ani-
mal, Av. Rodrigues Alves, S. Paulo.—Estado de
Sao Paulo.

1.—Bacterias pidgenas. Mastitis.

2.—C(lasificacién de micobacterias.

Tuberculosis. BCG. Lepra. '

3.—Brucelosis.

4.—Salmonelosis.

5.—Anaerobios patogenos.

6.—Espiroquetas. Treponemas: sifilis, pian, ca-
ratés (pinta). Borrelias. Leptospiras.

Virus y enfermedades virosicas.
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José Guilherme Lacorte.
Instituto Oswaldo Cruz, Caixa Postal, 926, Rio
de Janeiro.—D. F.

'1.—Virus neuroétropos.

2.—Gripe y otras enfermedades virosicas del apa-
rato respiratorio. .

3.—Fiebre amarilla.

4.—Virus aftosos.

5.—Virus vegetales.

6.—Bacteriéfagos.

Rickettsias y rickettsiosis.

Octavio Coelho de Magalhaes.

Fac. de Medicina Universidade de Minas Gerais,
R. do Chumbo, 570, B. Horizonte.—Minas Ge-
rais.

1.—Rickettsiosis humanas y animales.
- . . ~

2.—Vectores de las rickettsiosis.

3.—Vacunacioén contra las rickettsiosis.

Micologia humana y velerinaria.

A. E. de Aréa Ledo.

Instituto Oswaldo Cruz, Caixa Postal, 926.—Rio
de Janeiro-D. F.

1.—Micosis pulmonares.
2.—Linfogranulomatosis blastomycoides.
3.—Alergia en las micosis.

Protozoologia médica y veterinaria.

Julio Muniz.
Instituto Oswaldo Cruz, Caixa Postal, 926.—Rio
de Janeiro. D. F.

1.——Tripanosomiasis. Enfermedad de Chagas.
2.—Amebiasis.

3.—Leishmaniosis.

4.—Plasmodiums. Ciclo exo-eritrocitico.
5.—Piroplasmosis.
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1.2 Sub-Seccién

Organizador

2.2 Subseccion

Organizador
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Enfermedades microbianas de las plantas.

Agesilau Bittancourt. =
Instituto Bioldgico de Defesa Agricola e .Animal,
Caixa Postal, 2.821, S. Paulo.-Estado de S. Paulo.

1.—Tumores bacterianos.

2.—Simbiontes y parasitos de las raices.

3.—Microorganismos que atacan a la madera.

4.—Enfermedades de las plantas cultivadas en
los paises calidos.

5.—Inmunidad en las plantas.

Microbiologia del agua, de las alcantarillas y del
suelo.

Microbiologia del agua y las alcantarillas.

Lucas Assumpcio.
Faculdade de Higiene e Saude Publica, Avenida
Dr. Arnaldo, S. Paulo.—Estado de S. Paulo.

1.—Bacterias del grupo coli-aerogenes.
2.—Purificacién y depuracién de aguas.

Microbiologia del suelo.

Alvaro Barcelos Fagundes.
Instituto de Pesquisas Agrondmicas, Estrada
Rio-Sao Paulo, Km. 47-Est. do Rio de Janeiro

1.—Microorganismos del suelo.

2.—Fijacion del nitrégeno.

3.—Factores que influyen sobre la poblacién mi-
crobiana del suelo. - '

Micrbbiologia industrial.

Oswaldo Cruz, Filho.
Instituto Oswaldo Cruz, Caixa Postal, 926.—Rio
de Janeiro. D. F: *

1.—Intoxicaciones alimenticias de origen micro-
biano.
2.—Microbiologia de los productos lacteos.
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3.—Digestion de la celulosa.

4.—Utilizacién de los microorganismos en la nu-
tricién del hombre y de los animales.

5.—Produccion de substancias quimicas por fer-
mentacion.

Resistencia y alergia.

Otto Bier.
Instituto Biolégico de Defesa Agricola e Animal,
Caixa Postal, 2.821, S. Paulo.—Est. de S. Paulo.

1.—Mecanismo de lainfeccion y de la inmunidad.

2.—Resistencia inespecifica.

3.—Estudios fisicos y quimicos sobre los antige-
nos y los anticuerpos.

4.—Reacciéon antigeno-anticuerpo.

5.—Hipersensibilidad celular.

Clasificaciéon y nomenclatura de los microorga-
nismos.

Clasificacién y nomenclatura de los virus.

Clasificacién y nomenclatura de las bacterias.

Clasificacién y nomenclatura de los hongos.

Clasificacién y nomenclatura de los protozoarios.

Pueden ser presentados al Congreso, asimismo, trabajos sobre te-
mas microbiolégicos no incluidos. en este programa.



240

INFORMACION

VII CONGRESO INTERNACIONAL DE 'BOTANICA

Estocolmo 12 - 20 de julio de 1950.

A continuacion damos las quince Secciones de que constara este
Congreso, y el temario de aquellas que consideramos de interés para
nuestros lectores.

AGR
. CYT
EXE
EXT
FOB
GEN
MOR
MYC
NOM
PB

- PHG

PHP

PHYS
"TCR

TPH

AGR

SECCIONES

Botanica Agricola.
Citologia.

Ecologia experimental.
Taxonomia experimental.
Botanica forestal.

Genética.

Morfologia y Anatomia.
Micologia y Bacteriologia.
Nomenclatura.
Paleobotéanica.
Fitogeografia (con Ecologia comparada).
Fitopatologia.

Fisiologia vegetal.
Taxonomia (Criptégramas.)
Taxonomia (Fanerogamas).

1) Problemas Microbiologicos.

2) Oligoelementos.

3) Origen y evolucién de las plantas cultivadas, centros ge-
néticos, diferenciacion y sintesis.—Reunién conjunta
con CYT, EXT y GEN.

4) Biologia/ de las malas hierbas y lucha contra ellas.

5) Biologia de las flores en las leguminosas.

6) Problemas generales de los virus.—Reuniéon conjunta
con PHP. )

7) Problemas de resistencia desde el punto de vista gené-
tico y fitopatologico.—Temas generales.—Reunion
conjunta con PHP.

8) ' Inmunidad y resistencia producidas por reacciones de
hipersensibilidad.—Reunién conjunta con PHP.

9) Sesiones libres.
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Estructura y comportamiento de los cromosomas en la
mitosis y meiosis.

Poliploidia inducida y natural.—Reuniéon conjunta
con EXT, GEN y TPH.

Diferencias inducidas y esponténeas en la estructura
los cromosomas.—Reunién conjunta con GEN.
Citologia de los organismos inferiores, protistos, algas,

hongos.

-Influencias experimentales sobre mitosis y crosomas.

Problemas de la mutacion.—Reunién conjunta con GEN.

Citoplasma, plastidios, condriosomas.

Origen y evolucién de las plantas cultivadas, centros ge-
néticos, diferenciacion y sintesis.—Reunion conjunta
con AGR, EXT y GEN.

Las unidades taxomoénicas en relacion con la Citogené-
tica y Genecologia.—Reunion conjunta con EXT,
GEN, TPH.

Sesiones libres. ,

Exhibicién de preparaciones microcopicas. Quienes
piensen efectuar exhibiciones deben indicar al Se-
cretario general, antes del 1.°. de mayo de 1950, el
nimero de microscopios que precisen.

Problemas de repoblacion forestal.

Micorrizas y fenémenos relacionados.—Reuniéon conjun-
ta con MYC.

Problemas de ecologia forestal.—Reuniéon conjunta
con EXE.

Tipos forestales.—Reunién conjunta con EXE.

Ataques por hongos a especies forestales.—Reunién con-
junta con PHP.

Los hongos de la putrefacciéon y danos que producen.

Problemas de la Genética forestal.—Reunion conjunta
con GEN.

El problema del origen.

Significacién de las vitaminas y sustancias analogas, para
los hongos. '

Antibioticos.

Genética de hongos.—Reunién conjunta con GEN.

Filogenia y sistematica de los Basidiomicetos.—Reunion
conjunta con TCR.
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Micorrizas y fen6menos relacionados.—Reunién conjunta
con FOB.
Sesiones libres.

Problemas de resistencia desde el punto de vista gené-
tico y fitopatolégico. — Temas generales. — Reuni6n
conjunta con AGR.

Inmunidad y resistencia originadas por reacciones de
hipersensibilidad.— Reunién conjunta con AGR.
Adaptacion de los fitopatogenos a las distintas plantas

huéspedes.

Problemas. generales de los virus.—Reunién conjunta
con AGR.

Virio-serologia y transmisién de virus.

Factores que afectan a las enfermedades epifiticas.

La enfermedad epifitica en la Zostera marina.

Ataques por hongos a especies forestales.—Reuni6én con-
junta con FOB.

Sesiones libres.

La fisiologia del protoplasma. Absorcion y migracion de
sales y agua. -

Fotosintesis y procesos relacionados.

Respiracion y fermentacion.

Procesos de crecimiento.

Paralelamente a este programa, hay otro de excursiones, ya tra-
zado en principio. Para toda clase de informes, dirigirse al Secretario
general, Dr. Ewert Aberg, Uppsala, 7. Suecia.
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ACTAS DE LA SOCIEDAD

MADRID

ACTA DE LA SESION CELEBRADA EL DIA 10 DE OCTUBRE
DE 1949

Bajo la presidencia de D. Juan Marcilla, se celebr6 la reunién de
la Seccion de Madrid, de esta Sociedad, a las veinte horas del dia 10 de
octubre de 1949, en el local del Consejo Superior de Investigaciones
Cientificas, sito en Medinaceli, 4

Se lee el acta de la Sesién anterior, que es aprobada. Secomunica
a los socios la nota de los acuerdos tomados por la Directiva en la
reunion celebrada por la misma, una hora antes, que son ratificados
por unanimidad. Son admitidos como Socios, el Instituto Provincial de
Sanidad de Pontevedra y D. Toméas Harguindey, .Director de la Esta-
cién Sanitaria del Puerto de Vigo, presentados ambos por D. Juan M.
Remis y D. Ricardo Salaya.

El Secretario leyo el texto de un trabajo del P. Palacms de Borao,
sobre estructuras observadas en rhizobium mediante el microscopio
electronico. Como no figuraban las fotografias originales, se acordo
aplazar la discusiéon para la reuniéon proxima, sin perjuicio de que el
trabajo se publicase en la revista de la Asociacion.

El profesor Socias Amords, presentd un trabajo sobre observaciones
de transformacion de un hongo en bacteria. Resalté la extrafieza de .
los fenomenos observados por el durante varios anos y el grado de re-
gularidad que habia logrado en su repeticién, poniendo a disposicion
de los socios, las estirpes y medios de trabajo por él utilizados, para
llegar a una mayor garantia en la interpretacion de los fen6menos ob-
servados, mediante la multiplicacion de observadores, ambiente y base
estadistica. Diversos socios hicieron uso de la palabra para manifes-
tar que la reunion se daba por enterada de las experiencias del pro-
fesor Socias, pero que, al introducir ideas completamente distintas a
las admitidas en la biologia actual, sélo cabia esperar a que trabajos
posteriores confirmasen o rechazasen la interpretacién dada por el
autor.

Sin mas asuntos, se levanta la reunion, de la que cer;ifico, como
Secretario de la Sociedad, en Madrid, a diez de octubre de 1949. -
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ACTA DE LA SESION CELEBRADA EL DIA 10 DE NOVIEMBRE
DE 1949.

Bajo la presidencia de D. Juan Marcilla, se celebré la reunion de
esta Seccion de Madrid, a las veinte horas del dia 10 de noviembre
de 1949, en el local del Consejo Superior de Investigaciones Cientifi-
cas, sito en Medinaceli, 4.

Es aprobada el acta de la Sesién anterior. Son admitidos como nue-
vos socios D. Antonio Nadal-Valldaura, Médico Odontdélogo, de Bar-
celona, presentado por el P. Puiggros, S. J. y D. B. Oliver Suié, y
D. Manuel Rodrigo Abad, Médico, de Madrid, presentado por D. Flo-
rencio Bustinza y D. Lorenzo Vilas.

El Presidente da cuenta de las gestiones en curso para la partici-
pacién espanola en el V Congreso Internacional de Microbiologia, que
se reunira, en Rio de Janeiro, el afio proximo. Seguidamente, da lec-
tura a una comunicacién suya sobre «La sintesis y el metabolismo del
dcido nicotinico en ciertas levaduras de los gérmenes Torulopsis y
Candida. ’

A continuacién D. Arnaldo Socias, lee su trabajo «Sobre la colonia
gelatinosa del Pseudomonas Aeruginosa». ‘

Sin mas-asuntos que tratar, se levanta la sesion, de la que certi-
* fico en Madrid, fecha ut supra.—EL SECRETARIO.



BIBLIOGRAFIA

J. W. FosteER: Chemical activities of fungi.—Academic Press, New
York, 1949. XVIII + 648 pags.

El publico que utiliza los antibiéticos, no sospecha el fabuloso tra-
bajo cientifico que se verifica hasta que se investiga y «pone a punto»
uno que sea util. Las palabras de Mr. Coghill, pronunciadas cuando
recibia en Saint Louis un premio de la Am. Chem. Soc. (Chem. Enyg.
News, 1949, 27, 2994), aclaran deméas, que el factor suerte decide el
éxito de los trabajos, porque debiendo reunir el producto una larga
serie de condiciones, cuando no-salva una prueba, se ha perdido todo
el trabajo anterior.

Pero, si para la utilidad publica inmediata, se pierden muchas de
esas horas de trabajo, al fracasar la aplicaciéon de la mayoria de los
antibiéticos ensayados, no sucede lo mismo para el adelante dela cien-
cia biolégica. Lo que fué campo de estudio de pocos, con avance lento
cuando sélo tenia interés cientifico, pas6 a ser mina de ciencia apli-
cada al adquirir estimulo lucrativo, empleandose nutridos equipos de
sondeo y avance en todas las capas y direcciones. El conocimiento
de las actividades quimicas de los hongos, ha sido uno de los méas bene-
ficiados. _

Un numero aceleradamente creciente de publicaciones, ha desperta-
do elinterés de muchos investigadores, ha canalizado la vocacion de
otros, y ha entretenido la curiosidad de los cientificos en general; en cam-
bio, ha dificultado la tarea formativa de los principiantes, porque la ad-
quisicion de un criterio correcto y eficaz es cada dia mas larga y costosa.

A remediar este ultimo punto, ha venido, con gran acierto, el libro
de J. W. Foster, escrito para centrar la materia, en forma de texto
universitario, siendo el primero de esta indole que nosotros conocemos.
Los titulos de los capitulos son: 1, Introduccién, historia, perspectiva;
2, Metodologia del metabolismo de hongos; 3, Composicién quimica
del micelio de hongos; 4, Consideraciones generales acerca del meta-
bolismo de los hongos; 5, Variaciéon natural; 6, Mutaciones, genética
fisiologica y sintesis bioquimicas; 7, Los oligoelementos en.la nutri-
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cion de los hongos; 8, Produccion de 4cido lactico por hongos; 9, Fer-
‘mentacién alcohdlica causada por mohos; 10, Metabolismo del 4cido
oxélico; 11, Acido fumarico y otros acidos dicarboxilicos con cadena C;;
12, Acido citrico; 13, Acido -itaconico; 14, Acido kojico; 15, Acido
gluconico y otros acidos procedentes de aziicares; 16, Glucidos pro-
ducidos por hongos; 17, Metabolismo nitrogenado de los hongos;
18, Otras transformaciones efectuadas por los hongos; 19, Aspectos
microbiolégicos de la penicilina. ’

Son més de 600 paginas de sintesis utilisima, con la bibliografia
fundamental dispuesta al final de cada capitulo.—IL. ViLas.

Epwarp A. SteinHAUS: Principles of Insect Pathology.—Mc. Graw-
Hill Book C.°, Inc. New York, 1949. XII 4 757 pags.

Esta entomopatologia nos proporciona una ordenacién de los mi-
croorganismos poco frecuente, ya que no es facil hallar trabajos en
que se agrupe a los gérmenes atendiendo al caracter de ser patogenos
para los inscctos. Y sin embargo, parece muy conveniente para los
microbitlogos, que se multipliquen estas obras especializadas, porque
tienen la virtud de recordar lo que se ha logrado en un campo de apli-
cacioén, y, sobre todo, de marcar rutas hacia la zona inexplorada, par-
tiendo de la visién completa de lo conocido, de la noticia de los atisbos
y del relato de los fracasos. Este relato de los fracasos es sumamente
aleccionador en la materia que nos ocupa, porque se exageré en tiem-
pos pasados, el valor practico alcanzado en la lucha microbielogica
contra los insectos daninos; en la lucha natural de los seres, este ataque
microbiano es uno de los procesos que impiden la difusién ilimitada
de los insectos, pero, el hombre no conoce perfectamente todos los fac-
tores que intervienen y no ha logrado igualar el éxito de la naturaleza.

Hay mucho que trabajar, pues, antes de que la Microbiologia sea
un factor importante entre los utilizables para combatir las plagas de
insectos. Esto realza la importancia del presente libro para los que
tienen vocacion fitopatolégica («anti-insecto»), sin que pierda nada de
interés para los entomoélogos y los que explotan a los insectos («pro-
insecto»). ' ’

Los titulos de los capitulos, son éstos: 1, Introduccion; 2, Dafios
meccanicos, fisicos y quimicos; 3, Enfermedades de la nutricion y del
metabolismo; 4, Microbios extracelulares de los microbios sarios;
5, Microbios intracelulares; 6, Infeccién y epizootiologia; 7, Resisten-
cia e inmunidad; 8, Sintomas y patologia; 9, Infecciones causadas por
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bacterias; 10, Infecciones causadas por hongos; 11, Infecciones causa-
das por virus; 12, Infecciones causadas por protozoos; 13, Infecciones
causadas por neméatodos; 14, Patologia entomolégica aplicada y lucha
biolégica contra los insectos.Indice de autores y de materias.

L. ViLas.

1

-

Fourth International Congress for Microbiology. Report of Proceedings.
Rosenkilde and Bagger. Copenhague, 1949. 650 pags.

Recibidas recientemente estas Actas, creemos de interés dar una
breve noticia acerca de ellas.

Tras unas primeras paginas dedicadas a cargos, organizacién,
~actos diversos y recepciones, se recogen en el volumen las cuatro con-
ferencias pronunciadas en las Sesiones plenarias: C. H. Werkman,
Asimilacién heterotrofica del dioxido de carbono; F. C. Bawden: Al-
gunos aspectos y limitaciones de los ultimos trabajos sobre virus
vegetales; S. A. Waksman: Antibioticos y vida; 0. Winge: La levadura
en la moderna Genética.

A continuacién se incluyen los resumenes de las comunicaciones
presentadas, entre las cuales se encuentran las siguientes de autores
espafoles (miembros de la Sociedad):

Bustinza, F. y Caballero, A.: Ensayos preliminares en el estudio
de la influencia de los antibidticos, sobre la germinacién de semillas;
Gaston de Iriarte, E.: Vacunotérapia de la tuberculosis experimental;
Ibafiez, R. y Martinez Mata, J.: El antigeno capsular de los microorga-
nismos del género Brucella; Marcilla, J.: Nuevas materias primas para
la produccién de levaduras-pienso; Néjera, L.: Accion in vitro e in vivo,
de la penicilina sobre la Spirochaeta hispdnica; Sanz Ibafez, J.: Polio-
mielitis.

Una parte final recoge las actividades de la Comisién organiza-
dora y Comité de Nomenclatura, el Cédigo internacional de Nomencla-
tura Bacteriana, etc., terminando con una lista alfabética de Miem-
bros del Congreso y otra ‘de cuantos tuvieron intervenciones en las
reuniones celebradas.
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REVISTAS

Continuamos la publicaciéon sistematica, por orden cronolégico de
los titulos de los trabajos que han aparecido en los tltimos afios en las
principales revistas microbiolégicas. Ello permite una fécil orientacion
. dentro del panorama internacional de la especialidad.

Con la lista del presente numero terminamos el indice de los titu-
los correspondientes a la Revista fournal of Bacteriology, desde julio
de 1942 hasta diciembre de 1948. que nosotros hemos publicado,
distribuidos de la siguiente manera:

Desde julio de 1942 hasta junio de 1944, enelvol. I,n.03-4.

»  julio de 1944 * »  junio de 1945, » vol. II, n.o1.
» julio de 1945 »  diciembre de 1946, » vol.II,n.02.
> ~diciembre de 1946 »  diciembre de 1948. » wvol.I1I, n.0o3-4

Las iniciales que van al final de cada cita corresponden al Centro en
que se encuentra la publicacion en ellas indicada, y cuya interpretacién
se da siempre al comienzo de las listas. Si aquéllas pertenecieran a bi-
bliotecas personales de los sefiores socios, se indicara siempre, al final
de la cita y entre paréntesis, el nombre, apellidos y direccién del pro-
pietario de la publicacién. Si existiera en varias bibliotecas la misma
publicacién, se indicaran todas, y solo en el caso de ser excesivamente
numerosas las referencias se hara seleccion de las mismas.

L. M. M.—Laboratorio Municipal deMadrid.

E. I. A.—Escuela de Ingenierog Agréonomos.

I. M. G. A.—Instituto de Microbiologia General y Aplicada.
E. Q. A.—Estacién de Quimica Agricola.

I. E.—Instituto de Edafologia.

I. C.—Instituto Cajal.

E. F. A. M.—Estacion de Fitopatologia Agricola de Madrid.

Mediante convenio con el servicio de Microfilm del Consejo Superior
de Investigaciones Cientificas, la SociEpap puede facilitar a los sefiores
socios reproducciones de los articulos que deseen, para lo cual bastara
escribir al Secretario de la SociEpap DE MicroB16LOGOS ESPANOLES,
Serrano, 113, Madrid, precisando el ntimero en negritas que encabeza
el articulo cuya copia se solicita.

Los precios y condiciones se detallan al final de esta Seccidn.
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INDICE DE ARTICULOS
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805

Dorkart (R. E.), DEY (E. L.) AND ScHWEMLEIN (G. X.).—1947. Penicillin
Assay Techniques. A Comparative Study.— Journal of Bacteriology, volu-
‘men 53, pags. 17-24. : L. E.

806

LEwWANDOWSKI (THADDEUS) AND STAHLY (GRANT L.).—1947. The Influence of
Subculture and of Streptococcal Extracts on the Growth Rates of Hemoly-
tic Streptococci.— Journal of Bacteriology, vol. 53, pags. 25-31. I E.

b

807

Levine (MAX) AND TraoMAs Jr. (A. R.).—1947. Simple Medium for Mainte-
nance of Meningococci.— Journal of Bactericlogy, vol. 53, pags. 33-35. L. E.

808

SKINNER (C. E.) anp BouTHILET (R.).—1947. Melibiose Broth for Classi-
fying Yeasts.— Journal of Bacteriology, vol. 53, pags. 37-43. 1. E.

809

SmitH (NATHAN R.).—1947. The Identificatién of Sporeforming Bacteria Iso-
lated from Incompletely Sterilized Agar.— Journal Bacteriology, volu-
men 53, pags. 45-48. I E

810

BayrLor (MarRTHA BARNES) AND CLARK (G. L.).—1947. Electron Microscope
Studies of the «Interference Phe nomenon» Between Bacterial Viruses of
the Escherichia coli Group.— Journal of Bacteriology, vol. 53, paginas
49-55. _ I. E.

811

RupEgrT (F. J.), KENNER (B. A.) AND FoTeEr (MirTON J.).—1947. The Assay
of Antibiotic Mixtures.— journecl of Bacteriology, vol. 53, pags. 57-60. I. E.

812

GruBB (TaoMmas C.), MiEssE (MARIE L.) AND PUETZER (BRUN0).—1947. The
Inactivation of Influenza Virus by Certain Vapors.— jonrnal of Bacle-
riology, vol. 53, pags. 61-66. I. E.

813

HapLey (PH1L1P) AND WETZEL (VERNA).—1947. Conditions Contributing to
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Fotocopias en Microfilm (Unidad = fotograma formato Leica, 24 x 36 mm.)

a) En rollo de cinta continua. .

b) En filmofichas.

La modalidad «filmoficha» por la gran facilidad de ordenacién, archivacién, localiza-
cién rapida de cintas y manejo de lectura, supera con mucho a la modalidad en rollo.
Se llama «filmoficha» una tira de pelicula de cinco fotogramas y medio (en otros sis-
temas seis), en que caben diez paginas de libro ordinario (libro abierto, o sea dos pa-
ginas cada foto). El medio fotograma que se afiade (uno entero en otros sistemas) se des-
tina a «referencia», es decir, titulo y signatura en la filmote¢a y en el centro de origen.
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" Las filmofichas, para ofrecer tales ventajas, van alojadas en unas carpetas «Filmoteca»
especialmente dispuestas para contener diez de ellas (cien paginas o cincuenta folios) en
léculos perfectamente adaptados con sus referencias numéricas y espacio preciso para
titulos, paginas y toda clase de indicaciones utiles.

Fotocopias en papel :
En positivo: a diversos tamafos; -se sirve juntamente el negativo en pelicula, sin
. aumento de precio, si se pide.

Precios (incluidos gastos de envio) :

a En microfilm: 50 céntimos por fotograma. Minimo pagable: 2,50 ptas. (una filmo-
cha).

Carpeta «Filmoteca»: 2 ptas. Para cien paginas.

En papel: tamafio 9 X 12 cms., 2 ptas.; 13 x 18 cms., 2,50 ptas.; 18 X 24 cms., 3
6 4 ptas., seglin el papel. Tamafios mayores, precios a convenir en cada caso.

Los pedidos, a la Secretaria de la Sociepap pE MicroBi6LoGos EspaNores, Serra-
no, 113, Madrid.
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NORMAS PARA LOS COLABORADORES

a) Los originales, acompafiados de un resumen en el idioma respectivo, debe-
ran ir cuidadosamente escritos a maquina, a doble espacio, por una sola cara
del papel (preferible holandesa o folio) y con margenes suficientes, indicindose,
en cada caso, el Centro donde ha sido realizado el trabajo.

b) Los escritos en espafiol se publicaran con el resumen propio y la traduc-
cién de éste a, por lo menos, un idioma diferente, que elegird la Revista cuando
no lo indicara el colaborador; los trabajos extranjeros apareceran traducidos,
con el resumen de origen y otro en espafol. De las traducciones se encargara la
Redaccién de MICROBIOLOGIA.

c) Como norma general, los originales se redactarin en forma concisa, sin
perjuicio del necesario desarrollo de los temas, y se evitara la descripcién de mé-
todos ya establecidos indicando la referencia correspondiente. La literatura cien-
tifica se reducird a aquella que tenga relacién directa con el tema tratado, salvo
en las revisiones y estudios anilogos, en que la parte bibliogrifica podra alcan-
zar la amplitud conveniente.

d) Los dlbujos, en hoja aparte, irdn a tinta china, agrupados de manera que
exijan el menor niimero y extensién de fotograbados; letras y niimeros, a lapiz,
para ponerlos a escala. Cuadros, fotografias y dibujos llevaran al pie la opor-
tuna leyenda y la indicacién del lugar que deben ocupar en el texto.

e) Las citas bibliograficas, al final del original y numeradas alfabetlcamente,
se ajustaran al siguiente orden: apellidos del autor, nombre (inicial), afio, titulo
del trabajo (si se indica), nombre abreviado de la Revista (subrayado), tomo y
péginas inicial y final del trabajo;.en los libros se indicard: apellidos, inicial
del nombre, afio, titulo completo de la obra, tomo, paginas, inicial y final de la
cita (o capitulo), edicién (no citada, se sobreentiende es la primera), editorial y
poblacién.

Ejemplos :
JorpAN pE Urries, M. 1947. La sexuahdad en una raza espafiola de Sphaceloteca
sorghi (Lk.) Clint. Microb. Espaii. I: 69-80.

MagciLLa, J. 1946. Tratado practico de Viticultura y Enologia espanolas. II (Eno-
logia): 88-104. 2.2 ed. S.A.E.T.A. Madrid.

f) Efectuadas las oportunas correcciones, los colaboradores devolverin las
pruebas en el plazo maximo de ocho dias a partir de la fecha en que las recibieron.

g) Cada autor recibira 25 ejemplares de su trabajo; si deseara mayor niimero
debera hacerlo constar al devolver las pruebas, siendo de su cuenta el importe
de los que excedan de la cantidad citada.

h) La Revista no se hace solidaria de los conceptos expuestos en los trabajos
publicados, la responsabilidad de los cuales corresponde a sus autores.
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