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OTRAS REVISTAS DEL PATRONATO
«ALONSO DE HERRERA»

ANALES DE EDAFOLOGIA Y FISIOLOGIA VEGETAL.—Publicacién del Instituto
de Edafologia y Fisiologia Vegetal.

Continuadores de los «Anales del Instituto Espafiol de Edafologia, Eco-
logia y Fisiologia Vegetal». Abiertos a una amplia colaboracién, recogen
en sus pdaginas trabajos sobre suelos y fisiologia vegetal, tanto del Instituto
de origen como de otros Centros investigadores espafioles y extranjeros vy,
asimismo, estudios de tipo informativo y bibliografico.

Bimestral. Ejemplar, 20 pesetas. Suscripcién, 100 pesetas.

ANALES DE LA ESTACION EXPERIMENTAL DE AULA DEl.—Publicacién de la
Estacién Experimental de Aula Dei (Zaragoza).

Estos «Ancles». de reciente aparicién, presentan anualmente el coniun-
to de los trabaojos y estudios, publicados o no con anterioridad, aue sobre
temas propios de Biclogia Vegetal sean llevados a cabo por los miembros
de este Centro.

Precio del tomo anual, 30 pesetas.

ANALES DEL JARDIN BOTANICO DE MADRID.—Publicacién del Instituto «An-
tonio J. de Cavanilles».
Publica trabajos y notas cientificas que ubarcan todos los campos de la
Botdnica.
Precio del tomo anual, 100 pesetas.

COLLECTANEA BOTANICA.—Publicacién del Instituto Botdnico de Barcelona.
Dedicada a la Boténica en general, viene a ser un érgano exterior de la
actividad del Instituto Botdnico de Barcelona, elemento de enlace con los
demds centros de investigacién.
Publica trabajos sobre las distintas disciplinas de la Botdnica: Sistemd-
tica, Floristica, Fifoscciolo_gic, Fisiologia, Micologia, Biologia, Algologia, etc.
Dedica una parte a resefias bibliogréficas y a la informacioén.
Semestral. Ejemplar, 15 pesetas. Suscripcién, 25 pesetas.

FARMACOGNOSIA.—Publicacién del Instituto «José Celestino Mutis».

Esta revista estd dedicada al estudio de los problemas de Farmacogno-
sia, tal como se concibe en el momento presente, siendo sus finalidades: una,
propiamente cientifica, que trata de Botdnica, andlisis quimico, experimen-
tacién fisiolégica y clinica, y otra, de orden practico, relativa al cultivo y re-
coleccién de materias primas idéneas, no sélo para la Medicing, sino para
la Dietética y la industria.

Trimesiral. Ejemplar, 23 pesetas. Suscripcién, 75 pesetas.

GENETICA IBERICA.—Publicacién del Instituto «José Celestino Mutis».

Publica trabajos sobre Citologia, Citogenética y Genética de los diver-
sos materiales que constituyen el tema especifico de investigaciéon en los
distintos Centros colaboradores de la revista, en Espafia y Portugal, y los
relacionados con la mejora de las especies vegetales que interesan en lo
Farmacognosia.

Trimestral. Ejemplar, 20 pesetas. Suscripcién, 70 pesetas.
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FACULTAD DE VETERINARIA DE LEON
CATEDRA DE BACTERIOLOGIA

«CORYNEBACTERIUM RENALE», MIGULA (PIELONEFRITIS BOVINA)

PRIMERA COMUNICACION

Santos Ovejero del Agua.

Con motivo de los andlisis bacteriolégicos practicados en orines de vacas re-
mitidos o nuestro Laboratorio por el Profesor Gonzdlez Oveiero, encargado de
Curso en la Facultad de Veterinaria de Leén, hemos podido hallar por primeror
vez en Espafia el Corynebacterium renale, agente productor del
proceso clinico de los bovinos, caracterizado por una pielonefritis purulenta.

Nuestro competente colega de esta Facultad, en un detenido estudio clinico
de los animales enfermos, habia establecido, con las naturales reservas, el diag-
néstico de la infeccién citada, habiérdose confirmado la existencia de la pielo-
nefritis al lograrse el aislamiento e identificacién del Corynebacterium
renale.

Por nuestra parte consideramos de interés la publicacién de este resumen
sobre los caracteres morfolégicos y biolégicos mds importantes del germen aislado
e identificado, cuyo estudio continuaremos, esperando realizar un amplio trabajo
que nos permita contribuir al conocimiento de esta especie bacteriana, cuya
presencia pone de manifiesto la existencia en nuestra Patria de una nueva en-
tidad nosolégica, la Pielonefritis bovina. )

Corynebacterium renale.—Sinonimia: Bacillus renalis bovis (Bo-
llinger y Enderlen, 1890), Bacillus pyelonefritis bovis (Hof-
tlich, Monasth, 1891), Bacterium renale (Migula, 1900), Bacillus
renalis (Ernst, 1905) y Corynebacterium renalis bovis
(Ernst, 1905). '

Identificado primeramente como el agente productor de la pielonefritis bovina
por Hofflich y Enderlen (1890), fué estudiado mads tarde en sus caracteres por
Ernst (1905-1906).

Jones y Little en 1928, W. Schelafli (1929) y Merchant (1930), al ocuparse
de la pielonefritis bovina, realizan un estudio incompleto de este agente bacte-
riano aislado por nosotros en algunos casos de la infeccidn renal de los bovinos.
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DESCRIPCION DEL CORYNEBACTERIUM RENALE AISLADO
EN ESPANA

Morfologia.—En cultivos de veinticuatro horas en medio liquido, se presen-
ta en formas bacilares cortas y gruesas, de tamafio variable, con extremos re-
dondeados, agrupdndose en masas bacilares tipicas, constituyendo verdaderas
empalizadas caracteristicas de este género microbiana.

En medio sélido y en cultivos de veinticuatro-cuarenta y ocho horas, el
C. renale aparece con morfologia bacilar tipica, presentando formas alar-
gadas que miden 4 a 6w de longitud por 0,4-0,6w de didmetro. Los gérmenes
aparecen aislados o en grupos pequefios, rectos o ligeramente incurvados y con
los extremos redandeados.

En el sedimento urinario y por bacterioscopia previa coloracién, se observan
abundantes bacterios que se agrupan en masas irregulares, en las que se in-
tegran gérmenes con un famafio medio de 2-4u de longitud por 0,3-0,54 de
didmetro.

Inmévil, no posee flagelos, esporos ni cdpsula.

Coloracion.—Toma fuertemente el Gram, se colorea con las anilinas utiliza-
das corrientemente en bacteriologia, presentando una tincién irregular mas fuer-
te en algunas zonas del soma bacteriano

Por el método de coloracién de Albert, utilizado por nosotros, hemos puesto
en evidencia la presenciac de granulacicnes metacromdticas
que aparecen como condensaciones granulares endopldsmicas de color negro
poco intenso.

Cultivo.—En aerobiosis, a temperaturas de 36,5° a-37,5°, en medios de cul-
tivo ordinarios enriquecidos con proteinas animales (sangre o suero sanguineo),
con un pH de 7,2 a 7,6, se logra un crecimiento normal en veinticuatro horas.

En relacién con sus necesidades resniratorios, el C. renale es aerobio
y anderobio facultativo, observéndose crecimiento en las zonas medio y suoe-
rior del agar blando sembrado en profundidad

En caldo-suero equino a las veinticuatro horas de estufa, se observa un lige-

_ro enturbiamiento del medio depositdndose el cultivo en el fondo del tubo don-
de forma un sedimento blanco amarillento con aclaramiento del medio a las
cuarenta y ocho horas.

En agar-suero aparecen a las veinticuatro horas colonias pequefias, conve-
xas, lisas, transldcidas, primero, y mds tarde, blanco amarillentas, llegando a
un tamafio de 1 mm. de didmetro aproximadamente. En los cultivos de varios
dias el aspecto de las colonias se modifica, tomando un aspecto seco y blanco
grisdceo.

Propiedades fermentativas.—En medios de cultivo liquidos, a los que se in-
corporan la serie de Carbohidratos y Alcoholes, el C. renale provoca
las modificaciones siguientes: Fermenta con producciéon de dcido sin gas la Glu-
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cosa y la Maltosa. El cardcter fermentativo sobre la Maltosa difiere de la des-
cripcién tipo aceptada por la Comisién de Bacteriélogos americanos, segin los
caracteres publicados en el Manual de Bergey (Sexta edicion 1948). No produ-
ce ninguna fermentacién apreciable en los siguientes carbohidratos y alcoholes:
Arabinosa, Rhamnosa, Xylosa, Levulosa, Sorbosa, Galactosa, Lactosa, Sacaro-
sa, Celobiosa, Rafinosa, Inulina, Manita, Sorbita, Dulcita e Inosita.

Propiedades proteoliticas.—En gelatina, por picadura a 37°, no produce li-
cuacién después de cuatro dios.

En agua de peptona no produce indol.

En suero coagulado, crece bien, formando colonias blanco-amarillentas, sin
licuar el medio.

Propiedades reductoras.—En agar-suero con Telurito potésico al 1:100 for-
ma colonias de color negro azabache, brillantes, lisas, convexas, y de borde re-
gular. Reduce esta sal formando compuestos metdlicos al igual que otras espe-
cies del género Corynebacterium.

No reduce los nitratos a nitritos.

Toxinas.—Los filtrados de cultivos no son téxicos para los animales de la-
boratorio (ratén, cobayo, palomo).

Hemolisinas.—No produce hemolisjs en placas de agar sangre de conejo
al 5 por 100, observéndose a las veinticuatro horas colonias blanco-grisdcaas.

Oftros caracteres.—Reacciéon de Voges-Boskaver: positiva. Reaccién de Rojo
metilo: negativa. Medio de Kosser (citrato): no hay crecimiento.

En el agar al verde brillante més 10 por 100 de suero (agar-lactosa més Rojo
fenol y Verde brillante), crece a las cuarenta y ocho a setenta y dos horas, ha-
ciendo virar el medio con aparicion de colonias rojos de 1 a 2 mm. de didme-
tro, de aspecto parecido a los del Gen. Salmonella.

Acciébn patégena experimental.—Inoculado en cultivo de cuarenta y echo
horas en caldo-suero o los animales de laborctorio, se obtienen los siguientes
resultados:

No es patégeno para el ratéon blanco por las vios intravenosa, intraperito-
neal ni hipodérmica a las dosis de 0,2 c. c.

Nc es patégene para el cobayo por las vias intraperitoneal ni hipodérmica
a la dosis de 0,5 c. c.

No es patdégeno para el palomo por via intramuscular a la dosis de 0,5 ¢. c.

No es patégeno para el conejo comin por las vias intravenosa e intra-
peritoneal a la dosis de 1 c. c.

Sensibilidad a los anﬁbiéﬁcos.

Como ensayo inicial, cuyos resultados deben aceptarse con las obligadas
reservas, hemos practicado algunas pruebas para conocer la sensibilidad del
Corynebacterium renale frente a los dos ontibiéticos de mayor uso
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en nuestra Patria. A pesar de que las condiciones del trabajo no permiten Ilegar
a conclusiones definitivas, estimamos de inferés los resultados logrados, que se-
fialan la accién bacteriostdtica o bactericida de la Penicilina y de la Estrepfo-
micina frente al C. renale aislado por nosotros. . '

En los ensayos con Penicilina hemos utilizado el método de los pocillos del
Profesor Fleming (1942), practicando excavaciones sobre la capa de agar de-
positada en la placa de Petri, colocando unas gotas del mismo medio de culti-
vo sobre el fondo de estas pequefias cavidades. El medio utilizado ha sido agar
al 1,5 por 100, con un pH. de 7,6 a 7,8.

Asimismo hemos ensayado el método de las diluciones utilizando tubos con
10 <. c. de caldo comin, mds suero equino con un pH. de 7,6.

Los resultados logrados en nuestras pruebas iniciales han sido los siguientes:

Método de los po—s 0,1 de U. O. zona de inhibicion 25 mm. de diametro.

cillos de Fleming! 1 » » » 37 mm. .

C. renale ...1 10 » » » 51 mm. »

Método de | -1

.e odo de los p.o o1 . ) . 20 mm. )

cillos Estafi-)

' PP 5a -\’ ] » » » 20 mm. »
, p ( ]O » » » 40 mm. »

fron... ...

\

En caldo se inhibe el crecimienio con 0,4 U. O. en 10 c. c. de medio las
siembras han sido practicadas en todos los casos con cultivos de veinticuatro
|

horas en medio liquido.
Utilizando la Estreptomicina hemos obtenido los resultados siguientes:

1 ¥ No hay inhibicion del crecimiento.
En placa ... ... ... ! 10 ¥ Zona de inhibicién 11 mm. de didmetro.
100 v Zona de inhibicién 40 mm. de digmetro.

En medio liquido 2 ¥ por c. c. inhiben el crecimiento del Corynebac-
tferium renale.

RESUMEN

Con motivo de los andlisis bacteriolégicos efectuados en orinas de vacas
ha sido hallado por primera vez en Espafia el Corynebacterium re-
nale, confirméndose asi la existencia de la pielonefritis en los bovinos del
pais. Se describe el Corynebacterium aislado, dando a conocer sus
caracteres morfolégicos y biolégicos mds importantes. Inoculado en cultivos de
cuarenta y ocho horas en caldo-suero, a los animales de laboratorio, se en-
cuentra no es pafégeno, en general, para ellos. Ensayos iniciales sefialan la
accién bacteriostdtica o bactericida de la penicilina y estreptomicina frente al
germen de que se trata.
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SUMMARY

Carrying out bacteriological analysis of bovine urine, Corynebacte-
rium renale was found for the first time in Spanish cattle. Thus the exis-
tence of pyelonephritis is proved. The isoloted Corynebacterium s
described and its most important morphological and biological characteristics
are 'shown. Inoculations in the laboratory animals with a culture of 48 hours in
broth-serum show its nonpatogenicity for them The first tests sow the bacteriostatic
or bactericide action of peniciline and streptomycine on the germ in question.
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FLORA AEROBIA DE LA FERMENTACION EN EL ENRIADO
EXPERIMENTAL DEL ESPARTO

Vicente Callao y José Vigaray

Hasta el momento actual se han estudiado muy deficientemente los fenémenos
que ocurren en el enriomiento del esparto, cuyo procedimiento industrial, en
nuestro pais, es fundamentalmente el mismo que se usaba en el pasado siglo, sin
" que haya sido mejorado ni modificado, como podémos observar en la somera
descripcién que da la obra de Higiene de Monlau (4).

Asi como los procesos de enriamiento del cdfiamo y del lino han sido objeto
de diversos trabajos experimentales, resumidos en las obras de Thaysen y Bun-
ker (5), Fuller y Norman (2) y Greenhill y Couchman (3), han sido muy escasas
las investigaciones que se han llevado a cabo en el esparto, seguramente porque
el drea de su industria reside en los paises de la cuenca mediterrdnea y por ello
no ha interesado a los investigadores de los paises externos a la misma y que
precisamente son los que van a la cabeza del progreso industrial. ,

Nos hemos propuesto estudiar los fenémenos bacteriolégicos y bioquimicos
que ocurren en el enriado de esta fibra, y en esta primera comunicacién expo-
nemos los resultados conseguidos experimentalmente en el Laboratorio, en rela-
cién con la flora aerobia y facultativa que interviene en el proceso.

MATERIAL Y METODOS

Esparto y su preparacion.—El esparto utilizado procede de las provincias de
Almeria y Mdlaga. La operacién del enriado se ha llevado a cabo cortando las
fibras vegetales en trozos de unos cinco centimetros, con los que se preparan
hacecillos de unos quince gramos de peso, aproximadamente, los cuales se de-
positan apilados hasta llenar un cristalizador de unos ocho litros, colocando pie-
dros en su parte superior, para conseguir una inmersién perfecta, ‘utilizando
agua de la ciudad de Granada y temperaturas de entre 15° y 24° que eran
las del ambiente en las fechas del experimento. Diariamente se extraion 250
ml. de agua que se reponian en la misma cantidad con agua fresca del grifo,
aumentada con la cifra requerida para compensar las pérdidas ocasionadas

por la evaporacion.
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Las tomas del material se realizaron con los métodos ordinarios para etec-
tuar el aislamiento en placa de los microbios aerobios y anaerobios facultativos.

Medios de cultivo.—Se han usado dos tipos diferentes: Medios de aislamien-
to y medios de identificacién 'y conservacion. Como medio de aislamiento se ha
ideado uno de agar-esparto preparado con el 3 por 100 de Agar-agar y una
concentracién salina del 5 por 1.000. Para aislamiento y enriquecimiento de fa-
cultativos, se uséd el liquido de esparto a la misma concentracion salina del an-
terior, pero sin agar.

Como medios de conservacién se han usado los ordinarios y el agar-espar-
to y para la identificacion se han usado las técnicas bacteriolégicas comunes.

RESULTADOS

Se han realizado cuatro experiencias en total con espartos diferentes de las
provincias antedichas con resultados aproximadamente iguales en las cuatro
experiencias y un tiempo total de veintitrés dias.

A las veinticuatro horas aparecié coloreada de amarillo verdoso y con un
aspecto sucio el agua del macerado, la cual desprendia olor desagradable y bas-
tante penetrante que persistid intensamente durante cuatro o cinco dias, desapa-
reciendo poco después para no presentarse més a lo largo del proceso. A las
cuarenta y ocho horas se observé la aparicién de una pelicula fina y muy fréagil,
constituida por gérmenes bacterianos, con predominio de bacilos Gram negativos
y un n0mero escaso de gérmenes Gram positivos. Tres dias después se formaron
sobre este velo unos islotes de ofra 'pelfculo mds gruesa, densa, arrugada v de
color negruzco que invadieron, por fin, la superfice total. Al mismo tiempo, las
formas Gram negativas eran desplazadas por los gérmenes Gram positivos. Al-
gunos protozoos hiceron su aparicién en este tiempo.

Las siembras realizadas pusieron de manifiesto los siguientes gérmenes: °

Germen nom. 1.—Bacilo Gram negativo (fig. 1). Que en Agar-esparto da
colonias fransporen}es, brillantes, lisas y ligeramente convexas, de unos dos mili-
metros de didmetro aproximade o las cuarenta y ocho horas. Es mévil, con un
solo flagelo polar (fig. 2), cultiva bien en los medics ordinarios, licta la gelatina
en forma de saco, fermenta la glucosa y la maltosa con desprendimiento de dci-
dos y no la lactosa y la sacarosa. No ataca los nitratos ni forma indol. La des-
cripcién es casi idéntica a la que se da en el Bergey (1) para el Pseudomo-
nas frégi. ' ‘ _

Germen nom. 2.—(Figs. 3 y 4) Bacilos Gram negativos, méviles por medio de
flagelos lofotricos en nomero de dos a cuatro. En Agar- esparto forma colonias
opacas y cremosas con el borde ligeramente ondulado y pigmento amarillo-ver-
doso que difunde por el medio de cultivo. En medio liquido forma velo. Licta la
gelatina y fermenta con dcidos la glucosa, lactosa y sacarosa y no la maltosa.
Produce bastante amoniaco. Por sus caracteristicas morfoldgicas y de cultivo se



Fig. 1.—Pseudomonas fragi. Cultivo de veinticuatro ho-
ras sobre agar-esparto a 28°.

Fig. 2—Pseudomonas fragi. Tincién de flagelos.



Fig. 3—Pseudomonas sp. Cultivo de veinticuatro horas
sobre agar-esparto a 28°.

Fig. 4—Pseudomonas sp. Tincién de flagelos.



Fig. 5—Bacterium lactericeum. Cultivo de veinticuatro
horas en agar-esparto a 28°.

Fig. 6.

Cultivo de Proteus vulgaris er agar-esparto,
veinticuatro horas a 28°.



Fig. 8—Bacillus subtilis. Cultivo de veinticuatro horas
en agar-esparto a 28°.
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parece algo al descrito en el Manual de Bergey con el nombre de Pseuvdo-
monas fairmountensis, pero no encuadra completamente con la des-
cripcion que da allf para tal germen.

Germen nim. 3.—Coco Gram positivo, primero ligeramente mévil, y luego in-
mévil, que se desarrolla en agar-esparto, dando lugar a colonias pequefias y opa-
cas con una coloracién amarillo-limén bastante pronunciada.

Por los caracteres de cultivo y bioquimicos se ha identificado con la especie
Microccus varians.

Germen ndm. 4.—Bacilo Gram negativo, inmoévil, esbelto y alargado, que for-
ma colonias pequefias en agar-esparto. Crece en el caldo, enturbiando y for-
mando sedimento ligero. En gelatina forma una colonia amarilla que en pica-
dura se produce solamente en la superficie del medio. No fermenta la glucosa
ni ningin otro aztcar probado, no forma indol, no reduce los nitratos y produce
amoniaco. Se trata de una bacteria del género Bacterium, sin que al pa-
recer haya sido descrita hasta el momento. Se parece algo o la que en el Ma-
nual de Bergey se confirma con el nombre de Bacterium lucrosum.

Germen ndm. 5—Bacilo Gram negativo (fig. 5), corte, que en agar-esparto
forma colonias redondeadas con cromogénesis rojas intensas. Por sus caracteris-
ticas morfoldgicas y bioquimicas se ha identificado como Bacterivm lac-
tericeum.

Germen nim. 6.—(Figs. 6 y 7) Bacilo Gram negativo, aislado, polimorfo y
con flagelos peritricos. Crece en agar-esparto, formando colonias transparentes.
Sus caracteristicas de cultivo y bioquimicas son las de lo especie Proteus
vulgaris. , ‘ '

Germen nom. 7.—Bacilo Gram positivo (fig.' 8), mévil, con flagelos peritri-
cos y esporulados que crecen en agar-esparto, formando colonias opacas algo
planas y rugosas. Ha sido identicado como Bacillus subtilis.

Germen nim. 8.—Bacilo Gram negativo, relativamente largo y agrupado
a manera de los Corynebacterium. En agar-esparto se desarrolla for-
‘mando colonias transparentes y algo azuladas. No licta la gelatina. En caldo
enturbia y forma un velo fino. Fermenta la glucosa poco y tardiamente y no
actda en los otros azicares probados. No forma indol. No actéa en los ofros
azbcares probados. No forma indol. No actta sobre los nitratos. Encuadramos
este germen en el género Bacterium, aunque sin relacién entre las espe-
cies descritas en el Manual de Bergey.

DISCUSION

Anteriormente hemos descrito las especies aisladas en las aguas de mace-
rado del esparto en nuestro Laboratorio, usando un medio especial a base de
esta planta. Pertenecen o los géneros Pseudomonas, Bacterium,
Micrococus, Bacillus y Proteus y pueden considerarse como in-
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terventoras en un grado mayor o menor del proceso del enriamiento. En efecto,
-estos gérmenes son capaces de desarrollarse en un medio de cultivo que con-
‘tenga esparto como Unico material orgénico utilizable, creciendo alli con for-
macién de colonias diferenciables y desenvolviéndose después perfectamente du-
rante un nimero indefinido de resiembras en este mismo medio. Los microbios
-que se desarrollan en el medio con esparto son capaces de subvénir a todas sus
necesidades metabdlicas, usando los constituyentes del vegetal para tal fin, y
ello quiere decir que son capaces de actuar sobrelas sustancias que componen
esta fibra, sea cualquiera la forma en que alli se encuentren, ya reunidos, ya
oislados, es decir, sobre uno o varios de los elementos formados de la fibra que
‘han de utilizar para el ejercicio de sus actividades vitales, descomponiéndolo
por la secrecién de sus enzimas especificos de constitucién o de adaptacién.
Por estas razones consideramos no es aventurado suponer que los microbios
-aislados en el medio-esparto, ideado por nosotros, que contiene o este produc-
‘to como Unica fuente nutritiva, han de intervenir de una manera efectiva en los
procesos de enriamiento, porque del mismo modo que en aquel medio crecen
bien, podrén desarrollarse también sobre la misma fibra sumergida, desinte-
grandola a medida que sean capaces de actuar sus sistemas enzimdticos, pro-
ductores de las reacciones bioquimicas vitales de semejantes estirpes bacterianas.
Puede ser diferente el modo como actia cada germen en la descomposicién
de la planta. En el esparto, como ocurre en cualquier ofro vegetal, nos encon-
tramos que sus tallos estédn formados por la reunién de distintas sustancias, a
saber: Proteinas, gomas, celulosas, hemicelulosas, pentosanas, efc., que consti-
.fuyen la composicién de los elementos anatémicos dispuestos ordenadamente en
la planta. El proceso del enriamiento consiste en la alteracion de la armonia de
-estas sustancias, a fin de que, en definitiva, se separen los elementos textiles,
los cuales estén formados preferentemente por celulosas, de los demds que coexis-
ten con ellos en los tallos de la fibra. Los distintos microbios que intervienen en
€l proceso han de realizar su actuacién preferentemente sobre cualquiera de
‘estos componentes o sobre todos ellos, sin que posean la propiedad de atacar
la celulosa, porque entonces alterarian el elemento propiamente textil de la

fibra.

Si estudiamos las propiedades bacteriologicas de las especies aisladas en
-estas experiencias, podremos imaginar que los procesos de fermentacién del es-
parto ocurren en cierfo modo de diferente manera a lo que sucede en los fenod-
‘menos del enriado de ofras fibras textiles, como el c4fiomo y el lino. Desde los
primeros estudios que se hicieron para esclarecer el mecanismo de la fermenta-
cién de estas fibras, se conocié que toman una parte primordial los microbios
que actban sobre los glicidos, es decir, la flora sacarolitica.

En la maceracién del esparto, las cosas no ocurren asi, y podemos afirmar,
en relacién con la flora cerobia, que en este trabajo consideramos que las es-
tirpes aisladas, si dejomos aparte el Proteus, poseen un poder sacarolitico
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escaso. Si ademds consideramos el hecho de que los andlisis quimicos efectua-
dos por algunos autores, con objeto de estudiar comparativamente la composi-
cién de la fibra esparto antes y después del enriado, no demuestran diferencias
notables en el contenido en pentosanas, y teniendo en cuenta que si a estas

" pentosanas, y en especial hacia las pectinas, se dirige el poder fermentativo de
la flora que actéa sobre el cdfiamo o lino, por lo que los productos finales del
proceso en estas especies vegetales son eminentemente pobres en pentosanas,
hemos de concluir, evidentemente, que la flora de la maceracién del esparto no
actia de la misma manera. Nuestros hallazgos microbiolégicos apoyan esta
conclusién, dado el hecho del escaso poder fermentativo sobre los azicares aue
tienen las estirpes aisladas.

CONCLUSIONES Y RESUMEN

En un estudio experimental realizado en el Laboratorio se han aislado gér-
menes aerobios que parecen tener accién efectiva en la fermentacién del es-
parto, porque son capaces de desarrollarse en un medio de cultivo que con-
tenga esparto como Unica fuente nutritiva.

Estas bacterios pertenecen a los géneros Pseudomonas, Bacte-
rium, Micrococcus, Bacillus y Proteus de lo sistemdtica de
Bergey.

La flora aerobia que interviene en el enriomiento del esparto, en las con-
diciones experimentales de este trabajo, pose escasas propiedades sacaroliticas.

Se d'scuten ampliamente los aspectos de su actuacién, concluyendo que hay
suficientes elementcs de juicio para considerar que la fermentacién del esparto
transcurre con un mecanismo diferente al de las otras fibras textiles estudiadas
hasta el presente.

SUMMARY

In an experimental study, carried out in the laboratory, aerobic germs were:
separated which seem to have an effective action on the fermentation of esparto-
grass because they are able to develop in a culture mdium that contains espar-
to-grass as the only source of food.

These bacteria belong to the genus Pseudomonas Bacterium,
Micrococcus, Bacillus and Proteus of Bergey’s classification.

The cerobic flora that interferes in the retting of esparto grass in the experi-
mental conditions of this study, possesses scarce saccharolytic properties.

Aspects of their action are discussed and it is concluded that there exist suf-
ficient reasons to suppose that the fermentation of esparto-grass takes place by
a process different to that of other textile fibres hitherto studied. '
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LABORATORIO DE LA GRANJA ESCUELA DE AGRICULTURA DE CALDAS
i DE MONTBUY (BARCELONA)

FUSARIUM SP. SOBRE VICIiA FABA (*)

Camilo Torras Casals.

CARACTERES EXTERNOS DE LA ENFERMEDAD

Empezé a notarse en la primavera de 1948, en los campos sembrados de
Vicia faba que algunas plantas presentaban aspecto clorético con un cre-
cimiento débil, presentando rodales casi definidos; en las hojas aparecian uras
manchas oscuras. La sraiz presentaba los nédulos, propios de las leguminosas,
totalmente destruidos, como en estado de putrefaccién y sus bacterias no apa-
recian haciendo «frotis» sobre el porta objetos. En la regién del cuello de la
planta aparecia una parte necrosada, en su zona cortical, pero que podia in-
vadir, dicha necrosis, el cilindro central en los casos graves. Nuestro material pro-
viene de varios campos de la Granja Escuela de Agricultura de Caldas de Mont-
buy, de varios campos de la com~orco, y de una muestra enviada desde Pollensa
{Mallorca).

TOMA DE MATERIAL EN EL CAMPO .

Arrancdbamos la planta de Vicia faba, con cepellén, colocdndolo
todo dentro de un recipiente de cristal de boca ancha, que se tapaba con un
cristalizador; todo se habia esterilizado previamente en autoclave. Una vez en
el laboratorio, con unas pinzas y un escalpelo estériles, se extraian partes de
la planta que presentaran lesiones ocasionadas por la enfermedad y se repar-
tia en frascos de Erlenmeyer, con unos centimetros cibicos de agua destilada,
también esterilizados en autoclave; de éstos es de donde procedian nuestras
siembras para el estudio; el agua destilada evita se sequen los érganos vege-
tales.

CULTIVOS IN VITRO

Pequenas porciones, de las que se guardaban en los ya mencionados fras-
cos de Erlenmeyer, eran sumergidas en caldo de zanahoria, con un 2 por 100

(*y Comunicacién presentada en la Seceion de Barcelona de la 8. M. E.
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de sacarosa; en cuanto el liquido presentaba enturbiamiento, se sembré a par-
fir de aqui, sobre una cépsula de Petri con el mismo medio de zanahoria ge-
latinado, en donde aparecieron unas colonias blancas de las que ya se pudie-
ron observar conidios tabicados. A continuacién pasamos a describir el micro-
organismo segin un orden establecido por George Smith en su obra.

- DESCRIPCION

Rapidez de crecimiento.—En catorce dias consiguié la colonia los 9 cms. de
didmetro, con los bordes ondulados.

Color: Blanco algodonoso en la superficie, aunque en un principio es inco-
lora; el reverso de la colonia, también se presenta blanco amarillento y queda
bastante incrustada en el medio sélido. Cuando la colonia es muy vieja oscu-
rece hasta quedar gris y casi negro.

El medio de zanahoria acostumbra a oscurecer con el tiempo; en otros no
varia.

Forma de la superficie de la colonia: Primero es muy llana, pero luego apa-
recen diversos fendmenos; asi, al cabo de dos semanas, se ven unos pequefios
tubérculos que identificamos como esporodoquios; donde los pudimos ver me-
jor fué en cultivo, sobre un trozo de zanahoria humedecida con su mismo jugo;
primero, la superficie era reluciente, como grasienta, y mds tarde aparecian
unos granulos blanquecinos, que no eran otra cosa que esporodoquios.

Si de un medio liquido se toma, con el asa, una pequeia cantidad para
sembrar un tubo inclinado de Agar-Brown, forma unas colonias pequefas circu-
lorés, muy parecidas a las colonias de bacterias. Sembrando, en cambio, una
pequefia porcién de micelio sin esporas, aparecen colonias que se ve claramente
que son de un hongo hifal y la produccién de esporas tarda un tiempo varia-
ble en tener lugar. ‘

Olor: Todos los cultivos acusan un ligero olor a moho, en todas las edades.
de cultivo.

Transpiracién: Es muy escaso el liquido transpirado por nuestros cultivos, -la
formacién de gotas es casi nula.

Caracteres microscopicos.

Diferencia entre las hifas aéreas y las sumergidas: Las primeras parecen te-
ner las paredes mds gruesas, pero a veces es tan escasa esta diferencia que
casi no debe anotarse ¢como dato diferencial. Lo que si es una caracteristica
importante es el micelio sumergido, que sélo da esporas, mientras que el mi-
celio aéreo produce conidiéforos y esporas. ‘

El micelio, en medio liquido, forma una capa de un tejido compacto de hi-
fas; en cuanto envejece aparecen los esporodoquios y los conidios.
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Formas y dimensiones de los’ conidios: Hemos de distinguir, ademés de las
esporas, los macroconidios y los microconidios. Los primeros son de unas dimen-
siones de 40 a 60w de longitud por 10u de anchura, falcados, terminados en pun-
ta por ambos extremos, tipicamente tabicados; pero el nimero de celdas en que
los dividen estos tabiques no es constante; hemos llegado a contar un maximo
de seis; son incoloros, pero se tifien bien por la violeta de genciana al 2 por 100,
y los viejos se deforman y se transforman en hialinos; esto parece ser debido a
la formacién de clamidésporas, segin G. Smith; pero en muchos casos supone-
mos que sélo se frata de un envejecimiento del conidio. Es de hacer notar el
marcado dimorfismo que existe entre los conidios de un cultivo joven y los de
un cultivo viejo; mientras aquéllos afectan la forma tipica falcada (fig. 1) con

los extremos puntiagudos, los que proceden de un cultivo antiguo toman la for-

Fig. 1.—Conidios procedentes de un cultivo jo- Fig. 2.—Conidios separados del mismo cul-
ven, obtenido de una planta enferma. 250 aum. tivo de la fig. 1, tres semanas después. 250
(original). aum. (original).

ma de un embutido, casi rectos (figs. 2, 3 y 4), no terminados en punta, o por
lo menos, mucho mds achatada, apenas si admiten colorante (violeta de gen-
ciana), mientras que los de un cultivo reciente absorbian el colorante con tal
rapidez, que fué preciso diluirlo a mucho menos del 2 por 100 y dejarlo actuar
cierto tiempo, pues de ofra forma el conidio impregnado con tal cantidad de
colorante queda opaco, sin posibilidad de observar los tabiques.

Los microconidios son mds escasos que los macroconidios y de un tamafio al-
rededor de las 20u.; se colorean bien por la violeta de genciana y su forma no
es del todo constonte, generalmente piriformes. Nosotros sélo los pudimos ob-
servar en cultivos viejos.

'
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Cuando la produccién de esporas es muy grande se observa una pelicula
sobre el medio liquido, formada exclusivamente por esporas, o bien unos abul-
tamientos de apariencia pastosa, que creemos son «pionotes» de que nos habla
el ya mencionado George Smith.

CLASIFICACION DEL HONGO

Después de todas las caracteristicas, que con cierta minuciosidad acabamos
de estudiar, del hongo productor de la enfermedad de las habas, no nos cabe
la menor duda de que se trata de un organismo del género Fusarium, que
sus esporodoquios sitGan entre los Tubercularidceos, del orden de
los Hifales (Syllog. Fung. de Saccardo). Lo Unico que puede desorientar
es la formacién de «pionotes»; sobre este particuiar nos remitimos a la obra de
George Smith.

INOCULACIONES EXPERIMENTALES

De los cultivos de Fusarium sp., sobre zanahoria se han hecho inocu-
laciones sobre plantas j6venes de Vicia faba, por dos procedimientos: por
punciones en el cuello de la planta, mediante aguios enmangadas estériles, moja-
das en el liquido de cultivo (o en suspensién de esporas procedentes de cultivo
en Agar-Brown), o bien regando las macetas con el liquido de cultivo diluido
en agua destilada; en el segundo caso, los sintomas de la enfermedad apare-
cian con més rapidez y seguridad. Con el método de la aguja, la infeccion tam-
bién tenia lugar, pero con notable disminucién de virulencia, al menos en un
principic.

Dispusimos estiércol en cdpsulas de Petri, que se esterilizaban en autoclave
y se sembraban de Fusarium sp. En las macetas abonadas con este estiércol, un
90 por 100 de las plantas resultaron atacadas; de todo ello dedujimos que la
invasién de Fusarium sp. es radical, tal vez por los mismos nédulos de las bac-
terias radicicolas, cosa que nos dispusimos a comprebar, pero sin resultados con-
cluyentes por el momento.

ESTUDIO DE LAS LESIONES PRODUCIDAS SOBRE LA PLANTA HUESPED

Nos hemos servido, indistintamente, de plantas enfermas procedentes del
campo y de plantas inoculadas en el laboratorio; los efectos del Fusarium
eran los mismos en unas que en otras. Ya hemos indicado, al principio, los sin-
tomas de la enfermedad, que casi se localizan en la parte del vegetal enterra-
da, excepto las manchas de las hojas y el «enanismo» de los 6rganos aéreos.



de cultivo

Fig.
viejo. 250 aum,

Fig. 4—Microfotografia de conidios de cultivo
Fig. 8.—Reaccién oxiddsica tipica (diez dias). viejo. 250 aum.



Fig. 5—Planta enferma. inoculada con cultivo en jugo de zanahoria. (Véanse
las punciones en la region del cuello.)

Porcién de raiz principal de V. faba inoculada, con esporodoquios (x) visibles.

Fig. 6.
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Las raices mas delgadas mueren, los nédulos bacterianos, como ya hemos di-
cho, quedan necrosados, en algunos casos, sobre la raiz aparecen los espo-
rodoquios visibles (fig. 6), pero donde se puede estudiar mejor la naturaleza del
dafio es en la region del cuello de ia planta. Hemos practicado cortes a mano,
de dicha porte del vegetal, para hacer preparaciones, sin colorear, puesto que,
montadas en glicerina gelatinizada, ya quedaban lo suficientemente claras pora
su estudio (véase fig. 7); en la zona cambial, principalmente, se observan hifas
que se internan en los elementos vasculares préximos al cambium, o sea en los

Fig. 7—Corte longitudinal de la zona
cercana al cambium del cuello de una
| planta atacada.

vasos nuevos, las cuales estdn provistas de cortas ramificaciones laterales, cuya
funcién serd, seguramente, nutrir al hongo parésito de los jugos de la planta
huésped. Debe sefalarse el fuerte oscurecimiento que experimentan los ele-
mentos en contacto con el citado micelio, y las mismas hifas se presentan pardo-
oscuras; todo lo cual lo atribuimos al poder oxidante del Fusarium, que mds
adelante demostraremos.

INVESTIGAC!ONES BIOQUIMICAS

Se han realizado en los cultivos in vitro la determinacion de oxidasas
y la produccién de glucdsidos que brevemente vamos o exponer.

Ensayo de la oxidasa.—El oscurecimiento més arriba apuntado de la por-
cién de planta directamente afectada por el hongo nos hizo sospechar de la
produccién de fermentos capaces de oxidar algunas sustancias. Para investigar
esto seguimos el método de Bavendamm en su trabajo «Uber das vorkommen
und den nachweis von Oxydasen bei Holzzerstérenden Pilzen» Ztschr. f. Plan-
zenkrank 1928), que es como sigue: Se prepara un medio de cultivo con las
siguientes sustancias:
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......... 1,5

Maltosa ... e e e

Agar-Agar ... ... e e e 2,0
Acido gdlico... ... ... o 0,5
Agua destilada ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 1000

Todo ello en autoclave a 120° C. durante veinte minutos y distribuido en tu-
bos inclinados o en capsulas de Petri; y se sembré con una pequefia porcion de
micelio (véase figura 8); el medio tiene color ambarino didfano, a las veinticua-
tro horas; alrededor del micelio transportado aparece una aureola pardo-oscura
y al cabo de unos ocho o diez dias se oscurece el resto del substratum, dejando
una zona clara en las proximidades de la aureola antes mencionada; este fené-
meno es debido a que para producir oxidasas es necesaria cierta abundancia
de hifas; si no es asi, 0 no se producen o la cantidad es tan infima que es in-
suficiente para presentor reaccion; por tanto, el micelio debe tener un grado de
ramificacion abundante.

Formacién de Glucésidos.—En. la obra que dirigié Lafar, «Handbuch der
Technischen Mycologie», se habla de la produccién de glucésidos por algunos
microorganismos, y se nos ofrecié la posibilidad de que nuestro Fusarium
podia ser uno de ellos; no menciona dicha obra el «modus oﬁercmdi» para lle-
var a cabo dicha investigacién y no conociamos de momento ninguno, y se pro-
cedié como sigue: ,

Témese un cultivo viejo del hongo en un medio sintético y que no contenga
sacarosa (esto es, para que no exista algin glucdésido en un medio vegetal y,
ademds, se sabe que la sacarosa se comporta como un glucésido en las reaccio-
nes quimicas), y las operaciones a realizar, serdn segin el siguiente esquema:

Eliminar el azd-

car con fenilhi-

dracina forman-
do osazona

Filtrar .
0
centrifugar

Hervir con CIH

diluido para des-

doblar el glucé-
sido

Comprobar si es
reducido el licor

de Fehling

El Fusarium fué cultivado en el medio Brown (Glucosa, 2 gr.; aspara-
gina, 2 gr.; K, PO,, 1,25 gr.; Mg SO,, 0,75 gr.; agua, 1 litro) y este cultivo {vie-
jo) fué disuelto en dos veces-su volumen de agua destilada y filirado. Tratado
con un exceso de Felilhidracina acética dié los cristales de glucosazona, que-
dando eliminada la glucosa del medio; después de filtrar se hirvié con CIH di-
luido, para desdoblar el presunto glucédsido en un azdcar y un alcohol, fenol,
etc.; identificando luego [t presencia de dicho azicar indicard la existencia de
un glucésido. Nuestro caso nos dié una ligera reaccién positiva, -reduciendo, en
parte, al licor de Fehlig, con parte del liquido filtrado sin hervir con CIH diluido
y no se redujo el licor de Fehling.
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RESUMEN Y CONCLUSIONES

l. Se puede asegurar que el parasito de V. Faba es un Deuteromice-
to hifal del género Fusarium, que presenta en sus érganos de reproduccion
los modalidades de macroconidio, migroconidio y espora.

Il.  Trasladando, con el asa de platino, esporas en un medio estéril, pasa
mucho tiempo hasta que éstas se reproducen sin formacién de micelio y a su vez,
trasladando micelio, tarda algin tiempo en producir esporas.

Ill.  Existe un marcado dimorfismo entre los conidios de un cultivo joven y
los de un cultivo viejo, asi como cuanto mayor sea la edad del cultivo, los coni-
dios se colorean mas dificilmente, o sea: El poder de coloracién de los conidios
es inversamente proporcional a la edad del cultivo.

IV. Inoculondo cultives en Vicia faba reproduce la enfermedad y
parece ser el aparato radicular el mds vulnerable. El estiércol puede ser un me-
dio de difusién de la plaga.

V. Produce oxidasas, que se hacen patentes en cultivos que contienen écido
gdlico, asi como indicios de glucésidos en medios de cultivo sintéticos.

SUMMARY AND CONCLUSIONS

1. It may be affirmed that the parasite of V. faba is a hyphal Deute-
romycete of the species Fusarium that shows in its organs of reproduc-
tion macroconydian, microconydian and spore modalities.

2. If with a platinum handle we place spores in steril medium, a long time
is required until they reproduce themselves without mycele formation, and if we
transfer mycele a long interval is necessary to produce spores.

3. There exists a nctable dimorphism between the conydes of a young cul-
ture and of an old one. The older the culture is, the more difficult it is to stain
the conydes, that is to say: the colouring power of the conydes is inversely pro-
portional to the age of the culture.

4. When cultures are inoculated in V. faba, the infection is reproduced
and the most vulnerable seems to be the radicular apparatus. Manure may be
- the means of difusion of the plague.

5. Oxidases are produced that may be seen in cultures containing gallic
acid, as well as traces of glucosides in synthetic culture-media.
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EL FACTOR DE TRANSFORMACION MOHO-BACTERIA

A. Socias y G. Sierra.

Publicamos en 1949 que unas estirpes de Aspergillus amstelo-
dami y Asp. penicilloides las transformdbamos, en un medio de
cultivo determinado, en Bacillus y Micrococcus (11).

Nos interesa grandemente determinar con la exactitud posible cudl o cudles
son los factores de nutricién capaces de llevar a cabo tal transformacién in
vitro. En la citada comunicacién exponiamos los medios usados a base de
pectinas extraidas del albedo de la toronja er las condiciones que detalla-
bamos. El medio usado era preparado principalmente con pectato célcico. En
consecuencia, haciamos unas consideraciones sobre la naturaleza quimica de tal
sustancia.

Para comenzar el estudio analitico del medio usado, y por no considerar
puro nuestro preparado de pectina, ensayamos una del comercio —Ila Novo-
pectina (Prodesa) de pH 7—. De ella obtuvimos un pectato célcico que utiliza-
mos en sustitucién del de foronja. Pues bien, con este pectato no conseguimos la
transformacién.

Ensayamos ofre producto de naturaleza péctica de origen distinto y a este
fin lo preparamos del esparto, segin la siguiente férmula:

Se cortan 250 gramos de esparto en trozos. Se sumergen en un litro de agua
y se dejan a la temperatura ambiente —25 grados C.— durante seis dias, a fin
de que sufran una especie de enriado. Al cabo de este tiempo se llevan a ebu-
llicién durante tres o cuatro horas. Se decantan los trozos de esparto y se su-
mergen en un litro de hidréoxido sédico al 4 por 100. Se deja unos dias a la
temperatura ambiente y luego se hierve durante una hora. Se mezclan los dos
extractos y se acidifican a pH 3 con dcido acético. Se le afiade un volumen
igual de aleohol etilico de 95 grados y da un precipitado que es tratado con
acido sulfurico al 1 por 100 durante media hora a 120 grados C. Se filtra y se
neutraliza.

Al medio de Czapek sélido afiadimos el exiracto anterior y en él sembra-
mos las conidias de los Asp. citados, dejando que crezcan o 27 grados
centigrados. Al mes, ya estd bien desarrollado el micelio y las conidias maduras.
Estas son sembradas en agar comin, y se produjo la transformacién. ’
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A fin de analizar cudl es el factor determinante de esta transformacion, pre-
paramos el medio anterior ‘con y sin azicar —-glucosa al 1T por 100—, que
habiamos afadido al medio de Czapek. No-le afiadimos agar para solidifi-
carlo. En este medio sembramos en superficie del liquido las conidias proce-
dentes de Czapek maltosa y lo incubamos a 27 grados C. Una vez bien des-
arrollado el fieltro miceliar y con las conidias maduras, afadimos una tercera
parte de caldo comUn al mismo medio e invertimos el fieltro de hifas, a fin de
que las conidias quedasen sumergidas en el medio, y se llevé a 37 grados C. En
los tubos con glucosa se di6 la transformacién; en los que no la tenian no se
produce.

De esto dedujimos que los factores estén relacionados o con una pectina
o una sustancia homéloga y la glucosa como elementos preparadores, y el cal-
do comin como determinante.

Teniendo en cuenta que las pectinas que han dado resultados positivos
pueden contener impurezas o elementos de su hidrélisis y siendo los mds fre-
cuentes de éstos las pentosas, en especial la xilosa y la arabinosa, hicimos, en
consecuencia, pruebas de estos azlcares, que afadiamos a la solucién salina
de Czapek, y en tal medio sembrabamos los Asp. en las condiciones tantas
veces repetidas. Ninguno de estos dos azicares nos dié la transformacion.

Siguiendo en el criterio de que podian ser sustancias que impurificaban las
pectinas hicimos una extraccién tal que las tuviese en gran abundancia, como
sigue:

El albedo de la toronja es extraido con alcohol de 96 grados por sucesivas
ebulliciones. El extracto es destilado en bafio de vapor hasta consistencia siru-
posa. Este jarabe, de color rojizo y reaccién dcida, contiene todos los compo-
nentes solubles en este disolvente: grasas, azlcares, colorantes, dcidos, etcé-
tera. Una vez neutralizado este extracto, lo utilizamos para la prueba de trans-
formacién y segin las condiciones y procedimientos ya indicados en los otros
€asos.

En este medio conseguimos la transformacién, pero en un porcentaje muy
bajo (10 por 100). De aqui dedujimos que no eran precisamente las. impurezas
las que preparaban al moho para su transformacién, ya que el porcentaje ob-
tenido con las pectinas mds o menos lavadas es mucho mayor, y, por consi-
guiente, si hubiesen sido tales impurezas, cuando menos, nos tenian que haber
dado un porcentaje igual.

Con todas estas pruebas llegamos a la conclusién de que los factores de la
transformacién estdn intimamente relacionados con las pectinas vy aln
més con cierto tipo de pectinas, con la glucosa —y es posible
que con ofros azlUcares— como factores determinantes de un metabolismo es-
pecial de los mohos, que los pone en condiciones de transformarse en cuanto
son resembrados en agar o en caldo comdn.

Es sabido que las pectinas son polimeros de dcidos urdnicos, y en conse-
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cuencia, investigamos si bastaba la presencia de éstos para llevar a cabo la
transformacién. A este efecto utilizamos el dcido glucurénico y galacturénico
por separado, y no obtuvimos resultado alguno.

i{Qué hay, pues, en las pectinas obtenidas de la toronja y del esparto que
son capaces de preparar a los Aspergillus para la transformacién?

La circunstancia de que el pectato célcico obtenido de’la Novopectina «Pro-
desa» no diese la transformacién, nos hizo pensar en la especificidad
de cierta sustancia péctica. ‘ ,

Analizando el spectato célcico, que por primera vez nos dié la transforma-
cién de los Aspergillus en él crecidos, vimos que se trata de pecti-
nato cdlcico y no de pectato, como creiamos, puesto que en él comoro-
bamos la presencia de grupos — CH, del siguiente modo:

El pectato cdlcico, antes del secado, fué liberado de iones metdlicos con
solucién alcohélica acidificada. Lavado y filirado y en solucién al 1 por 100 se
lleva a cabo el método Denigés (4). .

La presencia en la molécula de grupos metilo —procedentes de la esferifi-
cacion de algunos grupos —COOH, de la molécula gigante caracterictica de
las sustancias pécticas, por alcohol metilico— nos hizo pensar que la trans-
formacién estaba relacionada especificamente con

los pectinatos.

Creemos oportuno resefiar algunas consideraciones de orden quimico sobre
los diferentes tipos de sustancias pécticas conocidas bajo el nombre comin de
pectinas.

Sobre su estructura sélo en época reciente se ha conseguido una visién, gra-
cias a las investigaciones de Félix Ehrlich, K. Link, asi como de Henglein y G. G.
Schneider. Las determinaciones del peso molecular de las pectinas sefialan para
éstas un peso molecular muy elevado, que puede alcanzar hasta 250.000.

En realidad existen diferentes tipos de pectinas, pero en todas ellas, como
sabemos, el componente fundamental es el dcido anhidrogalacturénico, cuyas
moléculas estdn unidas entre si por puentes de oxigeno, formando largas cade-

nas filiformes.

HO02 HO0D HO H
a 0
0 H
-0 H 0 H H 0—-
0
HOO0D HO H H009
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Las moléculas de dacido anhidrogalacturénico que entran en la composicion
de las pectinas son del tipo de la piranosa y pueden tener sus grupos —COOH
esterificados por alcokiol metilico, en parte o totalmente.

Y como en el conjunto de la gran molécula de pectina el nimero de grupos
carboxilos esterificados puede variar segin el grado de esterificacién, también
variard la pectina, presentando diferentes propiedades fisicoquimicas.

La existencia de grupos metilo puede ser puesta en evidencia, ya que
fécilmente los grupos metilos se separan de las pectinas por tratamiento con
dlealis diluidos. Con este fundamento, T. von Fellemberg (5) determina los gru-
pos metilo directamente sobre la pectina, evaluados en tanto por ciento de me-
toxilo; primero saponifica con solucion de hidréxido sédico al 2 por 100 y el
alcohol metilico liberado lo transforma en éter por tratamiento con écido sul-
forico al 72 por 100.

Asi, pues, las pectinas se caracterizan por su grado de esterificacién estima-
do en metoxilos y por su contenido en dcido galacturénico.

La pectina bruta contiene: Pentanos, galactanos y ofros poliurénidos, pero
éstos pueden eliminarse por diferentes métodos.

Las pectinas de diferentes origenes difieren en varios propiedades.
Schneider y Bock (10) achacan estas variaciones a diferencias en el tamafo mo-
lecular, al grado de esterificaciéon de los grupos carboxilo y a las cantidades y
tipos de los poliurénidos que las acompanan. )

Las pectinas dan reticcion acida debido a la presencia de grupos —COOH
libres, ya que, como dijimos, no todos estdn esterificados por metanol; por ello
el pH de sus soluciones acuosas varia segin el nimero de grupos carboxilos li-
bres. En algunas determinaciones de pH efectuadas en pectinas se hallaron vo-
lores que oscilaron entre 2,7 y 5,0 empleando disoluciones acuosas al 1 por 100.

Henglein (6) ha observado que las pectinas, cuando se encuentran libres en
solucién (frutos y extractos), tienen una moyovr proporcién de grupos metilos es-
terificando aquellas en las paredes celulares de las plantas. Esto indica que los
grupos carboxilos libres actban como puentes entre la cadena de pectina y pro-
bablemente los grupos carboxilos de otros constituyentes de las paredes celu-
lares como celulosas, arabanos, galactanos, etc.

Los cationes divalentes tales como Ca, Mg, etc., pueden retener dos gru-
pos carboxilos unidos por uniones i6nicas de una manera similar o la conducta

(——COO\C )
— o0,/

de aquellos en los silicatos complejos. De esta menera, el formarse la sal cal-
cica, el ndmero de grupos ligados aumenta o, lo que es lo mismo, aumenta el
ndmero de grupos carboxilos no esterificados; por ello las pectinas dificilmente
solubles —geles cdlcicos o 4cidos— es de esperar que tengan solamente un
pequefio contenido de grupos —CH,, como parece ser el caso.
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Diferentes tipos de sustancias pécticas.—Llas conside-
raciones anteriores hacen entrever varios tipos de sustancias pécficos, que tenien-
do todas comin el componente 4cido galacturénico presentan diferentes propie-
dades.

El término pectina, se aplica a.la sustancia pectinica, ya aislada de
la planta en forma soluble —preparada para el comercio— y de contenido en
grupos estermetilicos variables, segin su procedencia

la expresién dcido pectinico y pectinatos es usada
para los 4cidos poligalacturénicos y sus sales, conteniendo una proporcién -apre-
ciable de grupos metilos esterificando.

Los acidos pectinicos, bajo condiciones apropiadas, son capaces de formar
geles con azicares y dcidos. Si es baje el contenido en metoxilos forma tam-
bien geles con ciertos iones metélicos; las sales de los écidos pectinicos son nor-
males o pectinatos dcidos.

El 4cido pectinico se encuentra como componente de la profopecting, es
decir, estd presente en la planta junto con arabanos y otros poliurénidos, de
tal forma que el mayor porcentaje de grupos metilo contenidos en una sustan-
cia pectinica procedente de una determinada planta, lo tendremos en la pec-
tina. Por ligera saponificacién de la pectina —que puede hacerse por cual-
quiera de los tres catalizadores saponificantes: acido, base o pectin-estearasa—
se puede obtener dcido pectinico o pectinatos, segin que después de esta lige-

ra sapinificacién se trate con dcido —formacién de gel de dcido pectinico— o

con alcohol o solucién célcica para el pectinato. “Es necesaria esta ligera
desesterificacién, puesto que con ella sélo hemos de dejar libres algunos gru-
pos —COOH dejando un porcentaje metilado; han de quedar algunos —COOH
libres de metilos para poder formar las sales insolubles o el gel del 4cido pec-
tinico

El 4cido pectinico totalmente saponificado, por tanto, libre
de grupos metilos esterificando o sus sales totalmente saponificadas, responden
al término 4cido péctico y pectatos.

Teniendo en cuenta la diferenciacién fundamental entre dcido péctico
—Ilibre de grupos estermetilicos— y dcido pectinico —conteniendo grupos ester-
metilicos—, veamos la diferencia preparativa entre el método de W. E. Baier (1)
para obtener écido péctico y pectatos de pectinas procedentes de frutos del
género Citrus, y el de R. M. McCready (9) para obtener écido pectinico. La di-
ferencia estriba en que el primero saponifica la pectina con hidréxido sédico y
el segundo con amoniaco; saponificacién total y parcial, respectivamente.

Podemos resumir lo dicho sobre la preparacién de sustancios pectinicas y
pécticas partiendo del material pectinico contenido en la planta en la forma pro-
topectina, con el esquema general:

'
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H,0
PROTOPECTINA (I:) PECTINA  ~————— {lcali caliente —5—
alcali OH NH,
frio |
Pectinato NHy Productos de
degradacién. -
Ca--
PECTINATO - Ca
dleali |
rio_ PECTATO ‘ N
(no fibroso) Acido PECTINICO.
1 B dleali
alcali (H-)

rectaTo () Adido PECTICO
(ﬁ])roso)

Habiendo admitido por la fuerza de las experiencias expuestas que la
transformacién del Aspergillus estd intimamente ligada a las pectinas
y nuestra sospecha de que mds concretamente lo estuviese a las sustan-
tancias pectinicas, nos propusimos preparar pectinas de frutos del
género Citrus, de alta pureza y elevado contenido en grupos —CH,, y a oartir
de ellos obtener pectinatos y pectatos y efectuar con ellos la prueba bioldgica
en las mismas condiciones que hemos descrito y con ello concretar el factor de-
terminante de la transformacion.

Lo manera mds ventajosa de aislar las sustancias pectinicas es siempre una
prolongada ebullicion de las partes vegetales con agua. El calentamiente con
agua bajo presién acelera la extraccion, pero en este caso la pectina, que en
principio se habia disuelto, se encuentra muy desdoblada. Mucho mas répida-
mente entra la pectina en disolucién calentando con dcidos diluidos, pero, in-
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cluso los dcidos orgdnicos, obran aqui produciendo un fuerte desdoblamiento
de la sustancia primitiva. No obstante, Bourquelot y Herissey (2) extraen la pec-
tina con agua a 110-125° C y bastante més recientemente K. P. Link y R. Ned-
don (8) obtienen pectina por extraccion écida.

Teniendo en cuenta las mejores condiciones para nuestros propésitos, efec-
tuamos la siguiente técnica: )

Utilizamos como materia de partida 275 grs. de albedo de toronja desme-
nuzado. Dicha cantidad es tratada con agua a la temperatura ambiente con
agitaciones de cuando en cuando y renovando el agua varias veces, hasta que
ésta no tome color por el contacto prolongado con el material — esto sucede
al cuarto tfratamiento—.

A confinuacién se hierve a reflujo la materia prima repetidas veces con al-
cohol y posteriormente con éter. Con ello hemos separado todos los componen-
tes solubles en estos disolventes, como colorantes, grasas, azicares, dcidos, etc.
Después de este tratamiento, el material queda completamente blanco.

El albedo asi preparado sirve para la obtencién de la cantidad principal
de pectina.

Entonces se hierve dicho material, cinco o seis veces, durante dos horas.
cada vez, con diez veces aproximadamente su cantidad de agua, con lo que
se consigue que la pectina se disuelva. Los extractos se rednen, se filtran y cla-
rifican —con tierra adsorbente— y se evaporan a sequedad muy lentamente.
utilizando bafo de vapor. La pectina obtenida de este. modo tiene un color
pardoclaro y estd constituida fundamentalmente por una mezcla de arabanos
y é4cido pectinico, conteniendo también pequenas cantidades de sales cdlcico-
mdgnésicas, azlcares y dcidos. La pectina obtenida se seca a 37° C.; una vez
seca, se pulveriza.

Siguiendo el proceso descrito hemos obtenido una pectina
comercial con demasiadas impurezas parc nuestras exigencias.

El arabdn se extrae hirviendo con alcohol al 70 por 100 durante diez ho-
ras a reflujo, segin procedimiento de G. H. Beaben y E. L. Hirst (3).

Teniendo en cuenta las mejores condiciones de purificacién de las pectinas,
estudiadas recientemente por Lampitt, Moneg, Judge y Ure (7), una disolucion
acuosa de esta pectina se dializa a través de membrana de celofan, precipi-
tando la pectina de la dis. acuosa por alcohol al 70 por 100, con lo cual se
han eliminado completamente azicares, dcidos, etc., junto con las sales inor-
génicas, ya que la pectina precipitada, al ser calcinada, no deja residuos apre-
ciables. Podemos, pues, considerar a este gel como dcido pectinico suficiente-
mente puro.

Una disolucién acuosa al 1 por 100 de este gel pectinico secado tiene
un pH. de 5; no precipita con las sales de calcio, ni forma gel con los dcidos;
propiedades todas ellas que nos indican el elevado contenido de grupos -CH,
esterificando los grupos -COOH de la pectina preparada.
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Partiendo de esta pectina, preparamos soluciones de pectinato y pectato
sédico al 1 por 100.

Para la preparacién de la solucién de pectinato sédico de elevado conte-
nido en grupos metoxilos es suficiente con neutralizar una sol. al 1 por 100
del dacido pectinico —pH. 5— con unas gotas de sosa diluida.

Para la preparacion de lo solucién de pectato sédico seguimos el camino
siguiente:

1,5 grs. de la pectina preparada se disuelven en 100 c. c. de agua hir-
viente; una vez frio, se saponifica con 15 c. ¢. de sosa N/2 durante una no-
che; a continuacién se caliente a 60° C. en bafo de agua, con lo cual la so-
ponificacién es completa. Esta solucién se vierte sobre dcido sulfdrico (dil), y
el gel formado de dcido péctico se separa de las aguas dcidas por filtracién
y se lava repetidas veces con agua acidulada. Se seca a 37° C.

Una vez seco, se hace la disolucién al 1 per 100 y se procede o la neu-
tralizacién exactamente igual que para la preparacién del pectinato

Con estas soluciones, pectinato sédico y pectato sédico, se preparan los
siguientes medios de cultivo:

1) Pectato sédico.
Agar com0n.

2) Pectato sédico.
" Glucosa.
Agar comuin.

31 Pectinato sédico.
Agar comuin.

4) Pectinato sédico.
Glucosa. .
Agar comin

Se reparten en suficientes tubos para cada medio, se inclinan, se siembran
los Asp. vy se dejan crecer a 37° C.

A los tres meses, aproximadamente, de desarrollado y madurd el moho,
las conidias procedentes de estos medios se resiembran en agar comdn.

De los cuatro medios vutilizados, Unicamente han
dado la transformacién las conidias procedentes del
medio cuatro y en un porcentaje de 95 por 100.:
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RESUMEN

aj El agente causante de la transformacién moho-bacteria es el pectinato,
ya que el pectato, en idénticas condiciones, no dié la transformacién. La diferen-
cia fundamental entre un pectinato y un pectato no es mds que ser el primero
un derivado metilado del segundo. Al no producir el pectato la transformacion,
la accién del pectinato hay que atribuirla a la existencia de grupos metilo.
- b)  El pectinato actia a través de la glucosa.
c) Estos factores preparan el Aspergillus pdra la transformacién,
pero luego ésta se da sobre el agar comdn a 37°.

SUMMARY

a) The agent which produces the mold-bacteria transformation is the vec-
tinate, as the psctate in identical conditions did not produce the transformation.
The fundamental difference between a pectinate and a pectate consists in the
fact that the former is a methyl derivate of the latter. As the pectate does not
cause the transformation, the action of the pectinate must be attributed to the
presence of methyl groups.

b) The pectinate acts through glucose. )

c) These factors prepare the Aspergillus for the transformation, but
ofterwards the fransformation takes place on common agar at 37° C.
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INSTITUTO “JAIME FERRAN”, DE MICROBIOLOGIA
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DE LA METILACION ORGANICA COMO FACTOR DE TRANSFOR-
MACION MOHO-BACTERIA Y SU PAPEL EN LA ETIOLOGIA
‘ MICROBIANA DEL TRACOMA

A. Socias.

Segin hemos dicho en nuestros trabajos sobre la epidemiologia del traco-
ma, y en especial hemos resumido en una reciente comunicacién (6), durante
afos, baséndonos en los datos aportados por tales estudios epidemiolégicos,
sstuvimos ante la expectativa de que muy posiblemente el agente etiolégico de
lo enfermedad podia estar intimamente relacionado con los mohos.

En una publicacién del afio 1950 (5) estudiamos los microorganismos que
se pueden obtener, segin los métodos clasicos del laboratorio, de las siembras
del contenido patolégico de las granulaciones de una conjuntiva tracomatosa
Entre estos organismos erncontramos, en efecto, un moho que resulta ser el As-
pergillus amstelodami o su forma imperfecta el Asp. peni -
cilloides. '

En oftra comunicacion anterior —1944 (3)— dimos a conocer la existencia
en los cortes y frotis de tales granulaciones de unas células que hasta entonces
todos los autores las closificaban como pertenecientes a los tejidos humanos vy,
en particular, a los que suelen encontrarse en los granulomas o en las forma-
ciones de naturaleza linfoide, al menos en su origen. Nosotros, en cambio, las
interpretamos como correspondientes al pardsito. Consideramos que la natura-
leza del pardsito corresponde a la de los Fungi.

Posteriormente, en 1950 (8), hemos publicado un trabajo scbre histologia
de tales lesiones tracomatosas, y en todas ellas encontramos unas células co-
rrespondientes a las del anterior estudio, las cuales, mediante un procedimien-
to de tincién, se demuestra que son de naturaleza micésica y no correspon-
dientes a las células de la conjuntiva normal o patolégica. En un caso especial
no cabe lugar o duda sobre esta afirmacién. Ademds, estas formas a modo de
pseudo-células-conjuntivales que se observan son de tal pleomorfismo que nos
ilustraron grandemente para generalizar nuestra afirmacién y servirnos de guia
en nuestras investigaciones.. '

De! estudio de la microbiologia de tales lesiones aislamos varios tipos de
microorganismos bacterianos (5), y por el pleomorfismo antes indicado llego-
mos a la hipétesis de que en las lesiones tracomatosas existia un Aspergillus
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capaz de dar lugar a formas bacterianas, constituyendo en conjunto un ciclo
vital pleomérfico.

Para poder demostrar que esta teoria era cierta nos era preciso el conse-
guir, in vitro, la transformacién moho-bacteria. Esto lo conseguimos y pu-
blicamos en nuestro trabajo: «Un hongo se convierte en bacteria» (4), en 1949.
Los mohos dichos —aislados de lesiones tracomatosas en el medio que indicd-
bamos— los transformamos en tipos bacterianos, posiblemente del género Ba-
cillus y Micrococcus; correspondiendo tfotamente estas bacterias a las que ob-
teniamos en las siembras de los productos de la expresién de las granulacio-
nes tracomatosas dadas a conocer en la publicocion citada (5).

El factor que causaba esta transformacién deciamos (4) que era un pectato
cdlcico, extraido del albedo de la toronja

Ultimamente, y en colaboracién con G. Sierra (9), hemos estudiado la na-
turaleza de tal factor de transformaciéon Nuestras conclusiones han sido que el
factor radicaba en pectinatos, cuya diferencia con los pectatos estriba en los
grupos metilos y que era necesaria la glucosa. para su actuacién. Esta combina-
<ién prepara los mohos para que en cuanto son resembrados sobre agar o-cal-
do de infusién de carne se produzca la transformacion moho-bacteria.

Después de lo dicho surge la pregunta: (Qué papel desempefian los radica-
les metilo en la transformacién? ;Actlan ellos por si mismos o combinados en
las pectinas?

Ofra vez los estudios epidemiolégicos sobre la endemia fracomatosa nos
ayudardn. Estre los factores que pusimos de monifiesto como causantes de la
enfermedad figuraban: o) las manipulaciones del esparto enriado (2); b) las la-
bores del cultivo intensivo en la horticultura (1), y ¢) el oficic caficero, con ca-
fAas més o menos enmohecidas (1). »

Del esparto, vemos en la publicacion citada (9) que podiamos extraer un pec-
tinato capaz de producir la transformacién. En las cafas, es sabido que las po-
redes, y en especial la cementacion intercelular de los tejidos vegetales, es a ba-
se de hemicelulosas y pectinas —existe, pues, el mismo factor de transforma-
cién—, sélo falta que estén atacadas por el moho en cuestion, lo que ya indica-
bamos en nuestro estudio de este factor epidémico (1). En el oficio de horticultor
el labrador estd en continyo contacto con la' tierra, que tiene un gran contenido
de humus, procedente en gran parte de la desintegacién de sustancias vegetales
y en donde quedan durante mucho tiempo gran cantidad de pectinas y sustan-
cias parecidas sin sufrir hidrélisis més profundas. Légico es, pues, considerar que
existan los factores de transformacion. ‘

Asi, pues, los tres factores epidémicos citados quedan explicados, en su ac-
tuacién como agentes del tracoma, con todos los datos hasta aqui aportados
como posibles reservorios del moho: Asp. amstelodami y de los fac-
tores capaces de transformarlo en bacteria.
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Entre los factores epidémicos se nos escapa uno, muy caracteristico y bien
definido, que es el oficio pescador. De momento no encontrdbcmos
en &l relacién aguna con' lo hasta aqui expuesto. No cabe duda que sobre el
pescado y sus residuos puede crecer en el clima adecuado el Aspergillus;
mas no ‘sabemos que existan pectinas en el pescado, ni productos parecidos.

Estudiando la naturaleza del pescado fresco o en descomposicion a través
de horas y dias después de muerto, podemos encontrar algo relacionado con la
metilacion.

Los animales, como un fotal, pueden dividirse en tres grupos, segin la ma-
nera de excretar el nitrégeno: en amoniaco, urea o dcido Urico. Segin esto,
pueden dividirse en: anmonotélicos, ureotélicos y uricotélicos. El procedimiento
empleado, en general, depende de la cantidad de agua que tiene a su dispo-
sicién. Los que pueden disponer de mucha agua pueden llevar a cabo la excre-
cién amoniacal; los que poca, lo hacen en forma de ureq, y los que menos, en
Grico. De aqui que los que viven en. el agua puedan hacerlo segin el primer
procedimiento.

Los peces, en general, podemos dividirlos en dos grandes clases: los teleds-
teos o peces con huesos, y los elasmobranquios o peces cartilaginosos.

En los teledsteos de agua dulce el amoniaco escapa facilmente de sus teji-
dos a través de la orina. En cambio, en los teledsteos marinos, esto presenta mas
dificultades. La membrana de las agallas y las mucosas de la boca son aprecia-
blemente ‘permeables al agua, como lo son en los de agua dulce. Pero el agua
del mar contiene 3 por 100 de sales, mientras que la dulce sélo el 1 por 100,
que es también la concentracién en la sangre. Por consiguiente, la corriente no
es de fuera a dentro del cuerpo del pez, sino que al revés, y, por tanto, los
peces marinos teledsteos, a pesar de estar en el agua, podriamos decir que
tienen escaso aporte de ella.

Homer Smith estudié la excrecién del nitrégeno en los peces marinos teleds-
teos, y vié que casi las 3/4 partes del amoniaco es excretado como tal a través
de las agallas y el 1/3 que queda lo es bajo la forma de éxido de trimetila.
mina. En los elasmobranquios marinos, el proceso es distinto. Estos retienen en
su cuerpo grandes cantidades de urea, debido-a que las agallas son impermea-
bles a ella. Asi, la urea es retenida en un 2 a 1,5 por 100 en la sangre. Asi,
son, pues ureotélicos; pero, lo mismo que los teledsteos, convierten una parte de
su amoniaco en éxido de trimetilomina.

En ciertos peces ‘marinos la excrecién del amoniaco.es, pues, en forma de
oxido de trimetilamina y en cantidad hasta del 50 por 100 del total. La forma-
cién de este producto puede llevarse a cabo mediante un proceso de metilacion
biolégica del amoniaco y luego es oxidado en los teiidos.

La trimetilamina“ tiene un olor caracteristico a pescado podrido, o sea que
ella es lo que da al pescado este olor sui géneris. La sangre de los
elasmobranquios la contiene en unos 100 a 120 mm. por litro, ante unos 330-
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340 mm. de ureaq, y en la orina sélo hay 1/10 parte mds, o sea que es una sus-
tancia retenida en la sangre y los tejidos. En los teledsteos, en cambio, es 1/5
parte de la de los elasmobranquios, o sea que en este caso es un producto de
excrecion. La trimetilamina seguramente desempefia un gran papel en la eco-
nomia de los peces marinos. De todo lo cual podemos deducir que en éstos hay
un mecanismo de metilacién. '

Podemos, pues, en un principio explicarnos por qué los pescadores sufren
de un modo especial tracoma en ciertos climas. E! pescado puede
ser invadido por los Aspergillus dichos y éstos pueden
sufrir el proceso de metilacién. Con esto aceptamos, ade-
mas, el criterio de que en el caso de los pectinatos son los radicales metilos los
que actban como factor, o sea que el proceso de la transforma-
cion se basaric en un medio de cultivo capaz de
dar una metilacién orgdnica —y posiblemente de
la glucosa— alterando el metabolismo del moho.

Asi, pues, segin esto, el proceso de metilacion seria comdn —por uno u
otro procedimiento— a todos los factores epidémicos que nosofros hemos estu-
diado en el tracoma y causaria la transformaciéon de Aspergilus amstelodami y
penicilloides, en bacterias y formas ricketsoides dentro de un ciclo vital.

Para la plena demostracién de que el agente etioldgico del tracoma es el
Aspergillus amstelodami falta la enfermedad experimental. Las difi-
cultades que se presentan para conseguirla son mdltiples y en parte las hemos
expuesto recientemente en 1950 en una publicacién (7).

La metilacion, en general, es un proceso quimico que se da en los organis-
mos y por diversos procedimientos. Una de las fuentes principales de metilacion
parece ser la colina, que es uno de los componentes clésicos del complejo vita-
minico B, y es posible que sea una sustancia esencial, precisamente por ser fuen-
te de los grupos — CH,.

En consecuencia, hicimos la prueba de sustituir en nuestros medios de cultivo
los pectinatos porla colina vy asi preparamos el siguiente medio:

Sol de sales de Czapek ... ... ... ... ... ... ... 100 c. c.
Colina ... ... ..o oo 12 g
Glucosa ... ... ... e e e e e e 20 g
Agar ..o s

Sembramos los Aspergillus en este medio y en otro en el que susti-
tuiamos la sol. de sales de Czapek por caldo comun y los cultivamos a 27°; los
dejamos crecer y madurar durante tres meses. Al cabo de los cuales hicimos siem-
bras de estos cultivos en agar comin a 37°, obteniendo la transfor-
macién moho-bacteria en todos los casos.
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Nos es grato expresar nuestro agradecimiento a la casa «Roche» y a su re-
presentante en Espafa, por habernos proporcionado gratuitamente Colina y Glu-

cosamina para estas experiencias.

RESUMEN

a) Establecemos que el factor de transformacién moho-bacteria estriba en
una metilacién orgdnica. ,

b) Que los mohos tipo Aspergillus amstelodami y Asp. pe-
nicilloides, asi como el factor metilacién, pueden encontrarse en los fac-
tores «epidémicos profesionales» del tracoma.

c) Con este estudio y los ya publicados sobre etiologia y epidemiologia del
tracoma confirmamos que el agente etiolégico de esta enfermedad es el citado
Aspergillus, enuna o en todas las fases de su ciclo pleomérfico.

SUMMARY

al  We state that the factor of the mold-bacterium transformation depends
on an organic methylation.

b) That the mold Aspergillus amstelodami and Asp.ne-
nicilloides, aswell asthe methylation factors may be found in the «profes-
sional epidemic» factors of trachoma.

¢} With this paper and those already published on etiology ond epidemio-
logy of trachoma, we confirm that the etiological agent of this illness is the above
mentioned Aspergillus, in one or in all phases of its pleomorphic cycle.
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SOBRE LA DETERMINACION POLAROGRAFICA DEL
CLORAMFENICOL

Gregorio Vareia Mosquera.

El objeto del presente trabajo es estudiar el comportamiento polarogréfico
del cloramfenicol (cloromicetina), con propésito de llegar a su determinacién cua-
litativa y cuantitativa.

Aplicamos la técnica polarogréfica corriente y determinamos este compues-
to en varias muestras procedentes de tres firmas comerciales de diferentes na-
cionalidades y que se encuentran en el mercado espafol.

Como se verd a continuacién, es posible la determinacién cualitativa y cuan-
titativa del cloramfenicol con una gran sencillez y sensibilidad.

TECNICA UTILIZADA

Las determinaciones se hicieron con un Polarégrafo ETCO, nimero 424, que
estd instalado en el Centro Técnico de Farmacobiologia.

Este polarégrafo es de registro directo, mediante un galvanémetro robusto,
provisto de sistema inscriptor.

La corriente de alimentacion del polarégrafo fué la de la red, previamente
estabilizada, y al potenciémetro se aplicd una corriente de 2,4 voltios, de ma-
nera que a cada divisién del papel registro corresponde 0,1 voltio. (En realidad
la alimentacién del pontenciémetro es con una bateria de seis voltios, que se
reducen a 2,4, mediante un mando de reduccién del voltaje.)

La sensibilidad del aparafo varié en las diferentes determinaciones, segin
indicaremos en cada una de ellas; pero la mds corriente fué una amplificacion
de 5. En estas condiciones, a una posicion del mando de sensibilidad del gal-

vanémetro de 1.000, le corresponde una corriente de I,ZX 10— microamperios '
por milimetro de papel. Esta sensibilidad corresponde, como decimos, a la po-
sicién 1.000 en el mando sensibilizador, siendo las diferentes posiciones de este
mando la mitad de la sensibilidad anterior; es decir, que a la posicién 900 co-
rresponde una corriente de 2 X 1,6 X 10— microamperios por milimetro de pa-

pel, y a la posicién 800, una sensibilidad de 4 x 1,6 X 10~* microamperios por
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milimetro, hasta llegar a la posicién 100, siguiendo la norma’ dicha de ser la me-
nor la mitad de la anterior. '

Empleamos vasijas cilindricas abiertas, pues trabajondo er.-fas condiciones
estudiadas no es necesario pasar nitrégeno por la solucién.

El ritmo de goteo del cdtodo de gotas, en nuestro capilar, fué de 24 gotas
por minuto en agua destilada.

La temperatura de la habitacién, 15 grados centigrados, con una oscilacién
durante la jornada de trabajo de - 0,5 grados. ,

Sclucién fondo.—Como solucién soporte hemes utilizado una de cloruro amé-
nico y écido clorhidrico decimomolar, con un pH de 3. En algunas determina-
cicnes esta solucién se diluyé al décimo.

A esta solucién fondo se le afadian unos cristalitos de sulfito sédico y de
timol. _

La mision del sulfito era la de eliminar la onda propia del oxigeno. En una
serie de experiencias hemos comprobado que este cuerpo no interfiere en la
onda propia del cloramfenicoi.

El timol tenia por objeto suprimir los mdaximos que aparecian en las ondas
polarogréficas; tampoco afecta ni a la posicién ni a la altura de la onda del
cloramfenicol.

El cloramfenicol lo disolviamos en la propia solucién fondo, de la que to-
mdbamos las cantidades que figuran en los protocolos de las experiencias; pero,
dada su escasa solubilidad en el agua, nunca hemos utilizado concentraciones
mayores de 300 gamas de cloramfenicol por centimetro cibico.

En estas condiciones hemos encontrado para el cloramfenicol un potencial
de onda media de — 0,475 voltios.

DETERMINACION CUANTITATIVA

Como el potencial de onda media del cloramfenicol es, como decimos, de
— 0,475 voltios, en nuestras experiencias registramos entre los potenciales — 0,2
y — 0,7 voltios.

Encontramos que existe una exacta proporcionalidad entre las concentracio-
nes de cloramfenicol y la altura de su onda polarogréfica, operando en las
condiciones dichas.

La sensibilidad del método es de 0,75 gamas de cloramfenicol, operando a
6,4 x 10— hﬂicroomperios por milimetro y en solucion fondo 0,01 molar.

En el polarograma adjunto se ve un ejemplo de esta proporcionalidad en-
tre concentraciones y alturas de onda. Su protocolo es:

Curva a.—2 c. c. de solucién fondo de pH 3, 0,01 molar, que tienen una
concentracién de 0,0194 miligramos por c. c.
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Polarograma 1.

Curva b.—2 c. c. de solucién fondo, en idénticas condiciones que la curva a,
con una concentracién de 0,0356 miligramos por c. c.

Este polarograma esta registrado entre — 0,2 y — 0,7 voltios. e

A cada milimetro de papel corresponden 6,4. 10— microamperios.

A cada solucién se le anadieron unos cristalitos de timol y de sulfito sédico,
con el propésito ya dicho.

[t

Para estas dos concentraciones encontramos una altura de onda, medida de
la forma usual en polarografia, de:

a.—0,0194 mg./c. c. ... ... ... ... ... ... ... 26 mm. de altura.
b.—0,0356 mg./c. c. ... ... ... ... .. .. ... 42 mm. de altura.

Como se ve, existe una proporcionalidad directa entre concentraciones y al-
turas.
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Grdfica 1.

" La grafica demuestra esta proporcionalidad entre concentraciones compren-

didas entre 19,4 y 214 gamas de cloramfenicol por c. c., concentraciones que
cubren el campo de nuestro trabajo, ya que corresponden en su solucién mas
dilvida @ una molaridad de 8,3.10~ y por el otro extremo viene limitado por
la solubilidad del cloramfenicol. Creemos que la gréfica 1 muestra claromente
cémo al existir relacién linear entre las concentraciones estudiadas y sus altu-
ras de ondas el método polarografico permite la determinacién cuantitativa del
cloramfenicol.

Los puntos que figuran -en la grafica corresponden a los siguientes valores
de concentraciones y alturas.

Conc. 19,4 gomas €. C.ooo vvv vvt vee eel . 18 mm. de altura.
» 35,6 » C C 31 » »
» 49,3 » € C 40 » »
» 71,0 > GG e 56 >
» 142,0 » ¢ C 112 » »

Los dos Gltimos valores se redujeron a la misma sensibilidad, pues, como es
natural, fueron obtenidos a diferente sensibilidad, al quedar limitado el campo
a los 100 milimetros del papel.
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La solucién fondo era 0,1 molar, y a cada milimstro de papel correspon-
den 6,6 X 10~ microcmperios.

Se han ensayado muestras de tres productos comerciales que se encuentran
en el mercado espafiol, y en todos ellos encontramos esta misma proporciona-
lidad entre concentraciones y altura de onda. Dos de éstos preparados se pre-
sentan en la forma farmacéutica de capsulas gelatinosas, y la tercera en selios.

DETERMINACION CUANTITATIVA DEL CLORAMFENICOL EN UNA FORMA
FARMACEUTICA

Como ejemplo de la practica de la operacion, vamos a analizar el cloram-
fenicol de unos sellos del mercado.

Del contenido del sello se pesa una cantidad de producto, de manera que,
por las razones antes dichas, venga a tener una concentracién de unas 100 ga-
mas por c. ¢. Se registra a la sensibilidad conveniente para que dé una onda
polarogréfica de altura mesurable y después se le afiade una cantidad de clo-
ramfenicol de una solucién patrén. Reduciendo a igualdad de volumen, tendre-
mos que del incremento de la altura que corresponde al cloramfenicol afadido
por una simple proporcion nos dard el cloramfenicol presente en la solucién
- primera.

Ejemplo:

Se disuelven en 10 c. c. de la soluci4n fondo 3 miligramos de producto, con
lo que tendremos una concentracién de 0,30 miligramos por c. c. De ‘esta solu-
cién tomamos un c. ¢. y le afadimos 2 c. c. de la solucién fondo.

Polarografiamos entre — 0,2 y — 0,7 voltios, después de afnadir unos cris-
talitos de timol y sulfitc sédico. En nuestro caso encontramos adecuada una sen-
sibilidad de 26,4 X 10~*microamperios/mm.

A otro c. c. de la solucién problema le afadimos 2 c. c. de una solucién
standard de’ cloramfenicol, que tiene 200 gamas por c. c. Polarografiamos en
las mismas condiciones y, midiendo las alturas de "las ondas, tenemos:

Si x gamas dan una altura de 14 mm.
x -+ 400 gamas dan una altura de 41 mm.

de donde

Si a 400 gamas le corresponde una altura de 41-14 = 27 mm.

x gamas corresponderdn a una altura de 14 mm.
x == 207 ,4.

Quiere esto decir que en los tres c. c., que contienen 300 gamas de muesira,
hay 207,4 gamas de cloramfenicol, lo que supone un 69 por 100 de riqueza,
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correspondiendo el resto al excipiente que suelen llevar estas formas farma-
céuticas.

RESUMEN

Se estudia el comportamiento polarografico del cloramfenicol (cloromicetina).

Se utiliza como solucién fondo una de dcido clorhidrico y cloruro aménico de
pH 3.

Encontramos un potencial de onda media de — 0,475 voltios.

Existe una relacién lineal entre alturas de onda y concentraciones.

La sensibilidad del método es de 0,75 gamas de cloramfenicol, calibrado el
polarégrafo para que @ un milimetro de pape! le correspondan 6,4 X 10— micro-
amperios.

Como ejemplo se hace una determinacion cuariiitativa en una forma farma-

céutica.
SUMMARY

The polarographic behaviour of chleramphenicol (chloromycetine) was studied.

Hydrochloric acid and ammonium chloride of pH 3 were used as base solution.

We found a medium-wave potential of —0.475 volts. V

There exists a linear relationship between the height of wave and concenira-
tions.

The sensitivity of the method is of 0.75 gammas of chloramphenicol, the
polarograph being calibrated so that 6.4 x 10~ micro-amps. correspond to one
mm of paper. ’

A quantitative determination in pharmaceutical form is given as example.
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MICROBIOLOGIA ESPANOLA

RENOVACION DE DIRECTIVA

En la sesidon celebrada por la Sociedad de Microbislogos Esparioles el dia

23 del pasado mes de febrero se efectud el escrutinio de los votos recibidos para

la eleccion de los cargos vacantes reglamentariamente. en la Junta Directiva.

En consecuencia, la Junta ha quedado constituida de la manera siguiente:

Presidente: Don

Vicepresidente: Don

Secretario: Don

Tesorero: Don

Bibliotecario:  Don

Vocal:
Vocal:
Vocal:
Vocal:
Vocat:
Vocal:
Vocal:
Vocal:

Don
Don
Don
Don
Don
Don

Don’

Don

EXTRACTOS

Antonio Ruiz Falcé.
Gerardo Clavero del Campo.
Lorenzo Vilas Lépez.

Miguel Benlloch Martinez.
Ricardo Salaya Leén.
Jenoro Alas Cores.

Gabriel Colomo de la Villa.
Eduardo Gallardo Martinez.
José Garcia Bengoa.
Rafael Ibdiez Gonzdlez.
Emilio:Luengo Arroyo.
Florencio Moreno de Vega.
Arnaldo Socias Amoroés.

DE «MICROBIOLOGIA»

En los Biological Abstracts norteamericanos aparecerdn en breve extractos

de los trabajos de investigacién publicados en Microbiologia Espafiola. Los ex-

tractos, iniciados con los correspondientes al afio 1950, son enviados directamen-

te desde la Redaccion de nuestra Revista.
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DE «MICROBIOLOGIA»

En los Biological Abstracts norteamericanos aparecerdn en breve extractos

de los trabajos de investigacién publicados en Microbiologia Espafiola. Los ex-

tractos, iniciados con los correspondientes al afio 1950, son enviados directamen-

te desde la Redaccion de nuestra Revista.
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ACTAS DE LA SOCIEDAD
MADRID
Acta de la Sesién celebrada el dia 14 de diciembre de 1950.

A las diez y nueve treinta horas y en el auvla de la Sede Central del Consejo
Superior de Investigaciones Cientificas, Serrano, 117, se abre la Sesion, baio la
presidencia de don Gerardo Clavero del Campo. :

Primeramente, el Sr. Clavero del Campo hace un sentido elogio de la vida
y obra de don Juan Marcilla, primer Presidente que fué de la Sociedad y a cuya
memoria se dedica esta sesién, dando cuenta seguidamente el Secretario de las
adhesiones recibidas como homenaje a la figura desaparecida. Don Enrique Fe-
duchy lee la biografia de don Juan Marcilla, compuesta por sus discipulos, y don
Luis Hidalgo da lectura al trabajo «Condiciones éptimas de proliferacién de la
Torulopsis utilis (variedad magna de Thaysen) sobre prehidrolizados
de carozos de maiz», de la que son autores los sefiores Marcilla (1), Feduchy,
Hidalgo y Garrido.

Se pasa a la sesion cientifica ordinaria, dando lectura el Secretario al Acta
de la Sesién anterior, que es aprobada. El Sr. Vilas da cuenta de un trabaijo en-
viado por el Sr. Xalabarder sobre «Opacimetro de registro fotografico continuo».
Por Gltimo, don Miguel Rubio presenta una comunicacién baijo el titulo «Estudio
sobre inclusiones producidas por virus en las plantas», a la que solicita algunas
aclaracjones el Sr. Gallardo, que son contestadas satisfactoriamente por el co-
municante.

Y no habiendo mds asuntos que tratar, se levanta la sesion.
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VOGEL (Hans).—1951. Die Antibiotica. Verlag Hans Carl. NUrnberg.‘ X+ 528
pags.

La obra de Vogei era necesaria, pues el impulso que en pocos afios ha ad-
quirido el estudio de los antibiéticos ha sido extraordinario. Las distintas ramas
de la quimica orgdnica, andlisis y sintesis, la vitaminologia, la nutricién, la fisico-
quimica, las sustancios marcadas con isétopos, todo ha sido puesto a contribu-
cién y quizd pocas cosas ha habido en investigaciéon que tuvieran un tan am-
plio y lucido cortejo de ciencios auxiliares. No sélo la especulacién pura,
sino la aplicacién prdctica, la industrializacién a gran escala y a corto pla-
zo ha movilizado la técnica industrial, desde la obtencién de aleaciones no per-
iud{cioles a los problemas de aireacién, la cromatografia, etc.

Hasta ahora, quien queria tener conocimientos extensos, aunque no fueran

profundos, de la materia tenfa que consultar centenares de trabajos individua-
les, pues no existia una obra de conjunto en la que lo mismo el boténico que el

quimico, el farmacéutico y el médico pudieran hallar lo que deseaban. Y no
es sélo el especializado, sino también el publico culto, que cansado de diva-
gaciones quiere algo que le sitie en el justo medio.

Después de una corta parte de sistemdtica de los diversos organismos pro-
ductores de antibiéticos pasa o la guimica de estas sustancias con -abundantes
férmulas estructurales y en los casos actualmente conocidos estudia los deriva-
dos quimicos obtenidos. )

Los aplicaciones practicas de los antibidticos van acompafiadas de excelen-
tes cuadros y esquemas muy claros. En la parte dedicada a control hay lo ver-
daderamente justo y comprobable, habiendo el autor, con su experiencia, li-'
brado al lector de técnicas poco Utiles. '

Finalmente, como ya nos tiene acostumbrados el Dr. Vogel, hay un resumen
«comentado» de las diversas patentes industriales relacionadas con antibiéticos.
Es esta una parte utilisima no sélo para el industrial, sino también para el hem-
bre de laboratorio puro, pues las orientaciones industriales suelen encaminar
muy bien por derroteros que el cientifico no suele usar, pero que la préctica
demuestra su utilidad. ‘

El papel, impresién y encuadernacion, perfectos. La confeccién de férmulas
estructurales y tablas, una muesira més de que la editorial Hans Carl sigue
los huellas de la mejor tradicién germana.—A. Valls Conforto.
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INDICE DE ARTICULOS DE REVISTAS

Bajo este epigrafe se efectla la publicacién sistemdtica, por orden cronolé-
gico, de los titulos de los trabajos que han aparecido en los Gltimos afios en las
principales revistas microbiolégicas. En este nUmero se recogen los titulos co-
rrespondientes a los tomos 69-71 (1943-1945) de Annales de L'Institut Pasteur
(Biblioteca del Instituto de Edafologia.—!. E.).

Mediante convenio con el Servicio de Microfilm del Consejo Superior de In-
vestigaciones Cientificas, la Sociedad puede facilitar o los sefiores socios repro-
ducciones de los articulos que deseen, para lo cual bastard escribir al Secretario
de la Sociedad, Serrano, 113, Madrid, precisando el nimero en negrita que
encabeza al articulo cuya copia se solicita.

Los precios y condiciones se detallan al final de esta Seccién.
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DEINSE (F. van).—1943. Epanchements pleuraux chez le cobaye a la suite de
Vinoculation médiastinale de bacilles tuberculeux. Annales de L'Institut Pas-
teur. 69: 1-12. : . E.
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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 ordenacion, archivacion,
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localizacién répida de las cintas y manejo de lectura, supera con mucho a la
modalidad en rollo. Se llama «filmoficha» una tira de pelicula de cinco fotegra-
mas y medio (en ofros sistemas seis), en que caben diez pdaginas de libro ordi-
nario (libro abierto, o sea, dos paginas en cada foto). El medio fotograma qus se
afiade (uno entero en otros sistemas) se destina a «referencia», es decir, titulo
y signatura en la filmoteca y en el centro de origen. Las filmofichas, para ofre-
cer tales ventajas, van alojadas en unas carpetas «Filmoteca» especialmente
dispuestas para contener diez de ellas (cien pdginas o cincuenta folios) en l4cu-
los perfectamente adaptados con sus referencias numéricas y espacio preciso
para titulos, pdginas y toda clase de indicaciones Utiles.

Fotocopias en papel.

En positivo; a diversos tamaiios; se sirve juntamente el negativo en pelicula,
sin aumento de precio, si se pide.

Precios:

En microfilm: 50 céntimos por fotograma. Minimo pagable: 2,50 pesetas (una
filmoficha).

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

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



