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INSTITUTO ''JAIME FERRAN", DE MICROBIOLOGÍA 

C. S. I. C. 

LA PAJA DE CEREALES COMO MATERIA PRIMA PARA 
LA FABRICACIÓN DE LEVADURAS PIENSO 

Ernesto Martínez Diez. 

ANTECEDENTES E IMPORTANCIA DEL ESTUDIO 

Numerosos trabajos se han realizado en nuestra Patria con el fin de en­

contrar materias primas abundantes en nuestro suelo y aptas para elaborar 

caldos de multiplicación poro las tan ya conocidas levaduras pienso y otras 

especies afines. 

Ya se han estudiado numerosas materias primas, tales como los tubérculos 

de patata, rizomas tuberosas de gamones, etc., e incluso el aprovechamiento 

de ciertos subproductos tales como las levaduras residuales existentes en las 

heces de los vinos, alpechines resultantes de la fabricación de aceite de oliva, etc. 

De la importancia actual que tales estudios pueden suponer, basta que ha­

gamos referencia a algunos puntos que refería nuestro Maestro e ilustre Inge­

niero Agrónomo don Juan Morcilla (q. e. p. d.) en el Congreso de Ingeniería 

Agronómica que se celebró en nuestra capital en la primavera del año 1950. 

1.^ Las levaduras alimenticias y otros especies afines constituyen un mag­

nífico complemento o los raciones, yo que poseen gran cantidad de proteínas 

(del 30 al 40 %) de un alto valor fisiológico, digestibles en el 80-85 % , muy 

ricas en vitaminas del grupo B y en otros microfactores esenciales. El índice 

mineral es francamente aceptable por lo alta proporción de ácidos fosfóricos. 

2P Dado lo escasez de alimentos nitrogenados, no parece difícil encon­

trar en plazo breve mercado nocional pora 1.400 toneladas anuales de pre­

parados de levaduras destinadas a lo dietética y alimentación humana, y un 

mínimo de 18.000 toneladas para alimentación del ganado, y 

3.^' Entre los iniciativas de mejora de piensos, merece especial atención 

lo que se orienta hacia lo deslignificación de los pojas, y , sobre todo, si los 

lejías alcalinos resultantes pueden servir como caldos de proliferación de le­

vaduras pienso. 

Es o este tercer punto al que se refiere el trabajo presente, y cuyo orien­

tación consistió en: 
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Partir de «la materia prima paja de trigo; extraer de ella (previo ataque 

por una lejía alcalina) un caldo adecuado que, acondicionado previamente, 

sirva para multiplicar la especie utilizada como «levadura pienso» la más apta 

para este medio y no olvidando que en este estudio buscábamos un mínimo 

coste para la obtención del medio de cultivo y una máxima producción de 

cosecha. 

Por lo últimamente expuesto, y al objeto de seguir un orden en el trabajo, 

consideramos los siguientes apartados: 

PARTE EXPERIMENTAL 

Preparación del medio de cultivo y desecación de las pajas tratadas. 

De las lejías utilizadas para la deslignificación de pajas (lejías al carbonato, 

sosa, sulfito, bisulfito, cal) se decidió trabajar con la lejía de cal por resultar lo 

más económica en nuestra Patria, y, a su vez, proporcionarnos un caldo que no 

difería sensiblemente de los obtenidos con otros álcalis. 

A continuación se estudiaron las dosis mínimas de cal suficiente para que los 

caldos extraídos de la paja contuviesen la máxima cantidad de extracto seco, 

operando del modo siguiente: 

La paja de trigo, cortada a unos 2-3 cms., es sometida a una maceración en 

frío con lejías de cal (desde el 0,ó % al 1,5 % durante veinticuatro horas, y re-

C U A D R O N U M . 1 

Lejía de cal 

1,5 % 
1 % 
0,9% 
0,8% 

Mat Materia seca (en 25 c. c.̂  

0,3832 gramos. 
0,3804 
0,3824 
0,3842 

Mat. seca 

1,5328 
1,5216 
1,5296 

1.5368 

% 

sultó, como puede apreciarse en el cuadro num. 1, que el caldo procedente de 

la lejía al 0,8 % era el que reunía mayor cantidad de extracto seco (1,537 % ) , 

y los procedentes del tratamiento con lejía más concentrada daban un % de 

materia seca que oscilaba entre límites poco amplios, pero inferiores a la can­

t idad señalada. 

Como datos complementarios diremos: que la lejía se preparó agregando la 

cal sobre agua a temperaturas de 60-70^; que la relación de paja (peso) a le­

jía (volumen) es de 1 a 8; que el rendimiento en caldo viene a ser de un IS % deí 
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volumen de la lejía empleada, de los cuales un 55 % se obtuvo por escurrimiento 

libre y el resto sometiendo la paja ya agotada a la acción de una prensa de 

laboratorio. 

Ya tenemos, pues, por un lado, un caldo de deslignificación que, para evi­

tar posibles contaminaciones, debe ser llevado a pH-1 por la adición de sulfú­

rico, y, por otro lado, una «paja acondicionada» (que fué estudiada, y cuyos re­

sultados expuso el propio Morcilla), pero que interesa desecarla para evitar 

su futura descomposición. Por esta causa se realizaron una serie de: 

Ensayos de desecación bajo la acción de lámparos de infrarrojo.—Este nue­

vo método de desecación es posible tenga en un futuro próximo aplicaciones nu­

merosas en las variadas industrias agrícolas que requieren en uno de sus pro­

cesos la desecación de determinados productos. 

Basta tener presentes las pruebas de desecación llevadas a cobo con las 

pajas acondicionadas y recién extraídas de la maceración anteriormente citada. 

Para ello se colocó este producto bajo la acción de una lámpara de infrarrojo de 

C U A D R O N U M . 2 

1 
Tiempo 
transe. 1 

j 

0' 1 
10' 
20' '; 

30' 
40' 
50' 
60 ' j 

i 
Temperatura ¡ 

máxima 

21« 
68 '̂ 
85^ 
90O 

100 '̂ 
105'̂ ^ 

n5« 

(1) 
Peso de cap . 

y paja 
(gs.) 

93,06 

89,08 

83,985 

79,65 

77,65 

77,05 

77,020 

Pérd ida de j 
peso (gs.) i 

j 

Î 

3,98 

6,095 

4,335 

2,000 

0,60 1 

0,03 
1 

(2) 

(D—a 

16,03 
12,05 
6,095 

2,62 
0,62 
0,02 
0,01 

i (2) 

\ h' 

' 

1 

(3) 

Xioo 

478 
358 
207 

78 
19 

0,6 
- 0 , 3 

Nota: a = Peso de la cápsula y materia seca de la paja = 77,030 gramos, 
b = Materia seca de la paja = 3,365 gramos. 

250 watios y a unos 25 cms. de distancia del foco energético. En el cuadro núme­

ro 2 puede verse una de las pruebas realizadas, en la que se estudiaron con arre­

glo a los tiempos transcurridos las temperaturas máximas alcanzadas y el % de 

humedad. Con estos datos construímos una gráfica, tomando en abcisas el tiem­

po de exposición, y en ordenadas lo humedad en relación a 100 partes de ma­

teria seca; deduciendo que en las condiciones de la experiencia, el tiempo que 

necesitarnos para llevar la paja a su estado normal de humedad (5-8 %) resultó 
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ser de unos cuarenta-cincuenta minutos, y en ese intervalo se desprendieron casi 

cinco veces el peso propio de agua. 

400-

5004 

«0 + 

50 
minutos 

Métodos analíticos y análisis del medio de cultivo. 

Solamente indicaremos los métodos seguidos en el análisis del caldo y a l ­

gunas consideraciones sobre los resultados obtenidos. 

Para la determinación del nitrógeno total se siguió el micrométodo Kjeldahl-

Michcielis; para la del nitrógeno aminoácído (expresado en número de formol), 

el método de Sorensen; los azúcares reductores se determinaron por el método 

Bertrand-Kjeldahl; para los acetilos, el desplazamiento de éstos por otro más 

fuerte (ácido fosfórico), y los ácidos urónicos por el método de Dickson, Otter-

son y Link. 
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C U A D R O N U M . 3 

77 

Materia seca 
Cenizas 

Azúcares reductores después de inversión, y expresado en glu­
cosa 

Acetilos (expresado en acético) 
Urónicos (xilo urónicos) 

Nitrógeno total ... ... 
Proteína bruta ... 
Número de formol 

15,36 g. por litro 
5,15 g. por litro 

7,82 g. por litro 
4,59 g. por litro 
2,97 g. por litro 
0,355 g. por litro 
2,22 g. por litro 
0,36 g. por litro 

Los resultados obtenidos figuran en el cuadro número 3, y demuestran que 

los caldos de deslignificación son relativamentee pobres en principios ternarios, 

y más aún en los nitrogenados y fosforados. Por esta causa necesitamos acondi­

cionarlos en tales compuestos y en cantidades convenientes, que se deducirán de 

consideraciones sucesivas. 

Estudios de la especie, adecuada al medio. 

Se realizaron ensayos con las especies: 

T o r u I o p s i s u t i I i s , 

T o r u l o p s i s l i q u e f a c i e n s , y 

O i d i u m I a c t i s , 

que eran, según estudios realizados anteriormente, las más adecuadas para su 

multiplicación en este medio de cultivo, y considerando el fin que perseguíamos. 

C U A D R O N U M . 4 

COSECHAS OBTENIDAS, EXPRESADAS EN GRAMOS DE MATERIA SECA POR LITRO DE MEDIO 

Experiencias 
número 

1 
2 
3 

Tiempo transcurido 
desde siembra 

4 días 
4 días 
4 días 

0 . L. 

0,7222 • 
0,7321 
0,7193 

E s p e c i e s 

T. U. 

0,5937 
0,5413 
0,6012 

T. L. 

0,6413 
0,6908 
0,6893 

En el cuadro número 4 pueden verse, después de multiplicadas en condi­

ciones análogas, las cosechas obtenidas de cada una de las especies citadas; 

en proliferaciones reiteradas. Las máximas cosechas han correspondido a 
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O i d i u m l a c t i s , siguiéndole T o r u l o p s i s l i q u e f a c i e n s , y ambas 

destacadas de T . u t i l i s . 

Pero, aún es más, si consideramos el resultado de los anpiisis de O . L a c t i s 

y T. l i q u e f a c i e n s , que figuran en el cuadro número 5, apreciamos que 

C U A D R 0 N U M . 5 

Oidium lactis 
Materia seca 83,53 % 

Proteína bruta 39,54 % 

Grasas 3.15% 

Torulopsis ligue- Materia seca .. 

faciens (según Cenizas 

d a t o s facíHta- Proteína bruta . 
dos) Grasas 

81,3 % 
10,02 % 

37,73 % 
6,26 % 

también la especie O . l a c t i s , con 39,5 % de proteínas, es más rica que 

T . l i q u e f a c i e n s , que solamente contiene el 37,7 % del citado principio 

inmediato. 

En consecuencia, los sucesivos estudios que se realizaron en este trabajo se 

limitaron a la especie O . I a c t î s . 

Influencia de los factores: Temperdtura, pH, número de formol y ácido fosfórico. 

Los resultados obtenidos respecto al factor temperatura figuran en el cuadro 

número 6 y gráfico número 2. En ellos constan las cosechas obtenidas en días 

C U A D R O N U M . 6 

Temperaturas 

6° 

10° 
170 

20° 
2T 

23° 
25° 
27° 
30,5° 
33° 
35° 
37° 

Cosechas de 0 . L. (expresadas en g. 1-̂ ) conseguidas al cabo de: 

Tres días 

0,00 
0,00 
0,006 
0,007 
0,008 
0,011 
0.012 
0,011 
0,012 
0,008 
0,009 
0,006 

Cuatro días 

0,00 
0,00 
0,127 
0,162 
0,19 
0,21 
0,22 
0,25 
0,19 
0,17 
0,16 
0,16 

Cinco días 

0,012 
0,033 
1,44 
1,81 
1,88 
2,03 
2,15 
2,17 
2,18 
1,81 
1,62 
1.44 
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35 40 
fsm/mraturas 

sucesivos, con muestras análogas colocadas a temperaturas constantes que osci­

laban entre los 6 y los 37^. 

Del análisis del gráfico deducimos lo siguiente.-

1.^ Que la temperatura mínima de multiplicación está comprendida entre 

ios 6-10^ C. 

2.'-' Que la óptima oscila en el intervalo desde 27,5 a 3 1 ^ C, y 

3.^' No hay oscilaciones muy sensibles entre las multiplicaciones a tem-

paraturas en el intervalo 23-31^ C, y, por tanto, pensando en una posible apli­

cación industrial de este trabajo; las experiencias sucesivas se han Conducido a 

temperaturas comprendidas entre los 23-25*̂ ^ C. 

En relación a la influencia del pH se hicieron una serie de ensayos que se 

recogen en el cuadro número 7, y de cuyo análisis se llega a la conclusión que 

C U A D R O N U M . 7 

pH 

2 

1 3. 
4 
5 
6 
7 

1 ^ 

1 
Primer día 

; Nulo 
! Nulo 
; Se aprecia 
Ï Se aprecia 
i Se aprecia 
¡ Nulo 

Nulo 

Segundo día 

Nulo 
Se aprecia 

Bueno 
Intensa proliferación 

Mediano 
Nulo 
Nulo 

Tercer día 

Nulo 
Mediano 

Muy bueno 
Muy bueno 

Bueno 
Se aprecia 
Se aprecia 
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ei pH óptimo para la multiplicación de O . I a c t i s está comprendido entre 

4 y 5, aunque la multiplicación se continúe para valores de pH que tiendan ha­

cia la alcalinidad. 

Influencia del número formol.—Al tratar del análisis de los caldos, hemos 

visto que éstos poseían una cantidad pequeña de nitrógeno asimilable que, 

referida a número formol, viene a ser de 0,3 a 0,4. En vista de ello, se pre­

pararon una serie de muestras acondicionadas con SO^ (NHJo y de tal modo 

que su número de formol oscilase desde 0,8 a 3,2. Los resultados de esta ex-

C U A D R O N U M . -8 

Num. formol 
al comienzo 

0,8 
1 
1,5 
1,8 
2 
2,2 
2,6 
3,2 

i 

ídem final 

0,2 
0,3 
0,65 
0,9 
1 
1,45 
1,5 
2,05 

(1) 
consumido 

0,6 
0,7 
0,85 
0,9 
1 
0,75 

1,1 
1,15 

(2) 
mater, seca 
(en g. 1-') 

1,402 
1,584 
1,955 
2,171 
2,290 
1,304 
2,550 
2,598 

(2) / (1) 

2,33 
2,26 
2,03 
2,41 
2,28 
1,8 
2,31 
2,25 

periencia figuran en el cuadro número 8, y se observan: 1.^, correlaciones po­

sitivas entre el número de formol inicial y el consumido (0,6-1,2), así como 

entre el corisumido y la materia seca de cosecha, que oscila entre 1,4 y 2,6 

gramos por 1, y 2P, como era lógico suponer, la relación de cosecha a formol 

consumido osciló entre límites poco amplios (2,05 a 2,30). 

En cuanto al fósforo, y por consideraciones análogas a las del N., se hizo 

una escala de muestras con aportaciones de fosfato potásico desde 0,2 hasta 

C U A D R O N U M . 9 

Muestras Fosfato potásico en g. 1-

0,2 
0,4 
0,6 
0,8 
1 
1,2 
1,3 

Materia seca en g. 1'̂  

1,0031 
1,5732 
2,2019 
2,7118 
2,8831 
2,9132 
2,9335 
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1,3 g. L, y, como puede verse en el cuadro número 9, existe igualmente una co­

rrelación positiva entre el fosfato potásico añadido y las cosechas finales, que 

oscilan desde 1 a 2,9 g. I. 

Rendimientos obtenidos con aireación forzada.—Las pruebas se llevaron a 

cabo, con dispositivos montados para tal f in, en el Instituto de Microbiología. 

Indicaremos brevemente la esencia del aparato: 

El aire procedente ce un compresor se esteriliza en su recorrido al pasar 

a través de una serie de matraces que contienen dicromato potásico y seguida­

mente sufre una nebulización, en el interior del caldo de multiplicación, al salir 

éste a través de placas porosas o de tubos capilares. 

Los ensayos efectuados han perseguido dos finalidades determinadas: 

1.^ Conseguir llegar al rendimiento máximo posible. 

2.^ Estudio de la marcha de la multiplicación. 

1P El estudio del máximo rendimiento se hizo bajo determinadas condi­

ciones, y se prueba en el cuadro número 10 que al cabo de treinta y cuatro 

C U A D R O N U M . 10 

COSECHAS EN G. DE MATERIA SECA L"^ EN MUESTRAS TOMADAS SIMULTÁNEAMENTE DESPUÉS DE 

30 minuL 

0,480 

0,512 

20 h. 

2,4152 

2,234Q 

24 h. 

3,5497 

3.5314 

26 h. 

4,5275 

4,3755 

30 h. 

5,5214 

5,5214 

33 h. 

8,324 

8,412 

34 h. 

8,572 
8,643 

horas de proliferación se obtenía la cosecha máxima, resultando ser de 

unos 8,6 gr. I. 

2.^ La marcha de la multiplicación se ha estudiado partiendo de un cal­

do nuevo, al que se agregó una masa fresca de O . I a c t i s , obtenida sepa­

radamente. Colocado en el dispositivo de aireación forzada, se han tomado 

de él una serie de muestras a intervalos diferentes, y para cada uno se ha 

determinado la materia seca de O . I a c t i s , el número de formo!, pH, ace-

tilos y los azúcares reductores. Los resultados de estos análisis figuran en ei 

cuadro número 11, y con éf se han construido tres gráficas: la de multiplicación, 

consumo de acótilos y consumo de azúcares. 
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C U A D R O N U M . 11 

Muestra 

1 
2 
3 
4 . 
5 
6 
7 
8 

Hora de toma 

16 h, 30 m. 
19 h. 18 m. 
20 h. 45 m. 

10 h. 30 m. 
12 h. 45 m. 
13 h. 30 m. 
16 k 
19 h. 15 m. 

Tiempo 
transe. 

30 m. 
3 h. 18 m. 

4 h. 45 m. 
18 h. 30 m. 
20 h. 45 m. 
21 h. 30 m. 
24 h. 
27 h. 15 m. 

Materia 
seca en 

g. y 

0,357 
1,037 
2,451 
5,834 
6,479 
6,983 
7,950 
8,404 

Núm. 
de 

formo! 

2,5 
2,1 
1,4 
0,3 A 
1,4 
1 
0,5 
0,25 

Ph 

4,5 
5 
5,5 
7,5 
6 
6,5 
7 
7,5 

1 Acet. 

; 4,23 

— 
1 2,7 
; 1,01 

1 0,14 

1 
1 """ 

Azúcaí 

7,50 

: — 
1 

3.41. 

. 
— 

: _-
2.39 

La de multiplicación nos indica que ésta es más intensa en el transcurso de 

las cuatro primeras horas y, además, que el aumento horario en materia seca 

ha sido, aproximadamente, de 0,4 g. I. 

La de consume de acótilos nos demuestra, al igual, que el consumo fué má­

ximo en las cuatro primeras horas y que al cabo de trece horas de experiencia 

éstos habían sido virtualmente asimilados por O . I a c t i s . 

La de consumo de azúcares manifiesta que la asimilación de estos elementos 

no sigue igual ritmo a la de acótilos, y al final de la experiencia (al cabo de 

veintisiete horas) quedaron unos 2,39 g. por I. de azúcares reductores, que no 

Línea de trazo continuo: materia seca en gramos por litros. 
Línea de punto Y raya: acetilos en gramos por litro. 
Línea de rayas: azúcares y gramos por litro. 
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fueron asimilados por la especie estudiada, a pesar de no continuarse la mul­

tiplicación por estar agotado el medio en principios ternarios asimilables por 

la especie. 

La cosecha obtenida en esta experiencia resultó ser de unos 8,4 g. de ma­

teria seca por litro de medio, partiendo de unos 0,37 y al cabo de veintisiete 

horas de aireación. 

Conclusiones generales. 

En consecuencia, las orientaciones que podrán servir de referencia para el 

aprovechamiento de las lejías de deslignificación de pajas de cereales, para 

ser utilizado como medio de cultivo para la multiplicación de levaduras pienso 

o especies afines, podrán ser: 

1.^ A base de caldos de paja, obtenidos por el tratamiento con lejía de 

cal ol 0,8 por 100 y en frío. 

2.^ Utilizando como especie a multiplicar el O . I a c t i s . 

3.^ El acondicionamiento de estos caldos se efectuará: 

a) Adicionando compuestos nitrogenados minerales (sulfato amónico, por 

ejemplo) y en tal cuantía que corresponda a un consumo total de tres a cuatro 

unidades, expresadas en número de formol. 

b) Agregando compuestos a base de fósforo, tales como el fosfato potá­

sico o superfosfato, a razón de dos a tres g. por litro. 

4P las condiciones más apropiadas paro favorecer la multiplicación 

serán: 

a) Mantener el medio de cultivo, y a ser posible entre valores de pH com­

prendidos entre 4 y 5. 

b) Se conducirá a temperaturas que oscilarán entre los 23 y 31*^. 

c) Aireación forzada en el seno del líquido, al objeto de proporcionar al 

conjunto del medio las mejores condiciones de aerobiosis. 

5P Respecto a rendimientos, están en consonancia con la pequeña can­

tidad de compuestos ternarios existentes en las lejías de deslignificación, y sólo 

podrán esperarse cosechas máximas de unos 8,5 kg. por metro cúbico de caldo 

empleado. 



INSTITUTO LLÓRENTE 

ESTUDIO DE LA ACTIVIDAD DE MEZCLAS DE ANTIBIÓTICOS 
Y QUIMIOTERAPICOS 

I) ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA IN VITRO 

Rafael Ibóñez y Gabriel Magias. 

INTRODUCCIÓN 

Aparte el intensivo trabajo que se lleva a cabo en todo el mundo para el 

descubrimiento de nuevos antibióticos y quimioterópicos, se está dedicando tam­

bién en estos últimos años un considerable esfuerzo a investigar la posibilidad 

de combinar los antibióticos entre sí o con otros agentes antibacterianos con 

objeto de conseguir remedios aún más eficaces para las enfermedades infec­

ciosas. Se persigue con estos estudios un triple objetivo: 1) Actuar de forma 

más efectiva y enérgica sobre el agente causal; 2) Prevenir el desarrollo de 

variantes resistentes de los microorganismos; 3) Extender el espectro antimi­

crobiano. A estos objetivos nosotros hemos añadido uno más, que hasta aho­

ra no se había tenido en cuenta: Actuar sobre el organismo del huésped por 

la vía de la acción ontihistamínica. 

A p r i o r i puede pensarse que si un agente infeccioso es susceptible a va­

rios antibióticos o quimioterápícos, admitiendo que éstos actúan sobre dife­

rentes sistemas encimóticos vitales, una combinación de los mismos debería ser 

más eficaz que cada uno de ellos solo. Pero esto no siempre es verdad. En 

efecto, se sabe hoy que estas combinaciones pueden dar uno de estos tres re­

sultados: 1) Sumación de efectos; 2) Potenciación o sinergismo; 3) Antagonismo. 

Numerosos trabajos publicados en estos últimos años muestran resultados 

sinérgicos ¡n v i t r o o i n v i v o de varias combinaciones sobre diversos 

microorganismos: Así la combinación penicilina - j - sulfatiazol es sinérgica para 

el E. t i p h i (1) (2), y en la clínica esta misma combinación dio resultados 

favorables en el tratamiento de la fiebre tifoidea y de portadores (3). La mez­

cla penicilina -\- sulfamida ha sido encontrada sinérgica frente al e s t r e p -
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t o c o c o V i r i d a n s (4) y contra los microorganismos Gram negativos, en 

general (5). También resulta sinérgica la mezcla de gromicidina y penicilina (ó) 

y de penicilina - j - tirotricina (7) para los estreptococos y estafilococos, y la com­

binación de penicilina y estreptomicina frente a los mismos microorganismos (8) 

y también para el enterococo (9). Esta última mezcla (penicilina + estreptoml-, 

c'na), así como la de estreptomicina y sulfadiacina y, especialmente, estrepto­

micina -|- penicilina - j - sulfadiacina, muestran fuerte sinergia para numerosas 

bacterias Gram negativas, en el siguiente orden de sensibilidad decreciente: 

B r u c e l l a , A l c a l í g e n e s , E b e r t h e l l a , S a l m o n e l l a , P r o ­

t e u s , S h i g e l l a , E s c h e r i c h i a , A e r o g e n e s , K l e p s i e l l a y 

P s e u d o m o n a s (10). 

Varios trabajos se han destinado a estudiar la acción de diversas mezclas 

de antibióticos o de antibióticos y quimioterópicos sobre el género B r u c e l l a , 

porque si bien muchos de ellos individualmente muestran gran actividad i n 

v i t r o frente a estos microorganismos y también en la clínica han dado re­

sultados buenos en genera!, sin embargo ocurren recaídas frecuentes. Pulaski 

y Amspacher (11) fueron los primeros en proponer el tratamiento de la bruce-

losis con estreptomicina y sulfadiacina, lográndose mejores resultados que con 

cada una de las drogas independientemente (12) (13). Posteriormente se pro­

puso eí empleo combinado de la aureomicino y dihidroestreptomicina y de te-

rramicina -f- dihidroestreptomicina (14) (15), al parecer con buenos resultados, 

reveladores de efectos sinérgicos, como se ha demostrado experimentalmente 

en ratones (16) (17). Por el contrario, Werner y Knight encuentran que la aso­

ciación de la estreptomicina y sulfadiacina no tiene ningún efecto sobre la in­

fección experimental en el ratón. También se ha demostrado sinergismo entre 

la penicilina y bacitracina en la sífilis experimental del conejo (18). 

Efectos antagónicos entre los antibióticos, entre éstos y los quimioterópicos 

y entre varios de estos últimos han sido demostrados por muchos autores. Así 

la creencia generalmente admitida de que las mezclas de sulfamidas presentan 

una actividad antibacteriana mayor que cada una de ellas usada individual­

mente, fundándose en una hipotética potenciación entre las mismas, es cierta 

frente a unos gérmenes, pero no contra todos. Tal efecto sinérgico se observa 

con frecuencia frente a los cocos (19) (20) (21), pero Scheweinburg y Ruten-

burg (22) han encontrado entre los gérmenes ensayados un 27 nor 100 de 

cocos Gram positivos y un 95 por 100 de bacilos Gram negativos, que fueron^ 

menos sensibles a las mezclas que a las sulfamidas individuales, y establecen 

que ciertas razas de una dada especie bacteriana pueden mostrarse menos, 

igual o más susceptibles a las mezclas que a sus componentes, comparando 

peso a peso, de manera que, en opinión de estos autores, sería necesaria una 

determinación en cada caso particular. 

Respecto a los antibióticos existen numerosos casos de antagonismo. Así se 
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ha demostrado que el cloramfenicol antagoniza a la penicilina i n v i t r o o-

i n v i v o (23) (24); lo mismo acontece con la aureomlcina y la terramicina^ 

respectivamente, con la penicilina (25). 

Price y colab. (26) han realizado estudios de varias mezclas frente al E . t i -

p h í i n v i t r o e i n v i v o , empleando, en combinaciones dos a dos, los 

siguientes antibióticos y qulmioterópicos: penicilina, estreptomicina, aureomici-

na, cloramfenicol, polimixina B., bacitracina, sulfatiazol, sulfadiacina y sulfa-

meracina, estas tres en combinación con los antibióticos solamente. Los resul­

tados han sido los siguientes: 1) No existe más que un 50 por 100 de corre­

lación entre el sinergismo demostrado i n v i t r o con el demostrado i n v i v o . 

2) La acción sinérgica se manifiesta cuando se combinan determinadas propor­

ciones de las drogas, pudiendo determinar, cuando no están en la adecuada pro­

porción, efectos antagónicos. Existe, pues, un óptimo cualitativo y un óptimo 

cuantitativo en estas combinaciones. Así ocurre con la penicilina y estreptomi­

cina, penicilina y sulfadiacina, sulfatiazol y penicilina, etc., e incluso cuando se 

producen efectos antagónicos, como ocurre con la penicilina y polimixina, aqué­

llos son más intensos en determinadas proporciones de las dos drogas, antago­

nismo que en ningún caso se acompañó de destrucción de las drogas mezcladas. 

Respecto a la falta de correlación absoluta entre los resultados obtenidos 

i n v i t r o e i n v i v o , cosa que ya se conocía en relación con las drogas 

empleadas individualmente (27), Price y colab. (26) han visto que la penicilina 

y el cloramfenicol, mezclados respectivamente con una sulfamida cada uno, mos­

traron sinergismo por el método de protección al ratón y solamente efecto adi­

tivo en la prueba i n v i t r o , mientras que mezclas de penicilina y polimixi­

na y estreptomicina y polimixina mostraron antagonismo i n v i v o , siendo, por 

el contrario, sinérgicas i n v i t r o . Por otra parte se ha demostrado también 

falta de correlación entre los resultados de la protección experimental y los 

obtenidos en clínica con numerosos antibióticos y quimióterápicos individuales. 

Así, por ejemplo, los ratones infectados con neumococos responden mal al clo­

ramfenicol (28) y, sin embargo, este antibiótico parece dar excelentes resultados 

en el tratamiento de la neumonía en el hombre (29). Lo mismo sucede con la 

tularemia (30) y con las brucelosis (17). Siendo esto así, es natural que ocurra 

algo similar con las mezclas de quimióterápicos, en las que se suma un factor 

nuevo dependiente de los distintos ritmos de absorción y eliminación de los 

componentes. En suma, se comprende la-complejidad del problema y las di f i ­

cultades que presenta, no sólo basar en un método i n v i t r o la eficacia clí­

nica de las mezclas, sino ni siquiera trasladar directamente, sin los pertinentes 

estudios de correlación, los resultados experimentales en el animal al trata­

miento de las infecciones humanas. 

Por lo que se refiere al segundo objetivo, esto es, a la prevención del des­

arrollo de resistencia bacteriana, la utilización de las combinaciones de quimio-
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íerápicos se funda en la diferente forma de actuar de estos agentes. En efecto, 

si la resistencia es debida a la capacidad del microorganismo para desarrollar 

una alternativa encimática para el mismo proceso metabólico, con toda proba-

. bi l idad, la administración simultánea de dos o más agentes que difieren en su 

modo de acción, reducirán al mínimo la contingencia, tanto si la resistencia se 

produce por la acción directa del antibiótico (adaptación) como si es el resul­

tado de mutaciones preexistentes en una población microbiana y posterior se­

lección, según se tiende a admitir actualmente (31). Así se ha demostrado i n 

v i t r o que la adición de una dosis ineficaz de PAS a la estreptomicina re­

tarda o previene el desarrollo de resistencia del M . t u b e r c u l o s i s (32), y 

lo mismo ocurre con la combinación «Promin» y estreptomicina y «Promin», PAS 

y estreptomicina (33). Además se demostró que la primera de las combinacio­

nes citadas (PAS y estreptomicina) es más efectiva frente al B. tuberculoso que 

la estreptomicina sola, tanto i n v i t r o (34) como i n v i v o (35). Hobby y 

colaboradores (3ó) encontraron que una mezcla de 56 por 100 de estreptomi­

cina y 44 por 100 de PAS tenía una eficacia doble que la manifestada por una 

cantidad equivalente de estreptomicina sola, no habiendo aparecido resistencia, 

no obstante haberse demostrado razas resistentes al PAS en enfermos que han 

recibido medicación prolongada (37). Y, por otra parte, han fracasado los in­

tentos de aislar razas estreptomicino-resistentes o PAS-resistentes de cultivos re­

petidamente expuestos a la mezcla de las dos drogas (38). 

Es interesante el hecho demostrado por Vennesland y colab. (38) que la 

mezcla dihidro-estreptomicina. -|- PAS en iguales proporciones que la combina­

ción química dihidro-estreptomicina-PAS (1 mol -\- 3 MOL) no desarrolla resis­

tencia, en tanto que con la combinación química citada emergen rápidamente 

formas resistentes, no solamente al compuesto, sino a cada uno de sus compo­

nentes individuales. La mezcla, además, es más activa que la combinación quí­

mica, lo que contrasta con el comportamiento de otras combinaciones químicas 

de antibióticos como la denominada a u r e o t r a c i n a , combinación de au-

reomicina y bacitracina, cuyas acciones parecen sumarse, incluso en su espectro 

antibacteriano, en el nuevo compuesto formado, con la ventaja de que 

pierde toxicidad (39). Estos datos revelan la posibilidad de que algunas de las 

mezclas ensayadas sean verdaderas combinaciones químicas, que pueden ser 

más o menos activas que los componentes individuales y, por lo tanto, constituye 

un factor más que complica, el problema. 

Trabajos anteriores realizados en este laboratorio (40 y 41) habían demos­

trado la actividad antibacteriana de un amino-alcohol con propiedades anti-

histamínicas (42) (43) denominado AHi, sintetizado en este Instituto (44), acción 

bactericida especialmente marcada para determinados grupos de microorganis­

mos, precisamente aquellos que, como el B r u c e l l a y el H . p e r t u s s i s , 

producen infecciones con las que se desarrolla un complejo alérgico indiscutible 
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o inducen ciertas lesiones, como las de la f. tifoidea (úlceras faríngeas e intesti­

nales), que se explican actualmente como una modalidad de alergia. Pensamos, 

pues, que la asociación de este preparado a otros antibióticos y quimioterópicos 

podría tener interés no sólo teórico, sino práctico. 

Como, por otra parte, son numerosísimas las combinaciones que pueden ha­

cerse con tres componentes en sus proporciones recíprocas, hemos orientado la 

investigación en el sentido de reducir al máximo la proporción de cloramfenicol 

en las mezclas. Las experiencias se han orientado, por ahora, hacia tres grupos 

de gérmenes: Tífico, Brucella y Pertussis. 

MATERIAL Y MÉTODOS 

Antíbióticos y quimioterápicos empleados: 

Cloramfenicol.—Se utilizó un cloramfenicol (clorofenicina) cuya actividad, así 

como sus características físicas y químicas, son idénticas al cloramfenicol ameri­

cano. (Punto de fusión: 152-153*^ C; poder rotatorio: —20° . ) 

Dihidroestreptomicina (sulfato).—Se empleó la fabricada por la Casa Schen-

ley, envasada en España por Antibióticos, S. A. Presenta la potencia declarada 

(7Ó0 mcg./mg.). 

AHj.—Se trata del anilin-bencil-dietilaminopropanol, cuyos caracteres físicos 

y químicos han sido expuestos anteriormente (40 y 44). (Punto de fusión: 17^ C.) 

Sulfatiazol.—Del comercio, con las características analíticas correspondien­

tes. (Punto de fusión: 203° C.) 

Sulfadiacina.—Del comercio, con las características analíticas correspondien­

tes. (Punto de fusión: 258° C.) 

Microorganismos. 

En experiencias preliminares se probaron dos razas de E . t i p h i , recien­

temente aisladas, denominadas Tífico Victoria y Tífico Málaga (este último ob­

tenido de la epidemia de Málaga) y dos razas internacionales, Ty-2 y V i -1 . Los 

resultados obtenidos parecen similares, por lo que se eligió la raza Ty-2 como 

•germen de prueba para los E b e r t h e I I a . También se han probado varias 

razas de B r u c e l l a , B. m e l i t e n s i s - NCTC-4493 y 7493, B . a b o r -

t u s - NCTC-7471 y 7472 y B. a b o r t u s número 19, así como las de nues­

tra colección denominadas Bang 1 y Bang 2. Se seleccionó la raza B . a b o r -

t u s - N C T C - 7 4 7 1 . 

De H œ m o p h i l u s p e r t u s s i s se ensayaron las siguientes razas: 

H . p e r t u s s i s - S , H . p e r t u s s i s - 1 6 2 7 (aislada por North de Austra­

lia), H . p e r t u s s i s - B y H . p e r t u s s i s - l de nuestra colección, las cua-
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les, salvo la S , que se encuentra algo pasada de fase, a ¡uzgar por el título 

de aglutinación con el suero específico, las otras se encuentran en fase I de 

Leslie y Gaertner. Se seleccionó la raza H . p e r t u s s i s - l como germen de 

prueba. 

Medio de cultivo. 

Para los géneros E b e r t h e l l a y B r u c e l l a se empleó el mismo me­

dio de cultivo: caldo común sin ninguna substancia neutralizante de las anti­

sulfamidas. Se hizo así siguiendo la experiencia de Schweinburg y Ruten-

burg (22), según la cual dosis altas de sulfamidas del orden de 250 mg./lOO c. c. 

y qnenos son antibacterianas, aun en presencia de antisulfamidas, si los 

gérmenes son sensibles a estos quimioterópicos; si no lo son, las dosis serón 

superiores a 250 mg./lOO c. c. Obrando así, es evidente que, en todo caso, 

situamos el experimento en circunstancias más bien adversas. Para el H . p e r ­

t u s s i s se empleó el medio líquido de Verwey (45). 

Mezclas. 

Se han hecho disolviendo previamente los componentes. El cloramfenicol 

(«Clorofenicina») se disolvió primero en una pequeña cantidad de alcohol, com­

pletando después con agua estéril hasta el 1 por 100. Esta solución cristaliza 

al cabo de .unas horas, pero se redisuelve con calor a 45-50°, que no afecta 

su potencia. Se emplea, conservándola en frigorífico a 5°, durante un período 

no superior a un mes. 

La dihidro-estreptomicina se disuelve en agua, obteniéndose una solución 

madre al 1 por 100 que se mantiene en frigorífico, renovándola cada ocho días. 

El AHi se disuelve, transformándolo en clorhidrato. La solución madre al 

1 por 100 es ligeramente ácido (pH -±:: 5). Se conserva también en frigorífico. 

Disuelto se oxida lentamente, desarrollando un color verde azulado, pero no 

pierde por este hecho su actividad. 

Las sulfamidas se solubilizan, transformándolas en la sal sódica. La solu­

ción al 1 por 100 tiene un pH de 8-9. 

Técnica de la prueba. 

Generalmente, la mezcla se ha valorado al mismo tiempo que sus compo­

nentes individuales, con objeto de compensar, en lo posible, las causas de error 

(medios de cultivo, cantidad de siembra, etc.). 

Tanto la mezcla como los elementos que entran en su composición, se di­

luyen, a partir de las soluciones madres, hasta el rango estimado conveniente, 

empleando el medio de cultivo por lo menos en las dos últimas diluciones de-
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cimales. De cada dilución final se prueban, en tubos de hemolisis, seis dilu­

ciones- 1 c. c. a 0,1 c. c. Se completan los tubos a l c e , con el medio corres­

pondiente, y se agrega 0,1 c. c. de la dilución del cultivo. Estas diluciones han 

sido las siguientes: E . t i p h i = Cultivo en caldo de dieclochp-veinticuatro horas, 

1/200 (unos dos-cinco millones de gérmenes por tubo). B r u c e l l a : Cultivo 

de cuarenta y ocho horas, diluido al 1/5 (10-20 M.). H . p e r t u ss i s = Culti­

vo de cuarenta y ocho horas, diluido al 1/20 (10-20 M.). (Siembra muy abun­

dante, otra circunstancia desfavorable para el experimento.) Después de agitar 

todos los tubos, se incuban a 37^ (los pertussis inclinados, para facilitar, el cre­

cimiento por mayor superficie de aireación). 

Estimación de los resultados. 

Las lecturas se hacen a simple vista, después de veinticuatro horas de incu­

bación de los tíficos y cuarenta y ocho horas de los brucellas y pertussis, to­

mando como punto límite el primer tubo en que hay inhibición total del creci­

miento. Se calcula el contenido de los distintos elementos dé la mezcla contenida 

en dicho tubo, y se determina el porcentaje de esta D. M. I. en relación con la 

correspondiente dosis individual que ha producido inhibición total en la prue­

ba realizada al mismo tiempo. La suma de estos porcentajes representará la 

fracción o múltiplo por 100 de la dosis individual total. La cifra de efecto 

representa la actividad relativa de las mezclas respecto a la suma de las acti­

vidades individuales. Por ejemplo: siendo 100 por 100 la suma de la actividad 

de los componentes individuales, si la suma de los porcentajes de las D. M. I. en­

contradas representan un 20 por 100, la mezcla en cuestión será cinco veces 

más activa que los componentes: Efecto i = 5 = Sinergia = 500 por 100 de ac­

tividad relativa. Si la indicada suma de los por 100 de las D. M. I. encontrada 

es 100 por 100 tendremos: Efecto = 1 = Adición =z 100 por 100 de actividad 

relativa. Si la referida suma es 500 tendremos: Efecto = 0,2 = Antagonismo 

(cinco veces menos activa) =:= 20 por 100 de actividad relativa (cuadro núm. 1). 

En consecuencia, cifras inferiores a la unidad indican acción antagónica, y su­

periores representan sinergismo. Como es natural, la cifra 1, y las más apro­

ximadas a esta cifra, teniendo en cuenta el error inherente a este tipo de 

pruebas (20 por 100), suponen una acción simplemente aditiva. Por tanto, sólo 

admitimos como acciones diferentes de la simplemente aditiva las represen­

tadas por cifras superiores a 1,20 e inferiores a 0,80. 

R E S U L T A D O S 

En el cuadro núm. 1 se dan las dosis mínimas inhibitorias (D. M. I.) 

de cada uno de los compuestos individuales frente al E. t i p h i , H . p e r -



C U A D R O N U M . 1 

Mezclas 

M-32 

M-33 

ACTIVIDAD DE LAS MEZCLAS 

EJEMPLOS DiE COMPUTACIÓN DE LOS RESULTADOS 

Microorganismo de prueba: E. Tiphi. 

D. M. I. 

Composición % Individual 
mcg /c . c. 

Cloramfenicol 40,00 
AH, 20,00 
Tiazol 40,00 

2,0 
200,0 

3.000,0 

Cloramfenicol 50,00 
AH^ 20,00 
Tiazol 30,00 

2.0 
200,0 

3.000,0 

Mezcla 
mcg./c. c. 

0,4 
0,2 
0,4 

2,0 
0,8 
1,2 

de la D. M. I. 
individual 

20,000 
0,100 
0,013 

100,00 
0,40 
0,04 

Microorganismo de prueba: B. Abortus. 

Total por % 
de la dosis 

20,11 

100,44 

Efecto 

4,97 

0,99 

M-1 

M-13 

1-44 

Cloramfenicol 16,6 
AH^ 

Cloramfenicol 
Dihidroestrept.^ ... . 
AH^ 

83,4 

8,3 
. ... 16,6 

75,1 

Cloramfenicol ... 0,1 
AH, ... 19,9 
Tiazol 40,0 
Diacina 40,0 

0,5 
25,0 

0,6 
1,0 

20,0 

0,8 
40,0 

2.000,0 
1.000,0 

0,25 
12,50 

0,16 
0,32 
1,40 

0,02 
3,80 
8,00 
8,00 

50.0 
50,0 

26,0 
32,0 

7,0 

2,5 
9,0 
0,4 
0,8 

Microorganismo de prueba: H. Pertussis. 

100,0 

65,0 

12,7 

1,00 

1,53 

7,87 

M-6 

M-44 

Cloramfenicol 0,97 
Dihidroestrept.^ 1,94 
AH 97,09 

Cloramfenicol ... 0,1 
AH, 19,9 
Tiazol 80,0 

2,0 
8,0 

200,0 

2,0 
300,0 

3.000,0 

0,5 
1,0 

50,0 

0,2 
38,0 

160,0 

25,0 
12,0 
25,0 

10,0 
12,0 
5,0 

Efecto: > 1,20 = Sinergia; < 0,80 = Antagonismo. 

62,0 

27,0 

1,60 

3,70 
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t u s s i s y B. a b o r t u s . Estas se han mostrado muy constantes a través de 

todas las experiencias, y sólo en pocas de ellas se han encontrado las cifras 

indicadas en segundo lugar, por lo que el promedio resulta próximo a las 

primeras representadas. 

En las mezclas de dos elementos vemos que el cloramfenicol y el AH^ son, 

en general, sinérgicas, con la excepción de la M. 3, que contiene una can­

tidad muy pequeña del primer componente. La mezcla que contiene 20 y 80 por 

100 (M-4), respectivamente, parece la más sinérgica frente al tífico, mientras 

que para el H . p e r t u s s i s resulta mejor la que contiene los componentes 

a partes iguales (M-5). 

Las mezclas de cloramfenicol y sulfatiazol sólo producen una acción aditiva 

frente al tífico, resultados que coinciden con los obtenidos por Price y colabo­

radores (26), y aunque en su mezcla la proporción de cloramfenicol era sola­

mente 0,01 por 100, cantidades mayores, incluso del 50 por 100, producen 

también efectos aditivos. Solamente una mezcla, la M-29, que contiene 25 por 

100 del primero de dichos componentes, mostró una pequeña sinergia frente^al 

E . t i p h i , y más marcada frente al H . p e r t u s s i s . 

C U A D R O N U M . 2 

DOSIS MÍNIMAS INHIBITORIAS INDIVmUÁLES imCG./C. C.) 

Producto 

Dihidroestreptomicina 
AH, 
Sulfamidatiazol 
Sulfadiacina ... 

E. tiphi 
mcg./c. c. 

2-4 

200-400 

3.000-4.000 

4.000 

B. abortus 
mcg./c. c. 

0,5-0,8 
1-2 (1,6) 

25-40 
2.000 
1.000 

H. pertussis 
mcg./c. c. 

2-4 

8-10 (8,5) 
200-400 

2.000-3.000 
2.000-5.000 

Las mezclas de AHj y sulfatiazol muestran un efecto de adición frente al 

E. t i p h i . En cambio, frente al H . p e r t u s s i s presenta una gran dife­

rencia según la proporción de los componentes, puesto que a partes iguales 

muestran una acción sumativa, mientras que son intensamente antagónicas con 

la proporción de 20 por 100 A H „ es decir, con mayores cantidades de tlazol. 

El cloramfenicol y dihidroestreptomicina presentan frente al H . p e r ­

t u s s i s una acción sinérgica con la mezcla con la que Price y sus colabo­

radores (M-54) mostraron dicho efecto frente al tífico, pero se obtiene una 

potencialización mucho mayor con la combinación a partes iguales (M-55). La 

mezcla de sulfatiazol y sulfadiacina sólo se ha probado frente al H . p e r t u s ­

s i s , mostrando un efecto aditivo. 
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VO L o " o " c r o " r - r o " o " t O I 
F—1 r H ( M LO LO <M 

ve o o o o o 
vo o o ^ o o o 
cT o o" o o" Q 

LO r—l Cq (TO " ^ 

o O^ O^ G>̂  < 
cT o ' LTT cT o o " 
LO vo r -

< 
D 
N 

r-̂  (N OO T? lO [^ 3 c5 s s s 
CO- "T uO VO t - (M 'XS CO "^ LO CO C<I rî- -4, 

A 

w 



C U A D R O N U M . 4 

ACTIVIDAD DE LAS MEZCLAS 

Microorganismo de prueba: B. Abortus. 

MEZCLAS 

M-1 

M-2-b 

M-32 

M-32 D 

(NDC) 

M-44 

M-44 D 

144 

M-6 

M41 

M.13 

M-19 

COMPOSICIÓN CENTESIMAL 

CL 

16,60 

1,20 

40,00 

40,00 

0,10 

0,10 

0,10 

0,97 

12,50 

8,30 

6,74 

Dh. 

1,94 

25,00 

16,60 

50,00 

AH. 

83,40 

98,80 

20,00 

20,00 

19,90 

19,90 

19,90 

97,09 

62,50 

75,10 

43,26 

T. 

40,0 

80,0 

40,0 

Sd. 

40,00 

80,0 

40,0 

RESULTADOS 

% de la dosis D. M. I. individual. 

50 + 5 0 ... 100,0 

27 + 5 0 ... "77,0 

2 0 + 1 + 0,4 ... 21,4 

15 + 0 ,75+ 0,25 16.0 

7,5-|_28 + 2,4 37,9 

2 + 9 + 1 , 6 ... 12,6 

2 , 5 + 9 + 0,4 + 0,8 12,7 

25 + 2 5 + 2 5 75,0 

6 + 3 + 1 8 ... , 27,0 

26 + 3 2 + 7 65,0 

8 + 2 5 + 1 .: 34,0 

Efecto. 

1,00 

1,29 

4,67 

6,25 

2,69 

7,93 

7,87 

1,50 

3,70 

1,53 

2,94 

Efecto: <1 1,20 zr. Sinergismo; <10,80 ^z: Antagonismo. 



MEZCLAS 

M-3 
M-4 
M-5 

M:-29 

M-5-2 
M-6.2 
M-5-b 
M-54 
M-55 
M-32 

(Sinactin) 
1-32 
M-44. 

M-44.-b 
1-44 

M-45 
M-6 
M-11 
M-13 
M-16 

M-16-b 
M-17 
M-18 
M-19 

(Glahsin) 

C U A D R O N U M . 5 

ACTIVIDAD DE LAS MEZCLAS 

Microorganismo de prueba: H. Pertussis. 

CL 

0,05 
20,00 
50,00 
25,00 

— 
— . 
— 

14,00 
50,00 
40,00 

40,00 
0,1 

— 
0.1 
1.0 
0,97 

12,50 
8,30 
0,20 

I 14,90 
5,70 
2,30 
6,74 

COMPOSICIÓN CENTESIMAL 

Dh. 

— 
— 
— 
— 
— 
— 

86,00 
50,00 

— • 

— 
— 
— 
— 
— 
1,94 

25,00 
16,60 

1,50 
11,40 
22,20 
37,00 

1 50,00 

AH, 

99,95 
80,00 
50,00 

— 
50,00 
20,00 

— 
— 
— 

20,00 

20,00 
19,90 
20,00 
19,90 
19,00 
97,09 
62,50 
75,10 
98,30 
73,70 
72,10 
60,00 
43.26 

T. 

— 
— 

75,00 
50,00 
80,00 
50,00 
— 
— 

40,00 

20,00 
80,00 
40,00 
40,00 
80,00 
—. 
— 
— , 
— 
__. 
__. 
— 

Sd 

— • 
— 
— 
— 
— 

50,00 
__ 
— 
— 

20,00 
— 

40,00 . 
40,00 
— 
— 
— 
— 
— 
— 
— 
— 

RESULTADOS 

% de la D. M. I. individual 

33 + 66 
2 0 + 0,8 
2 0 + 0,2 
5 0 + 0,15 

100 + 10 
120 + 48 
50 + 50 
42 + 31 
2 5 + 4 
2 0 + 1 + 0,4 

2 0 + 1 
10 + 12 
2 0 + 4 
1 0 + 1 9 
30 + 50 
25 + 12 
50 + 10 
20 + 16 
18 + 19 
15 + 11 
2 4 + 9 
12 + 13 
1 2 + 9 

+ 0,2 + 0,2 
+ 5 
+ 1,6 
+ 4 
+ 20 
+ 25 

+ 1,6 

1,6 
1,8 
6 
7 
3 
2 
0,7 

99.00 
20,80 
20,20 
50,15 

110,00 
168,00 
100,00 
73,00 
29,00 
21,40 

20,4 
27,0 
25,6 
34,6 

100 
62,0 
61,6 
37,8 
43,0 
33,0 
36,0 
27,0 
21,7 

Efecto. 

1,09 
4,80 
4,95 
1,99 
0,90 
0,59 
1,00 
1,37 
3,44 
4,67 

4,67 
3,70 
3,90 
2,89 
1,00 
1,60 
1,60 
2,69 
2,32 
3,00 
2,77 
3,70 
4,55 

Efecto: > 1,2 zr Sinergismo; < 0,8 = Antagonismo. 



C U A D R O N U M . 6 

COMPARATIVO DE VARIAS MEZCLAS FRENTE A TRES GÉRMENES DE PRUEBA 

MEZCLAS 

M-3 

M-1 

M-4 

M-5 

M-29 

M-5-2 

M-44 

1 + 4 4 

M-32 

M-19 

COMPOSICIÓN CENTESIMAL 

Cl 

0,05 

16,60 

20,00 

50,00 

25,00 

0,10 

0,10 

40,00 

6,74 

Dh. 

50,00 

AH. 

99,95 

83,40 

80,00 

50,00 

--
50,00 

19,90 

19,90 

20,00 

43,26 

— 
— 
— 

75,00 

50,00 

80,00 

40,00 

40,00 

-— 

Sd. 

40,00 

E. tiphi 

0,90 

1,40 

3,50 

1,30 

0,90 

1,16 

4,34 

1,40 

4,97 

EFECTO 

B. abortas 

LOO 

— 
™ 

1,30 

— 
3,40 

3,90 

4,67 

2,94 

H. pertussis 

1,09 

— 
3,57 

4,50 

1,95 

0,90 

2,85 

2,89 

4,67 

4,55 

Efecto: >- 1,2 = Sinergismo; <I 0,8 r= Antagonism^. 
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La influencia de las proporciones relativas de las mezclas se manifiesta 

todavía con más claridad en las combinaciones de tres elementos, especialmente 

frente al E . t i p h i . Puede verse (cuadro num. 3) cómo con una cierta regu­

laridad, a medida que aumenta la cantidad de cloramfenicol en las mezclas, 

la sinergia es mayor hasta un límite máximo, marcado por la M-32, que con­

tiene un 40 por 100, 

Con un 10 por 100 más ÍM-33) se encuentra sólo efecto sumativo, y con un 

25 por 100 más se demuestra el mayor efecto antogónico de todas las mezclas 

probadas. Tenemos, sin embargo, la excepción de la mezcla M-44 y sus va­

riantes M-44 D y 1-44, en las que con una pequeña proporción de cloramfenicol 

se produce una sinergia notable, por lo que esta mezcla, así como la M-32, 

está siendo estudiada detenidamente frente a numerosos gérmenes, y los resul­

tados aparecerán oportunamente. 

Se observará también que en las mezclas en las que se ha sustituido el 

sulfatiazol oor la sulfadiacina, en todo o en parte, el efecto sinérgico es bas­

tante menpr, excepto cuando se trata del B. a b o r t u s , frente al cual se 

muestran más sinérgicas las mezclas que contienen sulfadiacina. 

Con respecto a las mezclas de cloramfenicol, dihidroestreptomicina y AHi 

probadas, solamente frente al H . p e r t u s s i s y B. a b o r t u s se aprecia 

en todas ellas un efecto sinérgico más o menos intenso, sin que, por la arbi­

trariedad de la composición de las combinaciones, podamos discernir cuál pue­

da ser la influencia de cada uno de los componentes. 

C O M E N T A R ! OS 

Lo más interesante de nuestro trabajo se centra, a nuestro entender, en haber 

podido demostrar la potencialidad que confiere el AH„ un antihistamínico de 

síntesis, al cloramfenicol y la posibilidad de, ¡unto con el sulfatiazol, obtener 

combinaciones igual o más activas sobre ciertos grupos de gérmenes que el 

propio cloramfenicol, con lo que puede reclucirse considerablemente la dosis del 

antibiótico, o reforzar su acción antibacteriana. Actualmente estamos estu­

diando el espectro antibacteriano completo (incluido el M. tuberculosis) de las 

mezclas que se han mostrado más activas frente a los tres gérmenes probados, 

así como su acción sobre la resistencia bacteriana. Los resultados obtenidos 

serán publicados oportunamente. 

Ya en trabajos anteriores (40) (41) fuimos los primeros en demostrar la 

actividad antíbacteriana i n v i t r o de los antihistamínicos de síntesis, y muy 

especialmente del denominado AH,, sintetizado en este Instituto, y caracteri­

zado por su toxicidad relativamente baja, y nuestros resultados fueron con­

firmados por Scuro (4ó) por lo que se refiere a la actividad antibacteriana de 

dichos cuerpos. Se indicó entonces lo posibilidad de su empleo como quimio-
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terápico frente a ciertos grupos de gérmenes, especialmente el género Bruce-

lía, contra los cuales presentaba una actividad antibacteriana más marcada. 

Su acción sinérgica con antibióticos tales como el cloramfenícol y estreptomi­

cina facilita la incorporación a la terapéutica antiinfecciosa de un cuerpo de 

doble acción, que al menos teóricamente actuaría so.bre e! germen y sobre 

los procesos reaccionóles del huésped. Se sabe desde hace tiempo que mu­

chas enfermedades infecciosas transcurren con un fondo alérgico, al que se 

atribuyen muchos de los síntomas y hasta lesiones anatomopatológicas, y en­

tre ellas de las más características son la tos ferina y las brucelosis. Algunas 

de las lesiones de la f. t i foidea, como las ulceraciones de faringe y del intes­

tino, se asimilan en su mecanismo de producción al denominado fenómeno de 

Sonarelli-Schwarztman, una especial modalidad de alergia. En relación con es­

tas sugestiones, Pittman (47) ha podido demostrar experimentalmente un au­

mento considerable de la sensibilidad a la histamine en ratones infectados por • 

vía nasal con el H . p e r t u s s i s , infección que produce una enfermedad 

pulmonar en muchos aspectos comparable a la tos ferina. Igualmente el he­

cho demostrado por Ralston y Paynes (48) de la desaparición de las reaccio­

nes secundarias producidas por el cloramfenicol y la aureomicina mediante lo 

administración de un antihistamínico puede explicarse por la protección con­

ferida al organismo por este tipo de drogas frente a las substancias proceden­

tes de los gérmenes en vías de destrucción a causa de la acción del antibió­

tico. 

Lo cierto es que la asociación a los antibióticos de un quimioterápico-antihis-

tamínico, que como el AH, es de bajo toxicidad, pero que, si bien posee activi­

dad bactericida, no tiene potencia antibacteriana suficiente para muchos gér­

menes, puede constituir un gran progreso en el tratamiento de las enfermeda­

des infecciosas. . 

RESUMEN Y CONCLUSIONES 

1) Se estudia la acción antibacteriana i n v i t r o frente al E. t i p h i , 

H . p e r t u s s i s y B. a b o r t u s de numerosas mezclas de dos y tres com­

ponentes, de las que forman parte en varios combinaciones cualitativos y cuan­

titativas el cloramfenícol, dihidroestreptomicina, sulfatiazol, sulfadiacína y un 

antihistamínico sintetizado en este Laboratorio, dotado de actividad bactericida 

y denominado AH^. 

2) Las mezclas, según las proporciones de' sus componentes, muestran un 

efecto sinérgico, aditivo o, a veces, antagónico. 

3) El AHi muestra una acción sinérgica con el cloramfenicol y de sumación 

con el sulfatiazol, pero los tres elementos ¡untos, en determinadas proporciones, 

se sinergizan fuertemente contra los tres gérmenes probados. 

4) Igualmente los mezclas de cloramfenicol, dihidroestreptomicina y AH, 
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se han mostrado sinérgicas frente al H . p e r t u s s i s y B. a b o r t u s , es­

pecialmente cuando se combinan en ciertas proporciones. 

5) Se sugiere ía posibilidad de que los antihistamínicos, y especialmente 

el AH,, de baja toxicidad y notables propiedades bactericidas, asociado o los 

quimioterápicos, disminuya o anule efectos secundarios^ de ciertos antibióticos, 

así como las reacciones de tipo alérgico, fenómenos todos que, en sentido am­

plio, pueden interpretarse como reacciones del organismo inducidas por subs­

tancias procedentes, al menos en gran parte, de los gérmenes invasores. 

6} Se hace notar, como resultado de nuestra experiencia y de la de otros 

autores que, una vez decidido eí empleo en el tratamiento de combinaciones de 

antibióticos, quimioterápicos o de ambos, es indispensable la utilización de 

mezclas, cuya composición cualitativa y cuantitativa haya sido estudiada pre­

viamente y considerada óptima desde el punto de vista experimental y clínico, 

constituyendo en sí estas combinaciones entidades terapéuticas de propiedades 

fijas, conocidas y controlables, siendo condenable, en términos generales, el uso 

de tratamientos combinados instituidos arbitrariamente en su composición y ad­

ministración, con los que, en lugar de la suma de efectos o de la sinergia pre­

tendidas, pueden obtenerse resultados antagónicos. 
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LABORATORIO DEL COLEGIO OFICIAL DE FARMACÉUTICOS 
DE LA PROVINCIA DE SEVILLA 

PROCESOS QUÍMICOS Y MICROBIOLOGICOS EN LA FERMENTA­
CIÓN DE LAS ACEITUNAS SEVILLANAS 

PRIMERA COMUNICACIÓN 

Miguel Martínez, Miguel Romero y Lorenzo Monzón. 

Ninguna industria de nuestra región puede ostentar con mayor derecho el 

calificativo de típica que el de las aceitunas fermentadas en verde. 

Pero también son conocidas las situaciones, a veces catastróficas, y que tan­

tas pérdidas han originado a la Economía, cuando por motivos no bien cono­

cidos, y por lo tanto incontrolables, se han torcido las fermentaciones de siem­

pre normales, con esas enfermedades o alteraciones mal conocidas, a las que 

se denominan zapateras, alambrado, manchas de levadura, etc., etc. 

La recolección de la denominada aceituna de verdeo se hace generalmente 

entre el 15 de septiembre y 1.^ de octubre hasta, aproximadamente, el I.*' de 

noviembre.. 

Este espacio de tiempo es tan corto porque es muy importante el estado de 

madurez en que se recoja el fruto, que no debe ser excesivo, para evitar el 

futuro blandeamiento de la pulpa; su color debe ir del verde al amarillo paja, 

y los cuidados en su manejo, en su recolección y transporte, para evitar ma­

gullamiento de aquél, son extraordinarios, pues cualquier defecto inicial, ex­

cesiva madurez, magullamiento, picadura de insectos, etc., se acusan enorme­

mente en los procesos subsiguientes de fermentación y obligan a desecharla. 

El fruto recolectado se le somete en tanques especialmente construidos a 

la acción de lejías- alcalinas (de concentración en hidróxido sódico variada), 

con la f inalidad de separarle el amargor natural del glucósido oleoeuropeína 

que contienen, y después a lavados con agua fría, para eliminar los últimos 

restos de lejía. 

Estas operaciones son delicadas, pues conviene que el álcali penetre ge­

neralmente hasta dos tercios en el camino hasta el hueso, pero ni más ni me-

no§, puç$ dç lo contrario puede dçbilitçirse ol color y ablondor^e Iq pulpo çn 



104 M. MARTÍNEZ, M. ROMERO Y L. MONZÓN 

el primer caso, y perder totalmente el amargor, que ejerce cierta influencia en 

el aroma f inal, en el segundo. 

Viene después la puesta en salmuera, para lo que se llenan barriles o bo­

coyes con la misma y en las que se cargan con salmuera de concentraciones 

apropiadas (generalmente con un 10 por 100 de cloruro sódico), y se dejan 

fermentar al aire libre en patios y expuestos al sol, procurando evitar la hu­

medad del suelo y llenando totalmente de salmuera los bocoyes. Como es na­

tural, la fermentación tiene lugar más rápidamente en tiempo caluroso y sue­

le durar de unp a tres meses. 

Una fermentación que transcurre normalmente da lugar a vivo desprendi­

miento de gases (principalmente carbónico), pues lleva consigo una abundante 

espumación en las primeras fases y luego-va apaciguándose, siendo muy im­

portante la operation denominada «requerido», que consiste en reponer dia­

riamente con salmuera las pérdidas que las contracciones, la temperatura, el 

desprendimiento de gases origina, con la f inalidad de que el aire tenga el 

menor acceso posible a la aceituna, que a la vez que una decoloración in­

deseable aportaría una serie de gérmenes, levaduras, hongos, que podrían 

desviar la fermentación de su marcha normal. 

No son aún muy bien conocidos los procesos químicos y microbiológicos 

que tienen lugar en la fermentación de las aceitunas aliñadas, pero se cree, 

y con cierto fundamento, que es esta fermentación de las que se deben in­

cluir entre las denominadas «ácido láctico», y, como es natural, es muy im­

portante conocer la composición química de ló aceituna verde, pues de su 

mayor o menor contenido en azúcares fermentables dependerá la formación 

de ácidos orgánicos, principalmente láctico, así como también de lo que los 

tratamientos a que se le somete pueden restarle (mayor duración del tratamien­

to, alcalino y lavado), que origina pérdidas en azúcares, o mayor alcal inidad, 

que reste antes de ser puesta en salmuera, lo que puede obligar no sólo a 

que los gérmenes actúen con más dificultad, e incluso los menos deseables, 

sino también a que una parte de la acidez necesaria en el proceso sea neu­

tralizada por el exceso de álcali que quedó del tratamiento con lejía. 

Que las cifras de cloruro tienen decisiva importancia lo demuestra el arru­

gamiento que a veces originan en la piel de la aceituna, y de otra porque 

sus contracciones son más o menos óptimas para determinados gérmenes de­

seables o no. 

Parece natural, en primer lugar, que se estudien los cambios que de or­

den químico tienen lugar en estos procesos con la f inalidad de averiguar como 

transcurren en los procesos normales y como paso previo para estudiar y, en 

su caso, saber corregir o, mejor aún, impedir el dar paso a fermentaciones 

cuya marcha sea normal. 

Esto nos ha conducido a efectuar el estudio experimental, de un lado, de 
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algunas características químicas: contenido.en cloruros de la salmuera, pH y 

acidez total en diferentes fases de la fermentación, y de otro, el estudio mi-

crobiológico en esas mismas fases, procurando efectuar junto a una cuantita­

tiva de gérmenes positivos y negativos, su separación y estudio con la finali­

dad de identificar el género y la especie en los casos que ello fuese posible. 

Para ello se han seguido las técnicas preconizadas por Orla-Jensen, Pe-

derson, Vaughn, Levine y sus colaboradores, así como la marcha recomendada 

en el manual de claves de clasificación microbiológica de Bergey. 

A continuación se detalla la parte experimental efectuada, que no es com­

pleta, pues nuestro propósito al hacer e s t e t r a b a j o i n i c i a l es con­

tinuarlo en etapas sucesivas hasta obtener una visión de conjunto lo más am­

plia posible de lo que son estos procesos de índole químico-ttiicrobiológica. 

C U A D R O I 

SIEMBRA EN CALDO LACTOSA. ( A E R O B I O S I S , TUBOS DE FERMENTACIÓN; INCUBACIÓN, A 3 0 ^ ; 

FECHA RECOGIDA, 2 4 / 1 0 / 5 0 , Y FECHA DE SIEMBRA, 2 4 / 1 0 / 5 0 ) . 

Num. 

1 
2 

3 

4 
5 

6 
7 
8 

9 

10 
11 
12 

13 
U 

15 
16 
17 

18 
19 

20 

Fecha puesta 
en salmuera 

24-10-50 

21-10-50 
20-10-50 
19-10-50 
18-10-50 

16-10-50 
14-10-50 
12-10-50 
10-10-50 

8-10-50 
6-10-50 
4-10-50 
2-10-50 

. 9-10-50 
28-9-50 
26-9-50 

* 24-9-50 

22-9-50 
20-9-50 
Testigo 

Observación a las veinticuatro 01 
horas 

Gases 
í í 

" 
5í 

)Í 

)J 

il 

" 
î> 

>» 
" 
»» 
51 

55 

55 

" 
55 

" 
5» 

í? 

= 0 velo superficie. Ga 
•= una burbuja grumos. 

= 0 ligera turbiedad. 

= 1/20 grumos y velos. 
= 1/20 grumos y velos. 

=: 1/20 turbiedad y velo 
=: 1/20 turbiedad y velo 
= 1/30 poco turbio. ' 

una burbujita poco tur­
bio. 

= 0 poco turbio. 

r r 0 turbio. 1 
= 0 
= 0 ' 
= 0 
= 0 
= 0 

= 0 
=z 0 ' 

> 5 

» 
1 

' 
1 

' 
' 

= ̂  " . 1 = 0 claro. 1 

)servación a las cuarenta y 
ocho horas 

ses = 0 velo y turbiedad. 
' 1/5 tubo muy turbio. 

' 1/20 tubo turbiedad. 
' 1/2 tubo muy turbio. 
' 1/10 tubo grumos y tur-1 

biedad. 
' 1/4 tubo grumos y turbio. 
' 1/3 tubo turbiedad. 

' 1/20 tubo turbiedad. 
' pocas burbujas, poco tur-J 

bio. 

' burbujita y turbiedad. 
' ==0 turbio. 

' = 0 turbio. 
z=z 0 velo. 

' = 0 turbio. 
' burbujitas turbio. 

= 0 turbio. 
' burbujitas turbiedad. 

' burbujitas turbiedad. 
" = 0 turbio. 

' = 0 claro. 

En las primeras 18 muestras, variedad manzanilla; la núm. 19, variedad gordal, y el 
20, testigo. 
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PARTE EXPERIMENTAL 

Se procedió en primer lugar a la determinación cualitativa de los gérme­

nes Gram-negativos y Gram-positivos que pudieran estar presentes en las sal­

mueras de fermentación de las aceitunas sevillanas (variedad manzanilla). 

Para ello, y a partir de los frascos que contenían las salmueras recogidas 

(con distintas fechas de puesta en salmuera), se sembraron tubos conteniendo 

caldo-lactosa con tubitos de fermentación y aerobiosis, incubando en estufa 

a 30^ C. 

La producción de gases en un intervalo de tiempo de veinticuatro a cua­

renta y ocho horas nos indicaría la presencia de gérmenes de los grupos 

E s c h e r i c h i a y A e r o b a c t e r . 

En el cuadro núm. 1 se detallan estas observaciones. 

Para investigar la presencia de gérmenes anaerobios del grupo sacarolítico, 

como los del grupo C l o s t r i d i u m , b u t i l i c u m , etc., se sembró igual­

mente la salmuera en tubos conteniendo caldo-glucosa en anaerobiosis (ácido 

C U A D R O I I 

SIEMBRA EN CALDO GLUCOSA. ANAEROBIOSIS ( A C I D O PIROGALICO EN MEDIO ALCALINO) TUBO 

DE FERMENTACIÓN INCUBACIÓN A 3 0 ^ . NEUTRALIZACIÓN PREVIA DE LA SALMUERA CON CARBO-. 

NATO CALCICO EN B A Ñ O M A R Í A 

Nám. 

1 

2 

3 
4 

5 
6 

7 

8 

9 
10 
11 
12 
13 
14 
15 
16 
17 
18 
19 
20 

Fecha puesta Observación a las veinlicuatro 
en salmuera! horas 

24-10-50 
21-10-50 
20-10-50 
19-10-50 

18-10-50 
16-10-50 

14-10-50 
12-10-50 
10-1050 
8-10-50 
6-10-50 
4-10 50 
2-10 50. 
30-9-50 
28-9-50 
26-9-50 
24-9-50 
22-9-50 
20-9-50 
Testigo 

Observación a l a s cuarenta 
y ocho horas 

En ninguno de los tubos se observaron ni gases ni turbiedad 
ni grumos. 

Gases 0 líquido claro. Gases 0 líquido claro. 
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pirogálico en medio alcalino), en tubo de fermentación e incubación a 30° C, y 

cuyos resultados se señalan en el cuadro núm. 2. 

Al mismo tiempo, y para investigar la presencia en las salmueras de gér­

menes Gram-positivos de los géneros L e u c o n o s t o c y B a c t e r i u m 

l a c t i c u m , se sembraron aquéllas en tubos con jugo de tomate fi ltrado 

ajustado a pH 4,0 en anaerobiosis e incubación en estufa a 30^ C. 

CU A D R O I I I 

SIEMBRA EN JUGO DE TOMATE. (ANAEROBIOSIS ACIDO PIROGÁLICO EN MEDIO ALCALINO) INCU­

BACIÓN A 30** 

Núm. 

1 

2 
3 
4 

1 5 
6 

7 
8 
9 

10 

11 
12 
13 
14 
1 5 . 
16 
17 

18 
19 
20 

1 

Fecha puesta 
en salmuera 

24-10-50 
21-10-50 

20-10-50 
19-10-50 
18-1050 
16-10-50 
14-10-50 
12-10-50 
10-10-50 
8-10-50 

6-10-50 
4-10-50 
2-10-50 
30-9-50 
28-9-50 
26-9-50 
24-9-50 

22-9-50 
20-9-50 

Testigo 

Turbiedad a las veinticuatro horas 

Líquido claro. 
Ligera turbiedad y grumos. 

" " y grumitos. 
•>•> •>•! 5 ? 

?9 í í »1 

" 5» »7 

Turbiedad acentuada grumos. 
" " " velo y gases 
" " " y gases. 
Î? - ?? • Î? 

" " " 
)5 J> »> 

" " " 
>5 í> J> 

Ligera turbiedad. 
Turbiedad acentuada grumos. 

Ligera turbiedad grumos. 
Turbiedad acentuada grumos. 

»» í j »» 

Líquido claro. 

Son estos ensayos de gran valor, porque nos permiten comprobar no sólo 

la presencia o ausencia de los gérmenes, con la f inalidad de estar seguros de 

que una fermentación sigue una marcha normal (sin desviaciones), sino que 

es, a la vez, el primer paso para ir posteriormente al aislamiento de las mis­

mas, con vistas a su identificación. 

En el cuadro primero de siembra en el caldo-lactosa se demuestra la pre­

sencia de especies del grupo E s c h e r i c h i a por la formación de gases en 

algunos de sus tubos, y precisamente en las salmueras que están en su pri­

mera fase de fermentación. 
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En el segundo se siembra en caldo-glucosa (anaerobiosis); se comprueba la* 

ausencia absoluta de las temibles bacterias anaerobias que tanto influjo ejer­

cen en las fermentaciones anormales de las aceitunas y, que son posiblemen­

te en muchos casos la causa de su descomposición. 

Y . en el tercero, con jugo de tomate en anaerobiosis se comprueba la 

presencia de las beneficiosas bacterias lácticas, y precisamente más acentua­

das en las últimas fases, lo que es una clara indicación de que la fermenta­

ción transcurre normalmente y que afortunadamente han sido vencidas por 

estas últimas las primitivas bacterias de los grupos E s c h e r i c h i a y A e ­

r o b a c t e r. 

El mismo día de la recogida de muestras de salmuera en los distintos bo­

coyes se determinó el pH en todos ellos, practicándose a la vez la determi­

nación de cloruros y la acidez total, datos que vienen reflejados en el cua­

dro núm. 4. -

' C ü A D R O I V 

LÍNSAYOS FÍSICOS Y QUÍMICOS DE LAS SALMUERAS PROCEDENTES DE LAS ACEITUNAS SEVILLANAS 
(VARIEDAD MANZANILLA) 

Núm. 

1 1 
2 
3 
4 
5 
6 

7 . 
8 

9 
10 

11 
12 
13 
14 
15 
16 
17 
18 

19 

Fecha puesta 
en salmuera 

24-10-50 
21-10-50 
20-10-50 

19-10-50 

18-10-50 
16-10-50 
14-10-50 
12-10-50 

10-10-50 
8-10-50 
6-10-50 
4-10-50 
2-10-50 
30-9-50 
28-9-50 
26-9-50 

24-9-50 
22-9-50 
20-9-50 

C l N a % 

10,61 

5,45 
6,03 
5,56 

6,09 

5,39 
5,33 
5,68 

4,98 
5,39 
5,56 

6,14 
5,56 

5,33 
6,72 

5,45 
5,68 
6,38 
5,51 

1 pH 

5 
5 

5 
5 
5 
5 

4,5 

5 
4,5 

4,5 
4,5 
4,5 

4,5 
4,5 

4,5 
4,5 
4,5 
4 

Acidez total (eií c. c. 
N/10 para 10 c. 

muestra) 

0,2 c. c. 
0,74 c. c. 
1,20 c. c. 
1,5 c. c. 

2 c. c. 

3 c. c. 
2 c. c. 

3,24 c. c. 
4 c. c. 
4,74 c. c. 
7 c. c. 
5 c. c. 

5 c. c. 
4 c. c. 
4 c. c. 

3,50 c. c. 
5 c. c. 
5 c. c. 
8 c. c. 

NaOH 
c. de 

< 

1 

En el momento actual se está trabajando en la identificación de los mi­

croorganismos aislados de las muestras anteriores, y en la próxima comuni­

cación se informará acerca de este aspecto. 



ESTACIÓN EXPERIMENTAL DE "AULA DEI". ZARAGOZA 
C. S. I. C. 

NUEVOS SÍNTOMAS EN EL «DOCK MOSAIC» CAUSADOS POR EL 
«RUMEX VIRUS 1» 

Félix Martínez Cordón. 

INTRODUCCIÓN 

Entre las virosis vegetales hasta ahora poco estudiadas se encuentra la en­

fermedad conocida en Inglaterra con el nombre de D o c k m o s a i c , la 

cual está producida por el virus denominado R u m e x v i r u s 1 , que se 

presenta frecuentemente entre las plantas del género R u m e x , de la familia 

de las Poligonáceas. 

Los primeros trabajos sobre qsta enfermedad fueron publicados por Grainger 

y Cockerham en 1930 (1), quienes describieron algunos síntorVias externos de 

la enfermedad, estudiando también las propiedades del virus. Estos autores han 

descrito en las plantas del género R u m e x atacadas por esta enfermedad, un 

moteado en la superficie anterior de las hojas, formado por unas zonas entremez­

cladas de colores verde oscuro y verde amarillento, que se presentan en las 

regiones interveniales, y que pueden extenderse también sobre varias venillas 

de las hojas, dando así lugar a un mosaico, síntoma muy común entre las viro­

sis vegetales. (Fotografía 1.) Estos síntomas son enmascarados a una tempe­

ratura de 75^ C. (2). El crecimiento de las plantas no es afectado por el ataque 

dé este virus. 

Entre la literatura referente a esta enfermedad no se encuentran citados nin­

guna otra cíase de síntomas, ni tampoco anormalidades intracelulares de nin­

guna especie. 

En los trabajos de Chamberlain y Matthews (3) sobre una enfermedad de 

Jas plantas del género R u m e x , en Nueva Zelanda, que produce síntomas 

parecidos a los del d o c k m o s a i c , y que según opinión de estos investi­

gadores es producida por otro virus diferente al descrito por Grainger y Coker-

ham en Inglaterra, tampoco se hace referencia a cuerpos de inclusión jntracelu-

lares ni o otros síntomas externos sobre las hojas que a los de t¡|)o mosaico. 
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por sucesivos pases en agua destilada se hizo, por medio de una micropipeta, 

una suspensión de ellos en una pequeña cantidad de agua destilada. 

Para la observación con el microscopio electrónico estos cuerpos resultaban 

demasiado gruesos, por lo cual fué necesario operar con fracciones de ellos, 

que se lograron fácilmente en las operaciones llevadas a cabo para su aisla­

miento. Una gota de la suspensión en agua destilada fué depositada por medio 

de una micropipeta sobre una membrana de colodión, haciéndose después las 

preparaciones de la forma usual para la observación en el microscopio electró­

nico. Una vez obtenidas, se las sometió a la técnica del sombreado con película 

metálica, empleándose para ello el paladio; después fueron examinadas con 

el microscopio electrónico R. C. A., modelo B, de Rothamsted. En estas observa­

ciones se vio que los cuerpos amorfos producidos por este virus estaban forma­

dos por una agregación de partículas de material no identificado, que bien pu­

diera ser el virus mismo o agregaciones de protoplasma enfermo. (Fotografía 10.) 

INOCULACIONES EXPERIMENTALES DE ESTE VIRUS SOBRE OTRAS PLANTAS 

Se llevaron a cabo ensayos para transmitir experimentalmente esta enfer­

medad a plantas de N i c o t i a n a t a b a c u m . M i c o t i a n a g l u ­

t i n o s a y remolacha, efectuando las inoculaciones con plantas sanas y jóve­

nes procedentes de semillero; como fuente de inoculo se utilizó una planta del 

género R u m e x que presentaba síntomas muy marcados de la enfermedad; 

las plantas se conservaron en invernaderos libres de insectos. Para las inoculado-' 

nes se empleó cpmo abrasivo la celita. 

Ninguna de las plantas inoculadas en esta primera serie presentó síntoma al­

guno de infección. 

Nuevamente se intentó la transmisión de esta enfermedad por nuevas inocula­

ciones a plantas de D a t u r a s t r a m o n i u m , insistiendo también con 

nuevas inoculaciones a plantas de N i c o t i a n a t a b a c u m . El Inoculo 

fué obtenido de las mismas plantas que nos habíamos servido anteriormente, em­

pleando también la celita como abrasivo y dejando las plantas en las mismas 

condiciones que en el caso anterior. 

Transcurridos veinte días aparecieron sobre una de las plantas de D a t u r a 

inoculadas unas manchas amarillas sobre sus hojas, que hacían sospechar, por su 

aspecto, ser debidas a una Infección de virus. Los tabacos de esta segunda se­

rie de Inoculación no presentaban síntomas. 

DISCUSIÓN 

En las plantas de estas experiencias no se encontraron las inclusiones intra-

cçlyjqres de tipo cristalino que se presentan en numerosas virosis vegetales, y 
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que han sido descritas por Iwanoswsky con el nombre de material estriado. Este 

material estriado se encuentra en muchas ocasiones juntamente con las inclusio­

nes de tipo amorfo en una misma planta infectada, y a veces en una misma 

célula, pero no se han visto en esta enfermedad. (Fotografías 11 y 12.) 

Puesto que tanto las inclusiones de tipo cristalino, consideradas como forma­

ciones del virus mismo, como las de tipo amorfo análogas a las aquí descritas dan 

las niismas reacciones de las proteínas, y visto el estado de transmisión de unas 

a otras que se ha descrito en algunas enfermedades, puede ser posible que los 

cuerpos extraños aquí descritos fuesen formaciones del virus en distinto 

estado de agregación. Si consideramos, por el contrario, estos cuerpos amorfos 

como formaciones protoplasmóticas, estarían entonces formados por un material 

completamente distinto al integrante de las inclusiones de tipo cristalino, siendo 

en este caso producto de una reacción de defensa celular a la infección del virus 

y no formaciones de la proteína virus en un estado de transición precristalino. 

Estas nuevas manifestaciones externas e internas de la enfermedad sobre las 

plantas del género R u m e x que aquí se describen, pudieran ser debidas a 

alguna modificación sufrida por el R u m e x v i r u s 1 ocasionada por cau­

sa desconocida en la planta de Ja que se tomó el primer inoculo, la cual hu­

biese dado lugar a alguna mutación de este virus de tipo más fuerte, siendo esta 

variante la causante de los nuevos síntomas externos y de fa formación de in­

clusiones intracelulares. Puede suceder que dicha modificación tenga lugar cuan­

do las plantas se encuentren en un medio ambiente distinto; esto coincidiría con 

el hecho de que las neoplasias de las hojas hayan sido solamente observadas 

en las plantas cultivadas en invernaderos, donde las condiciones de calor, hu­

medad, etc., varían mucho respecto al exterior. No obstante, hay que hacer cons­

tar que todas las plantas sanas de la misma especie de las inoculadas que fueron 

dejadas como testigo en las mismas condiciones ambientales no presentaron en 

sus hojas ninguna anormalidad. 

La confirmación de que este virus hubiese pasado a plantas de D a t u r a 

en las inoculaciones anteriormente indicadas, no pudo ser lograda por haber ter­

minado en aquellos días la beca que se disfrutaba en los laboratorios que se lle­

varon a cabo estas experiencias, quedando ello, por lo tanto, en espera de nue­

vas comprobaciones. 

Quiero hacer constar mi agradecimiento al Dr. F. C. Bawden, de la «Rotham-

sted Experimental Station» (Inglaterra), por la ayuda e indicaciones recibidas 

durante la realización de este trabajo, así como a Mr. H. L. Nixon, de los mismos 

Laboratorios, por la microfotografía obtenida con- el microscopio electrónico. 
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RESUMEN 

En este trabajo se da cuenta de unos nuevos síntomas externos y de unas 

inclusiones introcelulares hasta ahora no descritos sobre plantas del género 

R u m e x atacadas por el R u m e x v i r u s 1. Se han llevado también a 

cabo las primeras observaciones de este virus con el microscopio electrónico. In­

tentando también la transmisión de este virus a otras plantas de diferentes fami­

lias por inoculación mecánica, obteniendo algunos resultados que parecen indi­

car que este virus se transmite a plantas de D a t u r a s t r a m o n i u m , 

pero esto último no pudo confirmarse con seguridad. 

SUMMARY 

In this paper the author report on some new external symptons and inter­

cellular inclusions of plants belonging to the R u m e x species which were at­

tacked by the R u m e x v i r u s 1 . These symptoms has not been described 

so far.* Observations with the electronic microscope of this virus were carried 

out. It was intented to transmit this virus to plants of different species by means 

of mechanic inoculation. Some of the results seam to indicate that it can be trons-

mitted to D a t u r a s t r a m o n i u m plants, but this could not be proved 

definitely. 
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Foto 1. 

Hojas mostrando el "Dock Mosaic" en plantas del género Rumex. 
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Foto 2. 
Inclusión de tipo amorfo en el interior de un pelo de la planta del género 

Rumex, producida por el Rumex virus 1. 

^ ^ ^ . 

Foto 3. 
Inclusión intracelular, en un pelo perteneciente a la planta de la fotografía 

^j}terior^ en otro estado de formaçiçj}, 



Foto 4. 
Núcleo celular de una planta del género Rumex atacada por el Rumex 
virus i , unido a una inclusión de tipo amorfo y en la cual puede apreciarse 

claramente su estructura granular. 

Foto 5. 
Corte epidérmico perteneciente a planta del género Rumex mostrando 
los primeros estados de formación de una inclusión intracelular de tipo 
amorfo. Puede apreciarse el núcleo celular con su nucléolo, los plastos y 

mitocondrias. 



Foto 6. 
Corte epidérmico perteneciente a otra hoja de la misma planta de la foto­
grafía número 5, en el cual aparece una inclusión intracelular de tipo 
amorfo casi completamente formada. En la parte superior aparece el núcleo. 
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Fo¿o 7. 
Crec¿m/e/iíos a^iorma/es originados sobre las venillas en 

del género Rum ex infectada por el Rumex virus i . 

el envés de una hoja de planta 



Foto 8. 

avanzada. 
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Foto 9. . j , 

Envés de una hoja ie r>lanta M .enero K.me. e.iaj¿ ^J^ToI:' ' 
donde se inician los crecimientos anormales producidos por la 



' Foto 10. 
Microfotografía obtenida con el microscopio electrónico R. C. A. modelo B. de un cuerpo 

amorfo producido por el Rum ex virus 1 . (72.000 aumentos.) 



Foto 11. 
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Foto 12. 
Células epidérmicas de planta de tabaco atacada por el Nicotiana virus 1, mostrando en 

su interior inclusiones de tipo amorfo y cristalino. 



I N F O R M A C I Ó N 

NUEVO REPRESENTANTE ESPAÑOL EN LA A. I. M. 

Para ocupar la vacante producida por la muerte del Prof. Juan Morcilla 

en la Comisión Internacional Permanente de la Asociación Internacional de 

Microbiólogos ha sido designado el actual Presidente de la Sociedad de Mi­

crobiólogos Españoles, Dr. don Antonio Ruiz Falcó. 

VI CONGRESO INTERNACIONAL DE PATOLOGÍA COMPARADA 

Del 4 al 11 de mayo del año 1952 se proyecta celebrar en Madrid 

este Congreso, en homenaje a Santiago, Ramón y Cajal. El Comité Interna­

cional Permanente de los Congresos de Patología Comparada está presidido 

por el Prof. Binet, de París. La Comisión organizadora y Mesa del Congreso 

está constituida de la siguiente forma: 

Presidente, Prof. Enríquez de Salamanca; Vicepresidentes: Prof. Jiménez 

Díaz (Presidente de la Comisión de Patología Humana), Prof. Carda Gómez 

(Presidente de la Comisión de Patología Animal) y Prof. Jordán de Urríes (Pre­

sidente de la Comisión de Patología Vegetal); Tesorero, Prof. Benlloch Mar­

tínez; Secretario general. Prof. Carda Aparici; Vicesecretarios: Dr. Perianes-

Carro, Dr. Lahoz-Navarro, señor Sánchez Garnica y señor Enríquez de Sa­

lamanca (M.). 

Los temas generales para las ponencias son los siguientes: 

1. Papel de los hongos y las micosis en Patología Comparada. 

2. Los oligoelementos y sus carencias en Patología Comparada. 

3. Los factores de senectud en Patología Comparada. 

4. Simbiosis microbianas y sus alteraciones en Patología Comparada. 

5. Los insecticidas de contacto en Higiene General y Patología Com­

parada. 

Para informes dirigirse a la Secretaría General del Consejo, calle de Fer­

nando VI, núm. 8. Madrid. 
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II CONGRESO INTERNACIONAL DE BIOQUÍMICA 

Este Congreso tendrá lugar en París del 21 al 27 de julio del año 19v52. 

Es Presidente de Honor del mismo el Prof. Gabriel Bertrand y Presidente efec­

tivo el Decano René Fabre, Presidente Honorario y Secretario general, respec­

tivamente, de la Sociedad de Química Biológica. Entre los temas bioquímicos' 

de actualidad se han elegido siete, que serán objeto de estudio en otros tan­

tos s y m p o s i u m s . Son los siguientes: 

1. Bioquímica de la hematopoyesis. 

' 2. Biogénesis de las proteínas. 

3. Ciclo tricarboxílico. 

4. Hormonas proteicas y derivadas de las proteínas. 

5. Metabolismo microbiano. 

6. Modo de acción de los antibióticos. 

7. Bioquímica de los esteroides. 

Además de los s y m p o s i u m s citados, se celebrarán otras reuniones para 

tratar de aquellos trabajos que se ocupen de temas diferentes a los anterio­

res y conferencias generales sobre grandes problemas bioquímicos. 

El Secretario general del Congreso es,el Prof. J. E. Courtois, Faculté de 

Pharmacie, 4. Avenue de l'Observatoire, Paris (Vl^). 

ACTAS DE LA SOCIEDAD 

M A D R I D 

Acta de la sesión celebrada el día 23 de febrero de 1951. 

Bajo la presidencia de don Gerardo Clavero del Campo se abre la se­

sión, a las diecinueve y treinta, en una de las Salas de Juntas de los locales 

del Consejo Superior de Investigaciones Científicas, sitos en Medinaceli, 4. 

Se aprueba el acta de la sesión anterior. El señor Ovejero del Agua da 

cuenta de su trabajo «Corynebacterium rénale, Migula (pielonefritis bovino»). 

El señor Vilas presenta una comunicación de los señores Callao y Vigaray so­

bre el tema «Flora aerobia de la fermentación en el enriado experimental del 

esparto». 

El señor Presidente da cuenta de que va a celebrarse el escrutinio de los 

votos secretos recibidos para la renovación reglamentaria de la Junta. Se pro­

cede a efectuar él recuento, que da los siguientes resultados: Presidente, don 

Antonio Ruiz Falcó, 96 votos; don Florencio Bustinza Lachiondo, 1 voto. Vice­

presidente, don Gerardo Clavero del Campo, 97 votos. Secretario, don Lo­

renzo Vilas López, 96 votos; don Manuel Jordán de Urríes, 1 voto. Vocales: 

don Jenaro Alas Cores, 94 votos; don Gabriel Colomo de la Vil la, 97 votos; 
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don Rafael Ibóñez González, 1 voto; don Emilio Luengo Arroyo, 9v5 votos; don 

Gabriel Megías Boix, 1 voto; don Florencio Moreno de Vega, 95 votos; don 

Luis Gonzalo Urgoiti Somovilla, 1 voto; don Juan Santa María Ledochowski, 

1 voto; don Arnaldo Socios Amorós, 3 votos. 

A la vista de los resultados anteriores quedan elegidos los señores siguien­

tes: Presidente, don Antonio Ruiz Falcó; Vicepresidente, don Gerardo Clavero 

del Campo; Secretario, don Lorenzo Vilas López. Vocales: don Genaro Alas 

Cores, don Gabriel Colomo de la Vi l la, don Emilio Luengo Arroyo y don Flo­

rencio Moreno de Vega. 

En consecuencia queda constituida la Junta Directiva de la manera si­

guiente: Presidente, don Antonio Ruiz Falcó; Vicepresidente, don Gerardo Cla­

vero del Campo; Secretario, don Lorenzo Vilas López; Tesorero, don Miguel 

Benlloch Martínez; Bibliotecario, don Ricardo Salaya León; Vocales: don Ge­

naro Alas Cores, don Gabriel Colomo de la Vil la, don Eduardo Gallardo Mar­

tínez, don José García Bengoa, don Rafael Ibóñez González, don Emilio Luen­

go Arroyo, don Florencio Moreno de Vega y don Arnaldo Socios Amorós. 

En ruegos y preguntas, el señor Blanco Diez del Valle dedica un recuer­

do elogioso al que fué miembro de la Sociedad don Victoriano Colomo y Ama­

rillas, fallecido en el mes anterior, y pide que se dedique un homenaje a su 

memoria. El señor Clavero se muestra de acuerdo con lo expuesto por el se­

ñor Blanco y propone una Comisión pora dicho objeto, designándose a los 

señores García Bengoa y Gallardo. El señor Colomo de la Villa agradece cor-

dialmente las manifestaciones de afecto dedicadas a la memoria de su padre. 

Y no habiendo más asuntos que tratar, se levanta la sesión. 

Acta de la sesión celebrada el día 14 de mayo de 1951. 

Bajo la presidencia de don Antonio Ruiz Falcó se abre la sesión, a los vein­

te horas, en una de las Salas de Juntas de los locales del Consejo Superior 

de Investigaciones Científicas, sitos en Medinaceli, 4. 

Se lee y aprueba el acta de la sesión anterior. El señor Presidente dirige 

un saludo a los socios, ofreciéndose cordialmente a todos en su cargo, y de­

dica un sentido recuerdo a la memoria de su antecesor y primer Presidente 

que fué de la Sociedad, don Juan Morcilla Arrazola. 

El señor Socios, en nombre propio y en el de su colaborador señor Sie­

rra, do lectura o uno comunicación acerco de «El factor de transformación 

moho-bacteria», a la que hacen objeciones los señores Ibóñez y Zugozo, con­

testándoles el comunicante. A continuación, el señor Socios presenta uno co­

municación propia sobre «De lo metiloción orgánico como factor de trans­

formación moho-bacterio y su popel en lo etiología microbiana del tracoma». 

El señor Ibáñez pide algunas aclaraciones sobre identificación de los baçte-
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rios que obtiene en sus experiencias el comunicante, prometiendo éste con­

testarlas en plazo breve. 

El señor Várela lee su trabajo «Valoración polúrogrófica del Cloramfe-

nicol». 

Y no habiendo más asuntos que tratar, se levanta la sesión a las veintiuna 

y treinta horas. 
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Fotocopias en microfilm. 

Microfilm negativo: 1 peseta cada fotograma (24 X 36 mm.). 

Microfilm positivo (indicado cuando hay fotograbados): 2 pesetas cada 

fotograma. * 

Carpeta «Filmoteca» para diez filmofichas: 2 pesetas. 
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Mínimo pagable en todo encargo: el valor de una filmoficha, 5 pts. en ne­

gativo y 10 pts. en positivo. 

A partir de 1.000 fotogramas, precios especiales por convenir. 

Opciones que se presentan: en negativo o en positivo; en rollo continuo o 

en filmofichas; con carpeta «Filmoteca» o filmofichas sueltas; metiendo en cada 

fotograma dos páginas o solo una. 

Salvo aviso en contrario se servirán los encargos en microfilm negativo, en 

filmofichas y en carpetas, y el meter una o dos páginas por fotograma se su­

pondrá se deja al discernimiento del Servicio, según sea el original. 

La modalidad «filmoficha», por la gran facil idad de ordenación, archiva-

ción, localizaclón rápido de las cintas y manejo de lectura, supera con rnucho 

a la modalidad en rollo. Se llama «filmoficha» una tira de película de cinco 

fotogramas y medio (en otros sistemas seis), en que caben diez páginas de libro 

ordinario (libro abierto, o sea, dos páginas en cada foto). El medio fotograma 

que se añade (uno entero en otros sistemas) se destina a «referencia», es decir, 

título y signatura en la filmoteca y en el centro de origen. Las filmofichas, para 

ofrecer tales ventajas, van alojadas en unas carpetas «Filmoteca» especialmente 

dispuestas para contener diez de ellas (cien páginas o cincuenta folios) en lócu­

los perfectamente adaptados con sus referencias numéricas y espacio preciso 

para títulos, páginas y toda clase de indicaciones útiles. 

Fotocopias en popel. 

Formato: 9 X 1 2 cms.: en mate, 3 ptas.; con bril lo, 3,75 ptas. 

» 1 3 X 18 cms.: en mote, 4 ptas.; con brillo, 5,25 ptas. 

» 18 X 24 cms.: en mate, ó ptas.; con bril lo, 8,25 ptas. 

» 21 X 30 cms.: en mate, 6,25 ptas. 

» 30 X 42 cms.: en mate, 9,25 ptas. 

N. B. Estos precios están sujetos a cierta variación, según vengan factura­

das las partidas de papel. 


