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FERRAN Y LA INVESTIGACIÓN 

FERRAN, EL HOMBRE 

Las manifestaciones de la vida de todo hombre en la naturaleza, o sea, el 

-fenómeno viviente para su sociedad, depende siempre de los factores conteni­

dos' en su genotipo y en su fenotipo. Lo que vemos, el fenómeno del t ipo, es 

—dir íamos— la máscara que envuelve al t ipo genuino. Sólo le es dado al hom­

bre ver y tratar de comprender la fenomenología de la persona; en cuanto a 

lo genuino, a lo más íntimo de su ser, sólo puede ser objeto de un análisis siem­

pre temerario, pero, por su misma naturaleza, ferviente. 

Está claro, pues, que al querer explicar la trayectoria de una vida buceemos 

-en su misma naturaleza. Ferrón era sobre todo un carácter apasionado. Hombre 

emotivo, despierto y activo, sus sentidos parecían no sufrir embotamiento y es: 

toban prontos d captar realidades. A estas peculiaridades se les sumaba una 

poderosa imaginación ordenada y un tesón rayano en la testarudez. Era algo 

soñador, adivino y profeta, y como ta l , de su rostro noble surgía una mirada, 

un raro fulgor; sus ojos parecían estar organizados, más que para recibir luz, 

para proyectar lo propia; esto puede apreciarse bien en un retrato que le 

hicieron hacia los veinticinco años. Ciertas personas, cuya mirada es efluvio, tie­

nen en ella algo demoníaco; en otras, es luz creadora, candente y viva; en 

todas ellas lo sustantivo es su proyección del espíritu del genio. Esta mirada es 

patrimonio de los hombres de gran intuición, que les nace de lo profundo 

del ser. 

Ferrón, en una palabra, era un apasionado con poderosa personalidad de 

cirtista. 

Entre las vidas de los personajes que hicieron historia, me enamoré de la 

de aquel hombre que conocemos por Colón, y la tengo como máximo exponente 

de la del investigador. Intuitivo máximo, soñador de irrealidades que se le true­

can en verdades, para luego abatirse en actuaciones prosaicas. Hombre que, 

-enamorado de la gloria, sobe conquistarla y levantar un tropel de envidias a su 

paso. Lo considero como el gran ejemplo del investigador científico, en sus glo­

rias y en sus, desgracias. 

Cervantes, a modo de un esquizofrénico genial, dividió a la persona normal 
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en dos componentes: Don Quijote y Sancho. Así pudo establecer el diálogo entre 

dos tendencias del ser-, exageró con mano maestra estas dos facetas que lle­

vamos dentro, formando una unidad orgánica, que es el hombre. En unos pre­

domina el hidalgo, en otros el escudero; en pocos hay equilibrio. En muchos^ 

las vivencias de las dos personalidades están apagadas y casi no existen; en 

algunos son poderosas, equilibradas o no. Son los contrastes los que dan ener­

gía. 

Colón, en muchos momentos, es Don Quijote, y en otros es Sancho. Me f igura 

que Férrán —genio investigador— tiene algo de común con el descubridor de 

América, y eso nos puede explicar su vida, de la cual se podrán discutir múlti­

ples aspectos —en una amplia concesión—, pero nadie podrá negar que fué 

esto: un gran investigador, fecundo en ideas y en obras. Yo no estoy conforme 

con que Ferrán fuese hombre de ideas y sólo de ideas, sino que plasmó reali­

dades, y muchas de ellas fecundas; y si no tuvo la suerte de completarlas todas,, 

fué porque la vida del hombre es limitada. Nadie duda de que Colón es el 

descubridor de América, a pesar de que sólo hollara una mínima parte del 

vasto continente. A Ferrán, para poderle dar el título de descubridor real y po­

sitivo, le basta y le sobra que fuera «el primer sabio que vacuna, con bacterias 

vivas y cultivadas en el laboratorio, a la hurhanidad enferma», porque está 

para siempre admitido por los cenáculos científicos del mundo civilizado que 

fué él quien, en 1885, por primera vez en la historia de la humanidad, vacunó 

en España contra el cólera, y esto lo hacía varios meses antes de que el grart 

Pasteur se atreviera a otro tanto con la rabia. 

En otro lugar esperamos hacer el estudio de la ciencia descubierta por Fe­

rrán; aquí es su personalidad y el medio social en que vive el objeto de nues­

tras preocupaciones; es su esfuerzo para remontarse contra corriente en medio 

de envidias e incomprensiones que, a modo de rémora, le pesan y atan. Este 

clima era el de Iq sociedad de fin de siglo en España. 

En aquel medio social que fenecía, podía aún subsistir el' desdoblamiento-

de Don Quijote y Sancho en la investigación científica. El burgués ilustrado, cuyo 

vida estaba resuelta al comenzar la jornada, gracias a las rentas de su patr i­

monio o a una profesión bien remunerada, con pocas horas de trabajo obligado,^ 

' podía dedicar, bajo un noble afán de cultura e ilustración, el resto del día a 

un trabajq muchas Veces arduo y sin resultados crematísticos. Era posible, pues,, 

una ciencia pura y unos hidalgos para cultivarla. 

Así, Ferrán puda ser, según su época, el último investigador solitario y es­

forzado, con la mínima libertad de una economía precaria, pero aún indepen­

diente, y superando las postrimerías de aquel modo de ser social que moría 

y daba paso al presente, con una pasión vocacional para la investigación. 

Nuestro sabio no recibió apoyo de mecenas ni del Estado, y a pesar d© 
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esto a él se le exigió todo sin darle nada; y aún hubo quien le ti ldó de merca­

chifle. 

No es de extrañar, pues, que en el afán de ver la paja en el ojo ajeno, 

se le haya inculpado también de no haber creado escuela. Ferrán no era Pro­

fesor, no tenía ninguna misión encomendada y remunerada en la enseñanza. 

Siendo sus dificultades económicas enormes para sus trabajos de investigación, 

¿cómo podía además nuestro hombre alimentar discípulos? En verdad, no re­

cuerdo una persona a quien se le haya exigido una más absoluta negación de 

todo egoísmo. En una disciplina costosísima como la Bacteriología, que el mismo 

Cajal tiene que abandonar por demasiado cara- en aparatos y en sostenimiento 

y, en consecuencia, dedicarse a la eremítica Histología, Ferrán se atreve a nadar 

contra corriente. Pero aun hay más, y es que los discípulos son un poco como 

las mariposas nocturnas, atraídas ciegamente por la luz que deslumbre, y o 

nuestro sabio se le intentó poner una pantalla que más que tal era un muro 

sólido y hermético: el desprestigio. 

A todo lo expuesto, para dar a entender su personalidad, hay que añadir 

una última pincelada. Su íntimo amigo fué don Amalio Gjmeno, dos veces Mi­

nistro de la Gobernación, y —¡cosa rara!— no se aprovechó de tal amistad para 

recibir prebendas, cargos, ni condecoraciones. Ferrán murió sin unos ni otras. 

Cuando la Exposición Internacional de Barcelona, en 1929, su Majestad 

e\ Rey Don Alfonso XIII, por deseo espontáneo, quiso conocer al sabio y ren­

dirle egregia visita en su mismo laboratorio,v le dijo: «Conozco vuestro calvario 

del año 85 y os garantizo que no se repetirá. Quiero ser vuestro colaborador 

en el terreno de la eficacia. De la ciencia bacteriana nada conozco, pero con­

sidero que sois uno de los- hombres dignos de ayuda y podéis contar con la mía». 

Estas palabras fueron pronunciadas el 27 de mayo; el 22 de noviembre, Ferrán 

moría. 

Parece como si a ciertos hombres Dios les concediera una poderosa inteli­

gencia, tesón, salud y una personalidad excepcional, por estar predestinados a 

aguantar los golpes continuados de la adversidad creada por taimados envi­

diosos. 

Ferrán, con su carácter, tiene un gran parecido con Pasteur, pero si com­

paramos —aunque sea someramente— el clima que creó Francia en torno a 

Pasteur, frente al de España con Ferrán, bien fácil nos será comprender los 

frutos de uno y de otro. 

Ijlqy un libro que todo microbiólogo debiera conocer a fondo, por las ense­

ñanzas que, en verdadero acervo, contiene; es «La vie de Pasteur», escrita por 

su yerno, Valery-Radot. Múltiples son las consecuencias que de su lectura pue-

.den sacarse, no siendo las más importantes las que se refieren a una ciencia 

que nacía y a sus técnicas. La lección capital está en el clima que la sociedad 

Y el Estado francés de la época imprimieron en torno al sabio. Ambiente que 
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no sólo no lo tuvo nunca Ferrón, sino que vivió en plena hostilidad, y ello le 

obligó como reacción a encerrarse en una severa introspección. 

Pasteur, en su ambiente, creó una sociedad restringida de colaboradores y 

en ella actuó como un p a t e r f a m i l i œ , con autoridad y hasta severidad; 

pero, dominándolo todo, había lazos vivos de afectos y amistad; o sea, que era 

una casa acogedora en un clima propicio. Esto no lo pudo hacer Ferrón porque 

su pobreza le impidió crear su familia científica, y el ambiente le recluyó en. 

una torre de gruesos muros. 

No basta que la humanidad engendre hombres de excepción sí luego la 

sociedad no los ha de cobijar y amparar, por una visión mezquina y suicida. 

Tan importante para la civilización es el nacimiento de hombres singulares 

como su amoroso cuidado. 

CLIMA E INVESTIGACIÓN 

Aparte de la personalidad del investigador, que, como pocas, asienta en 

una singular y conspicua vocación, acabamos de ver que es necesario otro gran; 

factor que influye grandemente en el fenotipo, y es el ambiente social de la 

época en que vive; clima que le es dado, al investigador y que bien poco pue­

de modificar él en provecho propio. 

Nuestra actual sociedad es bien distinta en cuanto a su capacidad de a l ­

bergar en su seno a la investigación científica de como lo fué la del siglo XIX. 

Hoy el t ipo burgués a que antes hemos hecho referencia está en trance de 

desaparecer como especie. El factor económico ha cambiado radicalmente y 

no permite el «ocio fecundo»; todos nos vamos volviendo artesanos de la inves­

tigación, nos es preciso ganarnos en ella el jornal, y jmenos mal si no acaba­

mos en obreros asalariados! La diferencia es obvia, y no requiere explicación. 

. Ya no se puede hablar de una ciencia pura y otra aplicada como conceptos 

bien distintos. La ciencia, siendo una, tiene dos modos de presentarse en la 

práctica de la investigación; uno es aquel en que se plantean cuestiones cuya 

resolución es ardua y su fin económico lejano o imprevisible, de tal modo que^. 

por lo regular, si éste se presenta un día, ya no suele ser en provecho de quien 

lo descubrió, ni para los semejantes de su generación. Otro es aquel cuyas 

consecuencias lucrativas acontecen en un próximo mañana. No tratamos aquí 

del profesional de la ciencia, no investigador, que se limita a poner en práctica 

lo ya descubierto. 

Don Quijote y Sancho van en busca de sendas aventuras; el uno busca la 

gloria; el otro, las ínsulas. Ambos tienen de común que han de vivir. El coba-

Hero es un hidalgo —tiene su patrimonio—; el escudero espera su soldada. 

Cuando los hijosdalgos van desapareciendo con los patrimonios, es necesa­

rio o la sociedad que, al menos, no muera su espíritu de aventuro; preséntense 
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-entonces los mecenas, y si éstos, tampoco son hallados, el mecenazgo ha de ser 

función de Estado. Cuidémonos bien de no establecer el equívoco en torno a. 

este término: ser mecenas implica señorío; ser patrón o capataz es otra cosa. 

Para todo investigador es esencial un cierto espíritu de artista, y a la som­

bra de un auténtico mecenazgo aún pueden vivir con honor los artesanos; baja 

la esclavitud del patrón sólo es posible un proletariado para una producción 

en serie. En aquel ambiente, el artista obrará como un hidalgo y podrá ir en: 

pos de aventuras. En el otro, siempre su libertad creadora, atada por el am~ 

biente y las circunstancias, le hará exclamar como a Sancho, luego de la aven­

tura de los Yangüeses: «Señor, yo soy hombre pacífico, manso sosegado y sé 

disimular cualquier injuria, porque tengo mujer e hijos que sustentar y criar». 

El investigador, primero,y siempre, es un artista, y para ser ta l , cuando me­

nos, se ha de sentir con la libertad del hidalgo. 

En el trance actual de nuestra civilización todo esfuerzo tiende a la lucha 

entre ser todos hidalgos con libertad o proletarios con esclavitud. 

La actual humanidad tiene que admitir dos tipos capitales de civilizfaciónr 

una,Mras el telón; la otra, ante él. Una, materialista y atea; la o t ra . . . 

O sea: una, bien definida; otra, compleja y que requiere un análisis. Esta 

última, que llamamos occidental en cuanto a su cultura, contiene un mun­

do de economía próspera, representado por Norteamérica como máximo 

exponente, y otro de economía débil, cuya representación se encuentra en 

Europa. A Norteamérica, la prosperidad le permite —por el momento— una 

gran libertad, y con estos dos factores surge una plétora de creación científica. 

A Europa —donde estamos nosotros metidos—, la vida dura le hace tender al 

egoísmo, y esto acontece cuando, más que nunca, los adelantos científicos son 

fruto de convivencia en equipo. A pesar de esto, con la civilización actual, la 

sociedad humana es más unidad ecuménica. Es un todo cerrado con tendencias 

dispares. Una de éstas queda definida según la regla capital que le rige: «Es 

necesario usar cualquier artimaña, treta, métodos ilegales, evasivas y disimular 

la verdad». (Lenin. «Obras completas», vol. XXIV, póg. 122, ed. rusa.) Esta tiene 

la característica de encontrarse, numérica y geográficamente, fuertemente unida 

y representada. La otra, en cambio, la forman islotes de fuertes individualida­

des con conciencia y voluntad de ser «la sal de la tierra». Envolviendo estas 

islas se encuentra una mayoría que es una mezcla esforzada y liberal, a la qu f 

hay que reconocer que en gran parte ansia la verdad, pero se encuentra dentro 

de un confusionismo laberíntico. Esta mayoría representa casi la totalidad de 

Occidente. Como medio ambiente para la ciencia- y el espíritu, toda esclavitud 

determina un grave empobrecimiento y una estéril deshumanización. 

En la sociedad de la mecánica, fría y técnica disciplina, todo se va ordenan­

do como una Sociedad Anónima. En ella se puede separar un hombre de su 

cargo, en el que ha dejado sus mejores sudores y vigilias. Nadie es indispen-
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sable. Nadie sabe cómo es, qué opina, hasta que quiere su ¡efe o patrón, 

porque éste —en el fondo— es un Consejo de Administración, cuyas responsa­

bilidades y compromisos se reparten según las circunstancias. 

La protección paterna que siente el hijo, y que es a la vez responsabilidad 

del padre, y se trueca en agradecimiento y veneración f i l ia l ; la amistad, que 

al unir obligó mutuamente; estos lazos vivos y humanos que deben unir a los 

hombres se encuentran sustituidos por una pobre soldada y una fría relación 

burocrática. En este ambiente, preñado de tácitas reservas que aparentan sa­

gacidad y prudencia, se esteriliza el criterio, la responsabilidad y, sobre todo, 

la entusiasta iniciativa. 

Y luego, cuando la máquina no funciona porque ha perecido toda inicia­

tiva, responsabilidad y criterio, estos factores tienen .que ser sustituidos toman­

do medidas drásticos. Sólo éstas pueden sujetar cada hombre hecho un egoísmo; 

mas'estas uniones de acero no son capaces de trabar un conjunto vivo. En el 

ambiente del egoísmo, la adulación y el servilismo son sus frutos naturales, que 

irán a 'fomentar aún más el despotismo. Entre los fríos egoísmos enhiestos siem­

pre se encuentra, como de generación espontánea, la cauta serpiente que; sin 

levantar polvo, sabe contornear todos los obstáculos casi sin rozarlos, pero su 

mordedura es venenosa. La hipocresía —lentamente— irá cubriéndolo todo. 

En este ambiente, la creación —fruto del espíritu— tiene que tener, a la 

larga, una existencia precaria; dentro de un tiempo —ta l vez demasiado largo 

para esperarlo— irremisiblemente acontecerá la negación de la muerte. 

La Ciencia sólo puede dar frutos ubérrimos de nueva creación cuando surge 

como árbol recio que se yergue por la fuerza del espíritu, y sólo a su amparo 

—aunque se disimule— pueden las lianas trepadoras de una pseudociencia 

subir, pero siempre parásitas, capaces del apoyo prestado, aunque fuese de un 

tronco muerto. 

Porque la Ciencia es flor delicada del espíritu; del Espíritu de Verdad. Bus­

car con pasión y valentía las manifestaciones de la Verdad. Muchos agnósticos 

ignoran que en el fondo su cultura y civilización —que no es de un d ía— es 

cristiana antes y después de Cristo. 

Sólo el camino estrecho, pero libre, donde reinan lazos cálidos y humanos 

de amistad y hermandad puede restablecer una unidad concreta espiritual en 

Iq sociedad. En los islotes de civilización occidental, donde este espíritu se de­

fiende, los hombres se alientan en su diálogo con Dios en la soledad de la noche 

y en el silencio y meditación de la vigil ia; sólo que al despertar al nuevo día 

quedan en su quehacer prendidos en la telaraña de los soberbios y exclusivos 

egoísrcos y cunde el desaliento de todo esfuerzo, al menos en apariencia, vano. 

Así es como al mediar este, siglo el hombre dedicado al espíritu anhela el 

retorno a la naturaleza madre y siente una angustia opresora ante los mons­

truos que son las grandes ciudades. Mas aquél que espiritualizado puede huir 
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•a la soledad de la naturaleza y estar en ella en armonía, pronto aprende que 

al l í su diálogo con Dios no es paz, sino lucha, como la de Jacob y el Ángel en 

Ja noche; para titanes. Entonces medimos las fuerzas y humildes retornamos a 

la vida entre los hombres; comprendemos que la pura realidad es que estamos 

en plena crisis y la lucha es esforzada, y es cobardía renunciar. Nuestro estan­

darte tiene por lema las palabras del Eclesiástico, IV-30: «Lucha por la verdad 

hasta la muerte y el Señor Dios combatirá por tí». 

ARTISTA-INVESTIGADOR 

Todo investigador tiene su denominador común. ¿Cuál es la entraña que 

determina en el carácter de un hombre su dedicación a la investigación? Yo 

creo que esta condición radica en lo más profundo del ser. Me atrevería a decir 

que no está en el genotipo ni en el fenotipo; es algo que bucea más adentro 

y que da su impromta a uno y otro. Está enraizado profundamente; proyecta 

su tallo a través de lo genérico y de lo fenoménico. Surge de la misma natura­

leza espiritual deLhombre, que es el d e s e o d e s e r . Estriba en la tenden­

cia innata que siente toda persona de integrarse y de llegar a ser «persé». 

Todo hombre, por ser persona, siente el deseo de ser. Lo que sucede es que 

hay grados y modos de sentir y tener este deseo. 

El intelectual lo siente como ansia de saber, y es como Aristóteles comienza 

su metafísica, diciendo: «todos los hombres tienen, naturalmente, deseo de saber; 

tienen apetencia de saber, de sabiduría». 

Lo interesante de esta definición es la apetencia, él hambre 'de saber, el in­

tegrarse con la sabiduría. En esta-condición esencial, ¡ay de aquél que pronto 

se harta!; es preciso que a medida que coma sienta más las ganas de comer. 

A l comer sabiduría, ésta, más que de comida, le ha de servir de aperitivo. 

Más que la admiración por las cosas, más que el asombro de las cosas, es 

la apetencia, es el amor de profundizar en ellas lo que hace ser investigador. 

Este querer es de una gran exclusividad, y a esto se debe que el intelectual 

dedicado a la investigación tiende siempre a la distracción por ensimismamien­

to ; le basta su querer, y ésta es su suerte y su desgracia. 

, La primera manifestación del niño cuando ya sabe balbucear en la lengua 

-de sus padres es siempre la p r e g u n t a . De la misma manera que continua­

mente está hambreando por la comida para su cuerpo en plena integración, así 

siente también el ansia de conocer. Resulta también aquí ser la verdad la sen­

tencia de Jesús: «si no os mudareis e hiciereis como niños, no entraréis en el 

Reino de los Cielos» (San Mateo, XVIII-3). O sea, que el investigador ha de pre­

guntar con la humildad del que no sabe, constante e insistentemente, hasta ser 

pesado. Quien, por desgana, por apocamiento o por soberbia, no pregunte, 

no podrá caminar por los senderos de la investigación. 
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Es preceptivo, pues, el preguntar, pero para recibir contestación es condi­

ción que la pregunta que se formule pueda ser contestada. La pregunta que el 

investigador debe hacer a las criaturas, más que el ¿por qué?, debe ser el ¿cómo?,, 

ya que a lo primero pocas veces se nos podrá contestar y sí, en cambio, a lo 

segundo. 

El hombre, investigador científico, por su propia personalidad ha de tener 

en a l t o g r a d o ansia de saber e l c ó m o de las cosas. Y en vez de 

hartarse con su integración le han de estimular su apetencia. Apetito que no 

sólo debe mantenerse, sino que superarse en la cualidad; debe preferir lo que 

nadie tocó ni probó. Esta es la misma entraña del artista: el que es capaz de 

ver y exponer lo que Dios creó y qún está velado para la mayoría de los 

hombres. 

Investigador significa, pues, ser hombre-niño capaz de preguntar a la crea-

crón con avidez selecta por el cómo de su- ser. 

Nos interesa ver cómo esta premisa se encuentra largamente concedida al 

carácter de Ferrón, y, claro está, nuestro análisis no ha de ser en sus pesquisas 

científicas en el campo de la microbiología, síno antes, cuandq, como el águila, 

va tomando altura, dando vueltas para luego lanzarse en una dirección. 

Cuando Ferrón era un buen estudiante de medicina en los vetustos claustros 

del Rospital de la Santa Cruz de Barcelona, salas repletas de miseria bajo 

bellas bóvedas góticas, es, además de aprendiz de medicina, un estudiante de 

la pintura y de la escultura en los talleres de Santigosa y de Marqués. Con éstos 

aprende a amasar el barro y a dar vida al yeso. Entre sus múltiples obras de 

aquella época se conservan especialmente dos magníficas esculturas llenas de 

gracia y carácter: son dos terracotas, una de su novia y la otra de su esposa-

Ambas son dignas .del título de escultor. 

El busto de la hermosa muchacha que fué la novia de Ferrón, de una 

belleza singular, recuerda en otro sentido el temperamento de nuestro hom­

bre. La ¡oven murió víctima de la fiebre tifoidea. Parece ser que esta muerte 

orientó el camino del futuro bacteriólogo; el artista romántico se prometió a 

sí mismo luchar sin descanso contra aquella enfermedad infecciosa, y a fe que 

lo consiguió. 

Luego, ya Médico, no es sólo esto, sino que desde un principio, y antes de 

ser bacteriólogo, es algo más. Su descanso y diversión es un tipo de investiga­

ción muy de la época. Sus biógrafos ya nos dan extensa reseña sobre ello. 

«Incapaz por temperamento de asistir q las tertulias de casino y de café,, 

y poco inclinado a las diversiones, distrae sus ocios en el estudio de la elec­

trotécnica y en el cultivo de la fotografía, del dibujo y de la pintura, tomando 

tal afición al arte, que, en cierta ocasión, hablando con el notable Astrónomo 

don José Landerer, cuyo retrato acababa de terminar, le dijo: «Desengáñese 

usted; he errado la vocación; yo nací para el arte.» 
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«En el campo*de la fotografía—dicen sus biógrafos Ripoll Noble y Gras 

Artero—comienza a actuar como aficionado y muy pronto no sólo la dom.ina, 

sino que en su inteligencia privilegiada el genio se manifiesta; no se limita a 

aceptar las cosas existentes, sino que las corrige, las enmienda y, después de 

investigarlas, descubre nuevos hechos.» 

Aquí podríamos decir que el artista dejó su arte por la investigación, 

y no es eso. El artista lo es en todo aquello que toca. En su vida será artista 

de la escultura y pintura, de la fotografía y de la bacteriología. Es su modo 

de ser. 

Sigamos. 

Tropezando en la realización de las microfotografías con el grave incon­

veniente que causa el grano del vidrio deslustrado para enfocar finos deta­

lles, lo resuelye mediante un dispositivo que hace que el citado vidrio tenga 

un movimiento pendular mientras se enfoca. 

En 1879 publica, en colaboración con I. Pauli, un folleto titulado «La ins­

tantaneidad en Fotografía», en el que detalla el procedimiento de la emulsión 

de bromuro de plata con gelatina, «diez veces más rápido que el colodión 

húmedo», y así, con la modesta sencillez del sabio, lanza al mundo un invento 

con el que habían de lucrarse muchos. 

Ocho años más tarde se le ocurre la misma idea a Audra, de París, y poco 

más tarde, la casa Young, de Alemania, toma patente para preparar emul­

siones fotográficas, siguiendo las ideas de Ferrón. Por otra parte, la casa 

Kodak, de Norteamérica, preparaba su material fotográfico con arreglo a la 

misma técnica. Pleitea la casa Young con la Kodak y pierde el pleito, pues 

la empresa norteamericana pudo demostrar que se trataba de un descubri­

miento perteneciente ya al dominio público, y que la casa "Young no había 

patentado ningún método original y propio, supuesto que, como se demostra­

ba en el folleto a que anteriormente hemos aludido, a Ferrán correspondía, 

de un modo indiscutible, la primacía; y el descubrimiento no había nacido ni 

en Alemania ni en los Estados Unidos, sino en las riberas del río ibero. 

Otro invento suyo es la fórmula de emulsión pigmentaria inalterable, que 

constituye una de las más importantes del moderno arte fotográfico. Es lo 

que en la actualidad se conoce con los nombres de métodos tíl carbón, a 

óleo, a las tintas grasas, a la fotoglit io, etc. 

La técnica de estos diversos procedimientos, descrita en las revistas y libros 

del arte fotográfico, está llena de pequeñas dificultades que sólo han logrado 

vencer los más hábiles, no sin haber tenido que atravesar un difícil aprendi­

zaje, motivo que ha dificultado la generalización de tales métodos. Ofrecía, 

por consiguiente, un interés de primer orden cualquier descubrimiento que, 

suprimiendo dichas dificultades, pusiese en manos de todos lo que seguía siendo 

patrimonio exclusivo de los muy hábiles. 
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Estas preciadas ventajas las ofrecía el pigmento coloidal ideado por 

'Ferrán. Consistía en una emulsión de materias colorantes en una o varias de 

las indicadas substancias coloides. 

Esta emulsión se conservaba indefinidamente, y extendida sobre un soporte 

de papel, estando previamente sensibilizado por un bicromato alcalino, daba 

fotografías de una rara perfección. 

En colaboración con Pauli, publica Ferrón. en «Crónica Científica», varios 

trabajos sobre electrotécnica. 

Entre ellos destacaba el estudio del microteléfono, idea recogida años más 

tarde por Bonzo. 

En 1878, con aparatos construidos por él mismo, realizó una comunicación 

telefónica entre Tarragona y Tortosa (84 kilómetros), la mayor distancia alcan­

zada en aquellos tiempos. 

Amigo íntimo de! Astrónomo y Biólogo valanciano José Joaquín Landerer 

y asiduo concurrente al laboratorio y a la biblioteca de éste, encuentra allí 

los «Comptes rendus» de la Academia de Ciencias de París, donde Landerer 

publicaba por aquel entonces sus trabajos sobre el planeta Júpiter y sus saté­

lites. Esta va a ser la causa de un nuevo rumbo en su vida, ya que es en tal 

revista donde se entera de las comunicaciones de Pasteur y le nace la afición 

a los estudios de microbiología, adivinando desde el primer momento la revo­

lución que se iniciaba en el campo de las ciencias biológicas. Con este motivo 

usa el microscopio petrográfico que Landerer tenía para el estudio de las rocas 

y poco tiempo después encarga un modelo Nachet a París para sus estudios 

de microbiología. 

Ya Ferrán está consagrado a la investigación experimental de la bacterio­

logía, y entonces se construye aparatos inventados o modificados por él: estu­

fas de cultivo, matraces, redomas, etc. Dice Landerer, refiriéndose a este punto: 

«para las necesidades de su técnica le he visto improvisar aparatos con los 

medios más rudimentarios». 

Después de esto comienzan los tiempos en que Ferrán va a ser un auténtico 

descubridor en la microbiología. • 

Creemos que con estos datos, y sin dificultad, pódennos conceder la cualidad 

de artista a nuestro sabio. 

Esta cualidad que nosotros consideramos capital para llegar a ser un inves­

tigador, es también considerada como tal por W. I. B. Beverige,' quien afirma 

que la investigación, más que una ciencia, es un arte, y sobre este aspecto 

basa las características del modo de enseñar a los aprendices; dice que es 

preciso encomendarla a investigadores de larga experiencia personal que por 

encima de la misma ciencia pongan interés en cultivar el gusto y el estímulo. 

Muchas veces se nos ha ocurrido que es una lástima que en las comuni­

caciones científicas no se explique la historia del proceso que en la mente 

10 
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del investigador se ha ido hilvanando desde el mismo enfoque del problema 

hasta la culminación del descubrimiento. Esta misma idea encontramos en el 

citado autor, quien asegura que lo interesante, para él caso, más que su con­

tenido científico lo son los métodos y andamiajes que el pensamiento del sabio 

ha ido elaborando para l legar 'a l f in. Para nosotros ^s , pues, de sumo inte­

rés el mismo modo de vivir del sabio, su modo de ser, sus virtudes y miserias, 

sus apetencias y desvíos, etc.; de aquí el gran valor de las biografías sinceras 

' sobre estos hombres. 

Cada artista tiene su estilo propio y yerra, por tanto, quien quiera imponer 

moldes de investigador a modos de ser distintos. Hay que pedir unas pocas 

virtudes como común denominador; luego, dejar que obre la libertad. Es mfrín-

seco en la naturaleza del artista la autenticidad, y si no la tiene, queda redu­

cido a un mero copista que es incapaz de darnos una nueva visión de las 

cosas; no creerá —según el lenguaje que con más frecuencia se usa para cali­

ficar lo auténtico—. 

Esta breve y parca pincelada de la personalidad artística de Ferrán puede-

tener como colofón unas letras del Profesor E. Roux, Director que fué del 

Instituto Pasteu r̂ de París, sabio investigador de categoría internacional: 

«Recibí las fotografías que me transmitió y sinceramente le digo que son 

admirables y muy superiores a todos los retratos que me han hecho Edelfeld 

y recientemente Zo. Nunca hubiera creído que la fotografía diese una impre­

sión ta l de los caracteres fisonómicos. Comprendo por qué es usted tan cui­

dadoso de la pose y de la iluminación. |Es usted un gran artista!» 

Por todo lo expuesto y cuando los personajes del drama yacen en el silen­

cio del Universo, no podemos permitir que la ingratitud que acompañó toda 

la vida al sabio le siga en la muerte. Es deber de todo microbiólogo español 

que se dedica a investigar y hasta de todo investigador en general, conocer 

la vida, ideas y obras de Ferrán, para de ellas sacar magistrales enseñanzas. 

Y los que las consideren acertadas, también por deber, deben cultivarlas y por 

egoísmo amamantarse de ellas porque son de un caudal fecundo, para con 

su luz trabajar sin descanso. España, tan yerma de figuras científicas conoci­

das, debe orear las auténticas y darlas a conocer al .extranjero; con ello sólo 

se hará justicia y Patria. De Ferrán dijo el Profesor argentino Avelino Gutié­

rrez que «es la figura más interesante en la Bacteriología, después de Pasteur». 

Ferrán, hombre-niño de gusto exquisito, combatió tenaz hasta su muerte; 

y si no pudo crear escuelas y discípulos que le defiendan. Dios se encargará 

de que de la lectura de sus escritos surjan éstos espontáneamente, y su ciencia, 

sea conocida en España. A la postre será fecundo. 

Arnaldo Socías. 

11' 
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J. FERRAN y J. PAULL—La instantaneidad de la fotografía. 

E. GARCIA DEL REAL.—Jaime Ferrán. M. Aguilar, editor. Madrid. 

JUAN PAULIS.—Ferrán. Librería Catalonia. Barcelona. 

W. I. B. BEVERIDGE.—1951. Teaching the Art of Research. «Research». 
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BOTANISCHES INSTITUT DER HESSISCHEN LEHRz=: UND FORSCHUNGSAN-
ST ALT FUR WEIN=, OBST= ÜND GARTENBAU. GEISENHEIM AM RHEIN. 

(ALEMANIA.) 

LA INFLUENCIA DEL ENYESADO SOBRE LA FERMENTACIÓN DE 

LOS MOSTOS DE UVA 

por 

Hugo Schanderl. 

El enyesado es una práctica muy antigua en la elaboración de los vinos 

en los países que bordean el Mediterráneo. 

El iniciador de la Enología española. Prof. Juan Morcilla Arrazola, en su 

gran obra «Tratado práctico de Viticultura y Enología española», en el to­

mo II (Enología), página 87, escribe: «El conocimiento del modo cómo actúa 

el yeso sobre los mostos durante la fermentación no es todavía completo, pero 

se poseen ideas más exactas que las que se admitían como probables o como 

ciertas hace pocos años». 

Morcilla tiene completa razón cuando indica que nuestros conocimientos 

•acerca de la acción del yeso sobre el vino todavía son incompletos. Hasta 

•ahora se conocían los reacciones químicas, pero no las microbiológicas. 

Las reacciones químicas del yeso sobre el vino se pueden representar por 

las siguientes ecuaciones gráficas: 

I) CoSO, + 2KHQH,0 , —> CaQH.Oe + H.QH.Oo + K,SO, 

II) 2CaSO, + 2 K H Q H A '-^ 2CaQH,Oe + K,SO, + H,SO, . 

III) K S O , + 2KHQH,Oc - ^ K,SO, + 2HAH,Oe 

Lqs tres ecuaciones muestran que con la adición del yeso reacciona espe­

cialmente el tartrato ácido de potasio (antes llamado bitartrato de potasio) 

del vino. De las tres moléculas de sulfato calcico se forman tres moléculas de 

ácido tártrico libre y una molécula de ácido sulfúrico que queda en el vino, 

# -
mientras que tres moléculas de tartrato calcico se depositan en forma crista­

lina. 

Con estos reacciones aumenta el contenido total de ácido y la concentra­

c ión, de H libre, lo que, indudablemente, es una mejora para los vinos del 

Mediterráneo, ya que con frecuencia son pobres en ácido. El aumento de 

H libre, que es determinable ionométricamente, y que se hace patente por 

la disminución de la cifra de pH, actúo, en el orden microbiológico, retra-

:sando la evolución de las bacterias sensibles al ácido. 
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Figura 1.—Gráfico de la marcha de la fermentación con la levadura Piesport en solución^ 
sintética con y sin CaSO^ (según cifras de Schander, 1904). 
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Figura 2.—Gráfico de la marcha de la fermentación con la levadura Winningen, en solu­
ción sintética con y sin CaSO^. 
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Fisiológicamente, se sabe que los mostos enyesados terminan su fermen­

tación antes que los no enyesados. Esto ya fué observado por Andonaud, en 

1887 (citado por Sannino: «Tratado de Enología». Buenos Aires, 1948). 

Hasta aquí alcanzaban nuestros conocimientos. Pero que éstos no bastan, 

y que son necesarias nuevas investigaciones, lo indicó Morcilla con las siguien­

tes palabras: «En todas estas cuestiones existe un amplio campo para ensayos 

e investigaciones de gran importancia teórica y práctica («Enología, tercera 

edición, página 87). • . 

En 1904, R. Schander, en Geisenheim, estudió los mostos con y sin adición 

de sulfatos, encontrando, sin dar importancia de cuál fermento se trataba, que 

con el sulfato la fermentación era acelerada (figs. 1 y 2). 

Nosotros, en 1951, estudiamos nuevamente la acción del sulfato sobre la 

fermentación de los mostos, y pudimos comprobar las indicaciones de Schan­

der, obteniendo los mismos resultados con el empleo de MgS04, KgSO^ Na2S04, 

(NHJ2SO4, FeSO^ o CaS04 (figs. 3 y 4). También pudimos verificar lo dicho 

por Schander de que después de añadir solución acuosa de acetato de plomo 

como indicador de las fermentaciones de Nessier, tan pronto como .aparecía 

HoS se formaba sulfuro de plomo negro. * De esta manera se podía fijar et 

tiempo y se hacía visible la intensidad de formación del KS . 

Al mezclar con F;eS04, obtuvimos un depósito gris negro de levadura, que 

contenía FeS intracelularmente unido. La aparición de HoS y sulfuro demuestra 

que los sulfatos son reducidos por la levadura. 

Nosotros nos interesamos acerca de si aparecía H2SO3 como producto in­

termediario después de que nuestro alumno Slobodan Filipovic (investigaciones 

no publicadas todavía) encontró que la levadura de vino reducía fácilmente 

el tiosulfato, y que como productos intermediarios se formaban ácido sulfu­

roso y sulfures. 

Para nuestros ensayos preparamos fermentos sintéticos con soluciones de 

Lindner de la siguiente composición: 

Un litro de agua común; 5 g. de fosfato monopotósico; 5 g. de sulfato de 

amonio; 150 g. de sacarosa y rastros de bios en forma de extracto de leva­

dura. ' 

Cantidades de 250.c . c. del preparado se introdujeron en matraces de 

500 c. c ; a cada matraz se añadió 0,5 g. de un sulfato, y fué esterilizado 

sucesivamente, dos veces por vapor. Dos matraces quedaron sin SO4. 

Después de la esterflización, de cada matraz se extrajo una prueba, en 

la que fué examinada iodométricamente la presencia de KSOg. 

A continuación, cada preparado fué sembrado con una solución de cé­

lulas de la variedad de levaduras Geisenheim 1933. 

La fermentación alcanzaba su máximo después de dos días. Al tercero 
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Figura 3.—Gráfico de la marcha de la fermentación en mosto de uva con y sin MgSO^, 
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Figura 4,—Gráfico de la marcha de la fermentación en mosto de uva con y sin K.pO^. 
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y al sexto día después de la siembra se extrajeron pruebas, en las que de 

nuevo fué investigado iodométricamente el H2SO3. 

Los resultados obtenidos están representados en el cuadro número 1. 

CUADRO 1 

CONSUMO EN C. C. DE SOL. DE YODO POR 5 0 C. C. 

64 

Solución normal de 1 Lind-

Solución normal de 2 Lind-

+ 2 g. (NH,),S0,/1 
I + 2 g. Na.Sd,/l 

+ 2 g. MgSOyi ... 
4- 2 g. K,S0,/1 
+ 2 g. Ca SOyi. 

\ -h 2 g. FeSOyi 

Valor inicial 

0,6 

0,6 
0,6 
0,7 
0,5 
lA 
0,8 

j 0,9 ' 

Después de tres 
días 

4,6 

5,9 
6,8 

11,7 
7,0 
5,0 
5,5 
4,4 

Después d e seis 
días 

6,5 

8,5 
11,7 
16,0 
10,1 
6,8 
7,5 
8,0 

El experimento representado en el cuadro 1 sólo nos dice que durante la 

fermentación se formaron substancias ávidas de yodo, ya que el consumo 

de éste aumentó en todos los matraces. También en los dos matraces de control 

aumentó, ya que, a causa de un error, se les había puesto solución de Lind-" 

ner con sulfato, en vez de solución sin sulfato. 

El preparado con MgSOí se trató también según el método de destilación 

de vapor de agua de Weinmann, para medir el contenido de H2SO3 («Revista 

de Investigaciones Alimenticias», tomo 87, página 49, 1944). Este método per­

mite aislar el ácido sulfuroso de las otras combinaciones que fija el yodo. 

El principio del método de destilación de Weinmann consiste en que ef ácido 

sulfuroso es desalojado al añadir un ácido más fuerte (25 por 100 de KPO^ 

y vapor de agua). En cuanto a la técnica, es la siguiente: sobre un matraz 

de destilación con 25 c. c. de agua y 15 c. c. de H3PO4 al 25 por 100 se 

coloca un embudo regulable con el líquido a examinar. Durante la ebullición 

se deja gotear el líquido en el matraz. El destilado es recogido en 25 c. c. de 

NaOH 1/N y 25 c. c. de agua. Se destilan 130 c. c. A continuación se titula 

el H2SO3 del destilado en presencia de H2SO4 y una solución de almidón con 

yodo N/64. 

El método de destilación del ácido sulfuroso, según Weinmann, fué creado 

para la investigación del SO2 en los llamados «Submoste» (zumos dulces, no 

fermentados). Al destilar mostos en fermentación o fermentados destilan tam­

bién otras substancias que se combinan con el yqdo; probablemente aldehido 

acético, que se originó en la fermentación alcohólica. 
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Por eso también los resultados del método Weinmann en soluciones en fer­

mentación son más altos. Por ello, es necesario destilar también los testigos 

{sin sulfato) y restar estos resultados de los de la destilación de las fermenta­

ciones con sulfato añadido. La diferencia representa las cantidades verdaderas 

de ácido sulfuroso producido por la levadura. 

El reconocimiento del ácido sulfuroso por el método de Weinmann e n 

•eí m a t r a z c o n MgS04, d e s p u é s d e s e i s d í a s , d i o c o m o 

r e s u l t a d o u n a f o r m a c i ó n d e 5 5 m g . d e á c i d o s u l f u ­

r o s o p o r l i t r o . En la investigación normal, como la hace el químico 

vinícola para el reconocimiento del contenido de SO2 en el vino, en presencia 

de otras substancias resistentes al yodo, se obtuvo un valor mucho más alto: 

101 mg. de H,SO,/\. 

E s t o s e x p e r i m e n t o s y a n o s d i e r o n e l f i r m e t e s t i -

. m o n i o d e q u e d u r a n t e l a r e d u c c i ó n d e l o s s u l f a t o s p o r 

l a s l e v a d u r a s se d e s a r r o l l a c o m o p r o d u c t o i n t e r m e ­

d i a r i o e l K2SO3. 

Mediante nuevos experimentos pudimos verificar el resultado. 

En otra serie dé investigaciones, para la levadura, se usó una solución nu­

tritiva sintética c o m p l e t a m e n t e f a l t a d e s u l f a t o . Las cantida­

des de sulfato añadidas lo fueron de tal manera que en- cada matraz hubiera 

Igual número de iones SO4, es decir, 0,8 g . / l . 

Los resultados iodométricos están representados en el cuadro 2. 

CUADRO 2 

CONSUTVrO EN C. C. DE SOL. DE YODO POR 5 0 C C. 

64 

Testigo núm. 1 
Testigo núm. 2 
(NH,).SO, 
Na.Sd : 
K.,SO/ 
Mg SO, 
Ca SO 

Valor inicial 

I 

0,9 
1,2 
1,0 
1,2 
1,3 
1,6 
1,9 

Días después de la siembra 

2 

2,9 
3,8 
3,3 
3,7 
4,8 
5,7 
5,5 

5 

3,2 
4,4 
4,9 
6,7 
9,0 
7.8 
7,4 

13 

3,1 
4,0 
4,6 
6,7 

10,1 
7,8 
6,2 

16 

3,1 
4,0 
5,2 
7,4 

10,2 
7,2 
6,5 

20 

2,8 
4,0 
4,6 
6,6 

10,2 
6,8 
6,5 

58 

1,5 
1,9 
2,4 
3,9 
6,1 
3,0 
2,8 

Coslno muestra el cuadro 2, el coeficiente de substancias iodadas subió en 

los dos testigos durante el máximo de la fermentación. 

Los resultados comparados obtenidos por el método de destilación de Wein­

mann demuestran que las diferencias entre los valores de los ensayos con sul­

fato y el del testigo número 2 representan el coeficiente del ácido sulfuroso. 
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P. e., en el experimento c o n K2SO4 se h a b í a n f o r m a d o ó 2 m g . d e 

á c i d o s u l f u r o s o d u r a n t e l a f e r m e n t a c i ó n d e l a l e v a ­

d u r a . 

En una tercera serie de experimentos se investigó la capacidad de dos va­

riedades de levaduras respecto a la reducción de sulfatos: un representante de-

la especie S a c c h a r o m y c e s y un representante de las llamadas levadu­

ras apiculados de la especie K I o e c k e r a s p o r a N i e h a u s . 

CUADRO 3 

CONSUMO EN C. C. DE SOL. DE YODO POR 50 C. C. 

64 
a) S a c c h a r o m y c e s . 

Testigo sin SO^ 
K.SO, 
Mgso, :. 
Na.,SO, 
(NH,),SO, 

Valor 
inicial 

0,2 
0,3 
0,3 
0,3 
0.3 

b) L e v a d u r a a p i c u l a d a . 

Testigo sin SO^ 
K^SO, ... 
MgSO, ... ... 
Na.SO, 
(NH,),SO, 

Días después de la siembra. 

3 

2,2 
3,4 
3,0 
2,7 
3,3 

7 

4,0 
6,0 
5,2 

' 5,5 
6,4 

11 

3,3 
5.6 
3,7 
5,0 
5,8 

18 

0,7 
6,9 
2,6 
6,3 
5,8 

68 

0,4 
2,0 
— 
2,7 
5,3 

0,2 
0,2 
0,3 
0,3 
0,3 

0,2 
0,2 
0,3 
0,3 
0,3 

0,3 
0,3 
0,3 
0,3 
0,3 

0,3 
3,6 
2,2 
0,4 
0.5 

1,4 
2,2 
5,9 
4,7 
0,7 

2,3 
2,0 
4.8 
4,1 
5,0 

Como resulta de los coeficientes del cuadro 3, también la levadura apicu­

lada es capaz de reducir el sulfato y de formar como producto intermediario 

el H2SO3. Sólo que las levaduras apiculadas fermentan más débilmente, y por 

ello la producción de H^S y la presencia de H2SO3 es mucho más lenta que 

con las levaduras de la especie S a c c h a r o m y c e s . De las diferencias 

entre el consumo de yodo del testigo y el del experimento con sulfato, dedu­

cimos que durante la fermentación se forma hasta 36 mg. / l . de H2SO3. 

Como final se realizó una cuarta serie de experimentos con mosto de uva 

al natural, que contenía alrededor de un 10 por 100 de azúcar. 

Se añadieron tres sulfatos diferentes y una levadura cultivada de vina 

(raza B l a n k e n h o r n s b e r g ) . La cantidad de ácido sulfuroso se i inves­

tigó por el método de destilación de vapor de agua de Weinmann. Por la 

tanto, en el cuadro 4 representamos los valores de^HaSOg directamente en mg. /L 
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CUADRO 4 

MG. DE H^SO. POR LITRO 

2 g./l. MgSO, 
2 g./l. MgSO, 
2 g / I . K„SO, 
2 g / I . K.SO, 
2 g./l. CaSO, 
2 g./l CaSO, 

Valor inicial 

4 
5 
5 
5 
4 
5 

Durante la fermenta­
ción tumultuosa 

11 
14 
14 
15 
20 
16 

Al final de la fer­
mentación 

11 
13 
10 
13 
12 
18 

Si se resta el valor inicial durante la fermentación se forman l ó mg. de 

H2SO3. Si se hubiese usado un mosto con más azúcar, los valores del HaSO^ 

habrían sido también más altos. 

La formación del KSO3 como producto intermedio durante la reducción 

de los sulfatos por las levaduras del vino está comprobada tanto cualitativa 

como cuantitativamente en estos experimentos. H2SO3 es un producto de re­

ducción. Por tanto, durante la fermentación, los sulfatos consumidos por la 

levadura son reducidos, y como producto intermedio se forma H2SO3; éste 

tiene que hacerse presente en el valor rH durante la medición redox. 

Para este objeto se añadieron" a sendos mostos de uva dos gramos de 

K2SO4, Na^SO.! y levadura cultivada. De cuando en cuando con el ionómetro 

8 iO 42 4i^ 46 48 20 22 2f 26 28 
Vms 

Figura B.—Gráfico de la marcha de las cifras rH en mostos de uva en fermentación con 
y sin sulfatos. 

de Lautenschlàger (platino y electrodo de calomel) se midieron los valores 

rH, que se encuentran representados en la figura 5. 

Examinando las curvas resultantes se ve claramente que los mostos que 

contenían SO4 fueron mucho más reductores que el mosto sin adición de 

sulfato. 
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C o n e s t o , g r a c i a s a l e s t u d i o d e l p o t e n c i a l r e d u c ­

t o r , q u e d a d e m o s t r a d o q u e d u r a n t e l a f e r m e n t a c i ó n 

d e m o s t o s d e u v a s u l f a t a d o s se f o r m a u n a s u b s t a n c i a 

d e a l t o v a l o r r e d u c t o r ; dicha substancia es ei KSOg en e s t a d o 

n a c i e n t e . 

DISCUSIÓN DE LOS RESULTADOS Y APLICACIONES PRACTICAS 

El uso de enyesar los orujos desde tiempos antiguos en los países vinícolas 

del Mediterráneo lo comprendemos ahora. 

Los vitivinicultores, antiguamente, sin saberlo, emplearon la fuerza reduc-

tora de la levadura, obteniendo así el H0SO3 a partir del yeso. Y esto, en 

tiempos en los que se ignoraba completamente la existencia de tal compuesto. 

Ahora podemos comprender también la tan discutida acción del yeso 

sobre la fermentación y el desarrollo de los vinos. 

Morcil la, en su «Enología», subrayó las siguientes ventajas del enyesado: 

1) Hacer más difíciles y completas las fermentaciones de los mostos muy 

dulces y poco ácidos, en los que se descuidó o se prescindió de la sulfitación 

(véase capítulo Vi l , adición de gas sulfuroso) y de la corrección de acidez. 

2) Procurar para los vinos tintos un color muy intenso y estable y para 

los blancos una mayor brillantez. 

3) Lograr que los vinos nuevos se «despojen» y se aclaren más rápida­

mente. 

4) Hacer posible la conservación de los vinos, contribuyendo a prevenir 

su alteración, en los casos de elaboraciones defectuosas. 

Estas cuatro ventajas del enyesado no pueden ser ocasionadas sólo por 

la formación de ácido en el vino y por el aumento de iones H. Las ventajas 

que subraya Morcilla tienen por causa principal ' la aparición de HoSO,, en 

estado naciente. 

Si los vinos tintos obtienen un color más intenso y los blancos una mayor 

brillantez, la causa es lo mayor fuerza reductoro de los vinos por el H0SO3. 

Si la levadura durante la fermentación disminuye el valor rH de los mos­

tos o vinos por lo formación de iones SO2 o SO3, se pone en peligro el des­

arrollo de los microbios aerobios, especialmente de los bacterias acéticas, 

cuya acción es perjudicada. La consecuencia es una mejor evolución de los 

vinos. En países cálidos, y en lo preparación del vino tinto especialmente, las 

bacterios acéticos son poco deseables, por ser enemigos peligrosos de la le­

vadura. 

Los trabajos de mi alumno Filipovic (en prensa) demuestran que lo leva­

dura es capaz de reducir también los tiosulfotos, bisulfitos, sulfitos y selenitos. 

10 
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En la reducción del tiosulfato también se forma como producto interme­

diar io el ácido sulfuroso. 

Por. tanto, la fuerza reductora de la levadura es mucho más potente que 

lo que antes se suponía. 

RESUMEN 

1) Se demuestra que la levadura del vino es capaz de reducir los sul-

fatos añadidos, dando como producto intermedio iones SO3, y como producto 

final K S y su If ¡tos. 

2) Los productos intermedios de la reducción de los su If otos, iones SO3 

!han sido confirmados cuali y cuantitativamente. 

3) Los resultados obtenidos muestran claramente la acción del enyesado 

durante la elaboración del vino, acción ya conocida desde tiempos remotos 

•en los países del Mediterráneo. 
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INSTITUTO I. B. Y. S. 
SERVICIO DE ANTIGEN OS 

OPTIMO DE LATENCIA H 

APORTACIÓN AL ESTUDIO DE LA TOXICOGENESIS DIFTÉRICA 

por 

J. Seoane Porrúa. 

En una nota publicada recientemente (1) aludíamos a las frecuentes y am­

plias oscilaciones que se observan en el título de los diferentes lotes de toxina 

diftérica obtenidos en el medio de Loiseau y Philipp (2); fijábamos la técnica 

seguida por nosotros en la preparación de este medio; dábamos un promedio de 

los resultados obtenidos en las determinaciones físicas y químicas efectuadas-

sistemáticamente en un grupo de lotes; comentábamos la influencia de las alte­

raciones cuantitativas de sus principales componentes; dábamos cuenta de la 

existencia de un factor, independiente del medio de cultivo, al que denominá­

bamos «óptimo de latencia», que influía sobre la producción toxico-

génica del C o r y n e b a c t e r i u m d i p t h e r i o e , y anotábamos los valores 

alcanzados en las toxinas obtenidas desde el conocimiento de la existencia de 

este factor. 

Séanos permitido prescindir aquí, en lo posible, de la primera parte de 

nuestro trabajo; en primer lugar, porque ya hemos descrito minuciosamente lai 

técnica a seguir en la preparación del medio de cultivo, señalando las modifi­

caciones aportadas por nosotros y, en segundo lugar, porque consideramos 

independiente del medio de cultivo el factor a que aludimos y, por consiguiente, 

extensivo a otros medios de producción para la toxicogénesis diftérica. 

Vamos, pues, a exponer nuevamente los resultados de nuestras observaciones 

sobre el tema concreto a que se refiere el título de esta Comunicación, ampliando-

datos y conceptos con nuevas aportaciones experimentales. 

MÉTODOS EXPERIMENTALES 

En la publicación citada (1) definíamos el término «período de latencia» 

como el tiempo que media entre el final de la incubación de un pase de una-

estirpe toxígena de C . d i p h t h e r i ce y la fecha en que se verifica la 

siembra de enriquecimiento, a partir de la cual, previa incubación de veinte-

(*) Trabajo presentado en la sesión celebrada en Madrid por la Sociedad de Micro­
biólogos Españoles el día 26 de noviembre de 1951. 
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veinticuatro horas, a 34*^ C , sembramos el lote de producción (*). Durante este 

período, en que la cepa de C . d i p t h e r i œ (**) se conserva en hipoxi-

biosis, en la oscuridad, a 20-22° C , según el proceder descrito por Philipp (3), 

es de suponer que las funciones propias del metabolismo bacteriano continúen, 

si bien durante este estado de semilatencia se reduzcan al imprescindible recam­

bio nutricio que asegure la vitalidad del germen. Cabía esperar, por lo tanto, 

que durante un período de tiempo prudencial en este estado de semilatencia, 

no estando influida por causas externas que alterasen su restringido metabo­

lismo, una cepa de C . d i p h t h e r i c e n o acusaría variación sensible en su 

capacidad toxicogénica. 

Sin embargo, hemos podido comprobar que la realidad es muy distinta, y 

al sembrar fracciones de un lote único con pases de diferente antigüedad (es 

decir, con pases de^ diferente período de latencia) de la misma estirpe de 

C . d i p h t h e r i ce , los títulos de las toxinas obtenidas, valoradas por flocu-

lación, diferían ampliamente de unas fracciones a otras. Esto nos demostraba 

que en las anomalías observadas jugaba un papel esencial el estado de con-

.^ervación de la cepa. 

El estudio estadístico de los datos correspondientes a lotes de toxina dif­

térica obtenidos con anterioridad a este trabajo, parecían demostrar también 

que ios valores más altos en el poder floculante correspondían a aquellos que 

'habían sido sembrados con cepas de una antigüedad determinada y que este 

factor .era visiblemente constante. 

El resultado de nuestras experiencias para fijar la situación de los puntos 

correspondientes al máximo poder toxígeno de una cepa en función del período 

de latencia (fig. I), nos ha llevado a la conclusión de que el poder floculante 

de las toxinas obtenidas a partir de fracciones de un lote único, sembradas 

con pases cuyo período de latencia es cero (es decir, sembradas inmediata­

mente después de una incubación de veinte horas, a 34° C ) , nos dan un 

valor mínimo que puede oscilar entre 20-24 Lf. A partir de este punto, la curva 

representativa de estos valores crece, bastante regularmente, hasta alcanzar 

un máximo que corresponde a toxinas cuya siembra se verificó con pases de 

un período de latencia de ocho-diez días. En este punto, al que denominamos 

«óptimo de latencia», obtenemos toxinas que titulan bastante regularmente 

•60-70 Lf, alcanzando en algunos casos valores superiores a 100 Lf. A partir 

de este máximo la curva va decreciendo para volver a aumentar y alcanzar 

un segundo máximo, comparable en algunos casos al obtenido en el primer 

-ascenso, hacia los veinticinco días de latencia. 

Conforme aumenta eí período de latencia las curvas obtenidas sufren alter­

nativamente altas y bajas de poca intensidad, aunque algunas veces se pone de 

(*) Modificación de Loiseau y Philipp (2) al medio de Martin. 
(**) Park Williams, número 8 (Valls). 
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¿O SO 40 so so 70 00 SO feo 120 lio i$o m 
/PERIODO DE LÑTEN C/fí (Oias) 

Figura 1.—Gráfica representativa de los valores Lf de una toxina en función del '^pe­
ríodo de latencia" del pase sembrado.—Estos valores han sido obtenidos simultáneamente-
en fracciones de un lote único del medio de cultivo de producción, siendo también eí 

mismo el medio de conservación de la estirpe en las diez primeras siembras. 

manifiesto un tercer aumento, claramente definido, hacia los cuarenta y tres 

días. Generalmente, máximos y mínimos van distanciándose progresivamente, y 

acercándose y decreciendo sus valores límites. 

Para evitar los errores motivados por los desplazamientos del «óptimo de-

latencia» y conseguir toxinas de valor constante y elevado, hemos pen­

sado liofilizar una serie de pases de período de latencia comprendido entre 

ocho y diez días, y reservar el producto de liofilización correspondiente al pase 

en condiciones óptimas, señalado por lotes testigo. 

, Dada la circunstancia de que la capa de aceite de parafina dificulta la 

operación, hemos procedido a la liofilización de los velos correspondientes a 

las siembras de enriquecimento en el medio de,,, Loiseau y Philipp, sin adición 

de azúcares ni de acetato sódico, envasados en ampollas al efecto. 

Las ampollas reservadas correspondían a un pase que produjo un lote 

de toxina que tituló 62 Lf. Estas ampollas fueron conservadas a temperatura 

ambiente durante ocho meses, al cabo de los cuales dos de ellas fueron sem­

bradas directamente en fracciones de prueba de dos lotes de distinta fabri­

cación. Las toxinas obtenidas titularon, respectivamente, 60 y 66 Lf. 
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Figura IL—Dispositivo para la determinación en serie del potencial Redox de cultivos 
en hipoxibiosis: a) Vaso de electrodos.—h) Embudo para la adición del cultivo y lavado 
de electrodos.—c) Llave de vaciado.—à) Puente de solución saturada de KCl, en gelosa 

•al 2 por 100.—e) Electrodo de calomelanos.—i) Electrodo de platino brillante.—g) Elec­
trodo de platino dorado.—h) Electrodo de antimonio. 
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Aunque parece ser que el período óptimo de latencia se conserva por 

liofilización, acogemos estos datos con la correspondiente reserva, dado el 

corto número de pruebas efectuadas hasta la fecha. 

Al considerar que un estudio sistemático de los potenciales eléctricos podría 

ayudarnos a desentrañar la etiología de este fenómeno, hemos efectuado una 

serie de determinaciones del potencial Redox del medio de cultivo a partir 

de su inoculación. 

Estas determinaciones potenciométricas, siguiendo a Hewitt (4), han sido 

efectuadas directamente en el medio de cultivo tal como se encuentra, limi­

tándonos a hacer las lecturas en igualdad de condiciones (fig. II). 

Hemos decidido representar las variaciones del potencial Redox expresadas 

en rH por haber comprobado que, en el medio de Loiseau y Philipp sin sem­

brar, el coeficiente angular de la representación gráfica del E en función 

del pH es prácticamente constante cuando estos valores caen dentro de los 

límites en que obra el C . d i p h t h e r i c e (es decir, dentro de su zona 

fisiológica). 

Hemos empleado como referencia el electrodo de calomeFanos (en solución 

saturada de KCI), y como electrodos inertes los de platino brillante y platino 

Figura IIL 
ción (rH) 

Ha sido 

40 SO 60 
LfíTCNCtfí 

140 1$0 ItO 

—Gráfica representativa de las oscilaciones del potencial de oxidación-reduc-
del medio de conservación de la estirpe en función del ^'periodo de latencia^\— 
empleado el mismo medio en la determinación de los doce primeros valores. 
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dorado para el potencial Redox, tomando como real el valor medio de dos 

determinaciones, efectuadas una con cada uno de ellos y anulando los valores 

claramente discordes. 

En las determinaciones simultáneas del pH hemos utilizado como electrodo-

de medida el de antimonio electrolítico. 

Dada la circunstancia de que la capa de aceite de parafina protege al; 

sistema de su contacto con el aire, la influencia perjudicial del oxígeno atmos­

férico es prácticamente nula en estas determinaciones. 

Las lecturas han sido hechas a 20^ C. 

La curva representativa'de los valores rH (*) encontrados, en función del' 

período de latencia (fig. Ill), señala un brusco descenso del potencial del medio 

de cultivo que se inicia durante el período de incubación e implica una intensa 

actividad del metabolismo bacteriano. Su máxima acción reductora coincide 

cori el «período óptimo de latencia». A partir de este punto, el potencial 

oscila en sus valores límites hasta una relativa estabilización, que suele ocurrir 

alrededor de los tres meses y que se mantiene aún después de cinco años^ 

apreciándose tan sólo una ligera tendencia a la oxidación. 

Los límites de caída del potencial Redox coinciden visiblemente con los va­

lores máximos en la capacidad toxicogénica de la cepa, señalados anterior­

mente y las curvas representativas de ambas funciones (figs. I y III) pueden: 

considerarse prácticamente simétricas. 

CONSIDERACIONES 

El «período óptimo de latencia» varía, como hemos dicho, entre los ocho 

y diez días, y aún, en algunos casos, hemos tenido la ocasión de comprobar 

desplazamientos más amplios. Estos desplazamientos son ocasionados por fac­

tores no sólo externos, y por lo tanto fáciles de controlar, sino también internos, 

dependientes del medio de cultivo. Unos y otros están íntimamente relacionados,-

por lo que esta división no tiene otro objeto que facilitar la exposición. 

Entre las causas externas, de indudable efecto en el desplazamiento del 

período óptimo de latencia, figuran frecuentemente las siguientes: 

a) O s c i l a c i o n e s d e l a t e m p e r a t u r a . 

b) A c c i ó n d e I a I u z . 

c ) A l t e r a c i ó n d e l r e p o s o . 

d) A i r e a c i ó n . 

Las oscilaciones de la temperatura, aun dentro de estrechos límites, y la 

. E ; ,+0 ,058 pH 
(*) Este valor, a 20^ C, viene dado por la expresión rH = 

0,029 
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acción de la luz, tienen gran interés por sus efectos catalizadores o inhibidores 

en determinados procesos del metabolismo bacteriano. 

La alteración del reposo (trepidaciones, vibraciones, manejo obligado de las 

cepas) desgarra el velo, que puede sumergirse parcialmente, alterando las 

condiciones de vida del germen. 

Estos factores no han sido objeto de estudio especial, ya que, como ante­

riormente indicábamos, son fácilmente controlables, pero hemos tenido ocasión 

de comprobar su acción en algunos casos. 

Un factor sumamente importante lo constituye la aireación del medio de 

cultivo antes de la siembra. Walker (5) y Gladstone y colaboradores (ó) llegan 

a la conclusión de que el COo es necesario en muchos casos para la iniciación 

del crecimiento bacteriano. Nosotros hemos tenido la ocasión de comprobar que 

en los lotes de medio de cultivo recién esterilizados, y por lo tanto práctica­

mente exentos de O. y CO. disueltos, se retarda considerablemente la forma­

ción del velo o éste no llega a formarse. Conforme al método preconizado 

por varios autores, después de la esterilización abandonamos el medio a tem­

peratura ambiente durante algunos días; durante este tiempo hemos tenido la 

ocasión de comprobar variaciones en los potenciales eléctricos, que se esta­

bilizan prácticamente al cabo de cuatro-cinco días, pasados los cuales utili­

zamos el medio. 

Las causas internas dependientes del medio de cultivo, de mayor interés 

que las anteriores y difícilmente controlables, podemos dividirlas como sigue: 

e) Q u í m i c a s . 

f ) F í s i c a s . 

Unas y otras van íntimamente ligadas a la naturaleza del medio. Aún en 

el caso mejor estudiado por nosotros, y sobre el que se basan la mayoría de 

nuestros ensayos (es decir, en el caso concreto del medio de Loiseau y Philipp), 

es indudable que no pueden obtenerse dos lotes de composición exactamente 

igual. 

La influencia de estos factores (véase, por ejemplo, Mueller y colabora­

dores (7, 8, 9 y 10) nos la confirman los resultados de las pruebas de liofil iza-

ción. Los valores obtenidos en las dos fracciones de prueba (60 y 66 Lf) dif ie­

ren algo del poder floculante del lote testigo (62 Lf) e incluso en uno de los 

casos ha sido más elevado. Teniendo en cuenta que los lotes correspondientes 

a estas fracciones de prueba dieron valores más bajos (46 y 52 Lf), sembrados 

con un pase (sin liofilizar) de ocho días de latencia, deducimos que la compo­

sición química cuantitativa y las propiedades físicas del medio de cultivo de 

producción ejercen una indudable influencia en los valores absolutos alcan­

zados, independientemente del óptimo de latencia. 

Es de suponer que estos factores, cuando afectan al medio de conservación 

de la estirpe, tengan también influencia en el desplazamiento del óptimo de 
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latencia, probablemente retardando o favoreciendo la fase logarítmica de cre­

cimiento. 

El aumento de la proporción de gérmenes Gram negativos, que va seguida 

de irregularidades morfológicas, con predominio de formas cocoides, mazudas, 

ramificadas o anormalmente largas, y que se traduce en una disminución de 

su poder toxicogénico, puede tener el mismo origen. 

Estas anomalías van precedidas frecuentemente de retardo en su creci-

fniento y se consigue fácilmente su regresión a formas típicas al cambiar el 

lote del medio de cultivo, lo que también prueba su influencia sobre la cepa. 

Por otra parte, asistimos frecuentemente a mutaciones espontáneas que se 

traducen en una tendencia de las colonias S a pasar a la fase R. Esta tendencia 

se pone de manifiesto por la aparición de un porcentaje, mayor o menor, de 

colonias en fase S-R cuando se disemina en placa. El origen de esla variación 

puede ser motivado también por todos o algunos de los factores anteriormente 

•enumerados (Morton, 11). Como era de esperar, el aislamiento y siembra de 

cada uno de estos tipos de colonias nos ha dado valores Lf diferentes (véase, 

por ejemplo. Callao y Urioste, 12). 

Son de todos conocidas las dificultades con que se tropieza en las deter-

Tuinaciones del potencial Redox cuando se efectúan en sistemas biológicos, y 

-en especial en cultivos bacterianos, en que varía constantemente no sólo el 

potencial Redox, sino también el pH, la composición química, el número y ca­

racterísticas de los gérmenes (que se modifican al cambiar sus condiciones de 

vida) y otros. 

Además, debemos tener en cuenta que los sistemas en los que entran en 

•su composición extractos de órganos, cisteína, carbohidratos, etc., suelen ser 

sistemas^^ irreversibles, en los que el potencial no se condiciona por la propor­

ción entre las formas oxidadas y reducidas, sino que depende casi exclusiva-

-mente de la concentración de la forma reducida. Un potencial de este tipo 

5Ólo puede utilizarse, por lo tanto, como medida aproximada de la capacidad 

reductora del sistema, sin significación termodinámica, por lo que no tiene 

nada que ver con la energía libre (Michaelis y Roña, 13). 

Por otra parte, la presencia de oxígeno molecular ejerce en los electrodos 

de metal una influencia propia y además cambia lentamente el estado del 

sistema al actuar como oxidante. 

Por todas estas razones, se deduce que las cifras de potencial encontradas 

por nosotros carecen de valor absoluto, pero ponen de manifiesto ciertos es­

tados peculiares del medio sembrado en un momento dado e, indirectamente, 

de l germen. 

Es indudable que estos hechos sugieren numerosos ensayos relacionados 

con las fases de germinación, los fenómenos de intermitencia en la fase loga­

rítmica descritos por Rogers y Greenbank (14) e Hirsch (15), la influencia de 
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la temperatura, algunas de las modificaciones químicas del substrato, y otras 

muchas, así como la posibilidad de su aplicación a otros gérmenes productores 

d e toxina. Algunos de estos ensayos los tenemos actualmente en vías de expe­

rimentación. 

RESUMEN Y CONCLUSIONES 

I) E! poder floculante de una toxina diftérica está condicionado por un 

-estado peculiar que adquiere la cepa sembrada durante su estado de laten-

cia y que parece conservarse por liofilizacjón. 

II) Las determinaciones potenciométricas verificadas en pases de diferente 

•antigüedad de una estirpe de C . d i p h t h e r i œ señalan valores -distintos 

•del potencial Redox del medio de cultivo. Los valores mínimos coinciden con 

iUn aumento de la capacidad toxicogénica del germen. 

III) La máxima caída del potencial Redox se corresponde, en todos los 

•casos, con el «óptimo de latencia» para la producción toxicogénica. 

Para la estirpe de C . d i p h t h e r i œ , Park Williams, num. 8 (Vails), 

conservada en la oscuridad, a 20^ C , en hipoxibiosis, en el medio de Loiseau 

y Philipp, sin adición de azúcares ni de acetato *lódico, este límite de caída del 

potencial Redox suele ocurrir entre los ocho y diez días de latencia. 

Reconocimiento. 

A los Drs. Ruiz Falcó, Cordón, M. Marzal, Otegui y Pascua! Terrats, por 

sus orientaciones, facilidades y desinteresada colaboración. 

SUMMARY 

I) The flocculation power of a diphtheric toxin is determined by a peculiar 

condition that the cultured strain gets during its latence period- and it seems 

preserved by lyophilization. 

II) The potentiometric valuations on cultures of various ages of a C . d i p h ­

t h e r i œ strain gives different values of the Redox potential of the culture 

medium. The minimal figures are coincident with the increase of the organism 

toxigenic capacity. 

III) The maximum declination of Redox potential is coincident, in every 

case, with the «optimal latence» for the toxigenic production. 

For the C . d i p h t e r i œ strain Park Williams no. 8 (Vails) preserved 

in hypoxibiosis at 20° C. in the darkness, on the Loisseau and Philipp culture 

medium, without sugars nor sodium acetate, this limit of Redox potential declina­

t ion is apt occur between the 8th and 10th day of latence. 
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INSTITUTO DE EDAFOLOGÍA Y FISIOLOGÍA VEGETAL 
SECCIÓN DE MICROBIOLOGÍA DE GRANADA 

C. S. I. C. 

ESTUDIOS SOBRE LA FERMENTACIÓN DEL ESPARTO 

:ill. LA EVOLUCIÓN DEL AMONIACO EN EL PROCESO DEL ENRIADO 

DEL ESPARTO (*) 

por 

Vicente Callao y Eduardo Esteban Velasco. 

En un trabajo anterior (1) se han puntualizado los resultados conseguidos 

estudiando experímentalmente, en el laboratorio, la flora aerobia que concu­

rre en el proceso del enriamiento del esparto. 

Prosiguiendo nuestros estudios, como allí ya indicamos, nos hemos dirigido 

a realizar observaciones en balsas donde se realiza industriqlmente la fermen­

tación por una firma comercial de Granada, a fin de comprobar los resultados 

experimentales y de conocer las peculiaridades biológicas y bioquímicas que 

concurren en el proceso de preparación de esta fibra textil. Nuestras observa­

ciones, que serón objeto de una próxima publicación (2), han logrado poner 

de manifiesto que, fundamentalmente, la flora aerobia en las balsas no sufre 

variación en relación con las características bioquímicas observadas en nues­

tras investigaciones del laboratorio, y que la flora anaerobia, que interviene 

en el enriado de una manera natural, se reduce casi exclusivamente a la pre­

sencia de C l o s t r i d i u m del tipo del C I . b u t y r i c u m . 

En esta publicación vamos a dar cuenta de los resultados alcanzados en 

relación con la producción de amoníaco observada durante el proceso fermen­

tativo. 

MATERIAL Y MÉTODOS 

Se ha utilizado el agua de las balsas de «Espartera, S. A.», entidad indus­

tr ial que lleva a cabo el proceso de enriamiento del esparto, el cual utiliza 

para la preparación de f ibra destinada a la fabricación de cordelería y ense­

res de esta planta, en la vega granadina, a unos dos kilómetros de la capital. 

Las tomas de las nuestras se llevaron a cabo utilizando largas pipetas que se 

(*) Trabajo presentado en la sesión celebrada en Madrid por la Sociedad de Micro-* 
biólogos Españoles el día 28 de «ñero de 1952. 
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sumergían en el interior de la balsa, y el agua se transportó al laboratorio en 

matraces estériles y limpios químicamente, con objeto de llevar a cabo su aná­

lisis lo más rápidamente posible, con un tiempo máximo de media hora entre 

el momento de la toma y el de dar comienzo a las preparaciones analíticas. 

Las experiencias se han realizado en tiempos diferentes, a fin de tener en 

cuenta la influencia posible de los factores ambientales y, en especial, de la. 

temperatura sobre el proceso: 

El método de enriamiento se lleva d cabo en las balsas de la firma indus-

trial antedicha en dos tiempos: primeramente se llenan de agua, habiendo in­

troducido antes en ellas los manojos de la f ibra vegetal, y se tienen así dumnte-

un espacio de tiempo que varía, sin que haya otra razón aparente que la tem­

peratura, entre los trece y los diecisiete días (a veces los tienen menos de trece 

días). En este momento, determinado únicamente por la experiencia práctico 

de los operadores, se vacía totalmente el agua de las balsas, llenándolas de 

nuevo con agua limpia y dejándolo estar así hasta que se juzgue, también 

empíricamente, que ha terminado el proceso, durante unos ocho a doce días 

más. El tiempo total del enriado en esta fábrica oscila entre dieciocho a treinta 

días, aproximadamente. 

Las aguas extraídas diariamente se analizaron en relación con su aspecto 

macroscópico, reacción y determinación del amoníaco disuelto en ellos, así 

como se hicieron experiencias paralelas en la f ibra antes y después de haber 

sido sometida al enriado (en uno de los lotes solamente) para determinar su 

contenido en nitrógeno. 

Lo presencia del amoníaco en las aguas se comprobó por el reactivo de 

Nessier, así como por los abundantes humos blancos que se forman cuando 

se calienta en un tubo de ensayo, al que se aplica una varilla impregnada 

con HCI. 

La valoración del amoníaco en las mismas se realizó por destilación, deter­

minándose separadamente el amoníaco libre y el combinado. La suma nos do 

o conocer el total. 

La técnica de valoración fué como sigue.- se parte de 50 mi. de agua de 

las balsas, que se colocan en un Erlenmeyer de 250 c. c. tapado con un cor­

cho, que atraviesa un tubo unido a un refrigerante Liebig, con el que llevare­

mos a un mínimo las pérdidas de amoníaco que podrían existir al ser arras­

trado por el vapor producido en la ebullición. Este refrigerante termina en 

un tubo acodado cuyo extremo f inal, libre y afi lado, se introduce en un matra-

cito que contiene 10 mi. de solución de H2SO4 N/10. Se calienta el Erlenmeyer, 

a l principio suavemente, con el fin de evitar que con las burbujas del aire que se 

desprenden del aparato y que barbotean en la columna del sulfúrico se escape 

amoníaco, y después se eleva más la temperatura hasta la ebullición, con­

tinuando la destilación hasta que haya destilado un volumen aproximadamente 
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igual a la mitad del que al principio pusimos. Pasado este tiempo se enfría al 

chorro de la fuente en matraz de destilación, se completa con agua hasta el 

volumen primitivo, con objeto de que en la operación siguiente, al añadir la 

sosa no actúe sobre un residuo orgánico excesivo, provocando su descompo­

sición, con el consiguiente error en los resultados finales- Se vuelve a destilar, 

en las mismas condiciones que la vez anterior, después de alcalinizar con un 

exceso de OHNa, introduciendo la punta libre del tubo acodado en otro ma-

tracito que contiene 10 mi. de H2SO4 N/10. Se valora el ácido sulfúrico en 

ambos matraces con OHNa N/10, representando los resultados de la primera 

valoración el amoníaco libre, y los de la segunda el combinado. Los resulta­

dos se don en miligramos de amoníaco por litro. Las temperaturas nos han sido 

amablemente proporcionadas por el Observatorio Astronómico de la Cartujo 

de Granada, situado o una altura y a una distancia aproximadamente de lo 

ciudad en relación con la fábrica del esparto. 

RESULTADOS 

Las aguas son turbias desde el primer día del enriado, debiéndose tal pro­

piedad a las materias que lleva el esparto consigo y que se extraen con su 

maceración, así como a los microbios que comienzan a desarrollarse poco a 

poco, contribuyendo a aumentar la turbidez. Su color, que en un principio es 

amarillento, va después oscureciendo hasta hacerse de un tono pardo muy 

pronunciado. La fermentación en las balsas transcurre de un modo muy pare­

cido oí que ya hemos descrito en las experiencias del laboratorio, acompañada 

de un olor desagradable y s u i g e n e r i s , que aumenta a medida que trans­

curre el tiempo y va acompañado de un abundante desprendimiento de gases, 

que forman espuma, la que se interfiere con la película bacteriana y proto-

zoario que se produce en la superficie de las balsas en funcionamiento y que 

es de un tono negruzco acentuado-

La reacción al papel de tornasol es primeramente ácido, correspondiendo 

a un pH aproximado entre 5,5 y 6,0 (los medidas potenciométricas serán dis­

cutidas en otro publicación), paro hacerse después ligeramente ácido o neutra 

y con un final de alcalinidad franco. Lo acidez al tornasol se presenta siempre 

en los primeros.días francamente. 

En uno de los lotes enriados fué determinada la cifra de N total por el 

método de Kjeldhol, resultando en el esparto crudo de 0,42 por 100 y descen­

diendo en el cocido a 0,28 por 100. 

Los cantidades de amoníaco libre y combinado observadas en la fermen­

tación de los bolsos sometidas o nuestro estudio se ponen de manifiesto en las 

gráficos que se adjuntan. 
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Gráfica 1. 

En la gráfica número 1, correspondiente a la balsa que comenzó el 20 de 

marzo de 1951 y terminó el 6 de abril (temperaturas medias: mínima, de 9,5^ 

y máxima, de 16,7° en este período), se observa que el amoníaco combinado 

asciende gradualmente hasta alcanzar una cifra máxima de 88,5 mg. por 
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litro, el día 29 de marzo. En el día 30, y correspondiendo con el cambio de 

agua de la balsa, baja bruscamente la cifra a 3,4 mg. y comienza a aparecer 

amoníaco libre, que antes no se había observdo. El amoníaco combinado tam­

bién se observa en cantidades crecientes a medida que transcurre el tiempo, 

siguiendo una marcha ascendente en su curva, paralela a las cifras que se 

determinaron en la primera parte del proceso, continuando así hasta el final 

del mismo, con una cifra de 78,3 mg. por 1.000, mientras que el amoníaco 

libre primero aumenta y luego permanece ligeramente estable, con tendencia 

a la disminución. 

En la balsa comenzada el día 14 de abril del mismo año (gráfica núm. 2) 

y terminada el ó de mayo (temperaturas medias: mínima, 9,4^, y máxima, 16,8^), 

las cosas ocurren de manera algo diferente, especialmente en lo que se refie­

re a la segunda etapa del enriado, en donde se observa primeramente cierto 

-estado de equilibrio entre las cifras de amoníaco libre y combinado, hasta 
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que, por f in, predomina de un modo evidente la superioridad del libre, que 

persiste aumentando hasta el final del tiempo de enriado. 

En la gráfica número .3, que corresponde a la balsa que comenzó el día 

11 de julio y terminó el 2ó del mismo mes (temperaturas medias: mínima, 29,6^; 

máxima, 38,4°), observamos un ascenso rápido y mucho más elevado de la 

cifra de amoníaco combinado durante la primera fase de la operación, la 

que subió hasta la cantidad de 329,8 mg. por litro de agua en la balsa, al 

séptimo día del comienzo de la operación (influencia evidente de la elevada 
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temperatura que se alcanzó en Granada en esta, misma época). En la segun­

da fase del proceso se acusó también la presencia del amoníaco libre, con 

tendencia hacia la disminución de su cantidad, hasta llegar a desaparecer, 

mientras que la cifra del combinado aumentaba con una intensidad casi para­

lela al aumento observado durante el primer período. 
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Los análisis correspondientes al lote que comenzó el día 20 de agosto y 

terminó el 7 de septiembre (temperaturas medias: mínima, 23,1^ ; máxima, 26,8°) 

demostraron una marcha semejante a las anteriormente consideradas en la 

primera fase de la operación (gráfica num. 4) y en la segunda fase, es decir, 

desde que se cambió el agua de la balsa, comenzó también a aparecer la 

cifra de amoníaco libre rebasando la del combinado, hasta que, por f in, y 

ya finalizado el proceso, este último superó en cantidad al primero. 

La gráfica número 5 corresponde a los valores analíticos de la balsa de 

enriamiento que comenzó el 25 de agosto de 1951 para finalizar el 16 de 

septiembre siguiente (temperaturas medias: mínima, 15,3^; máxima, 26,3°). En 

ella observamos algo semejante a lo que en gráficas anteriores se puso de 

manifiesto, es decir, una primera fase en la que sin existir amoníaco libre, 

asciende el combinado hasta alcanzar en el décimo día la cifra de 204 mg. por 

lifro- Al cambiar el agua en el estanque, la cifra de este tipo de amoníaco se-

mantiene en las proximidades del cero, mientras que, por el contrario, apa-

/O / / /2 / 5 

3/ÛS 
Gráfica 6. 

rece amoníaco libre, que aumenta, primero en cantidad bastante apreciable,. 

para descender bastante rápidamente en las épocas finales de la operación. 

En la gráfica número 6 exponemos los resultados que ocurrieron en el en ­

riado comenzado el día 12 de septiembre, con temperaturas medias: mínima 

de 15,3°, y máxima de 21,3°. Los datos que en ella se consignan sólo son 

los correspondientes al primer período del enriado, y los observamos semejan-^ 

tes en un todo a los que en tal período aparecen descritos en todas las ante-^ 
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Gráfica 7. 

Tiores gráficas. No se completó el análisis del agua de esta balsa hasta la 

terminación del proceso por circunstancias 'ajenas a nuestra voluntad. 

La gráfica número 7, correspondiente a la balsa que comenzó el día 23 

de julio de 1951 y terminó el 12 de agosto (temperaturas medias: mínima, 

22,5"; máxima, 38,8"), es completamente diferente a las demás. La presencia 

de amoníaco combinado sufre oscilaciones importantes en su cantidad rela­

tiva y ello se debe a que por una avería ocurrida en el embalse se salía el 

agua, por lo que el enriado se condujo sustituyendo el agua perdida por la 

avería diariamente o en días alternos, en la cantidad igual a la de las pér­

didas ocurridas, y por ello existen las referidas oscilaciones. Sin embargo, en 

los últimos días de la operación apareció también amoníaco libre demostrable. 

DrSCUSION 

En el trabajo anterior ya citado indicábamos que, de acuerdo con las 

propiedades bioquímicas de las bacterias aerobias, aisladas en experiencias 

de enriamiento efectuadas en el laboratorio, los procesos de la fermentación 

del esparto ocurrían de manera diferente que el proceso de enriado de otras 

fibras textiles, como el cáñamo y el lino, que han sido perfectamente estudia­

dos por numerosos autores. 

Esta presunción allí establecida queda apoyada por los resultados que 
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^comunicamos en este trabajo, porque la fermentación del lino ocurre con un^ 

desprendimiento de ácidos, que va aumentando gradualmente, hasta llegar 

al punto de la acidez permanente de Eyre y Nodder (3). Las medidas poten-

ciométricos que Fuller y Norman (5) efectuaron en sus experiencias sobre el 

enriado del cáñamo indican asimismo un aumento de acidez que se verifica 

a través de todo el proceso de la fermentación de esta fibra textil. 

En el enriamiento del esparto existe también en una primera parte del 

proceso fermentativo esa cifra de acidez, potenciométricamente mensurable, 

pero pronto tiende a disminuir hasta que desaparece y las medidas potencio-

métricas acusan una acidez muy débil, o una neutralidad ligera y algo persis­

tente, primero, que se transforma en alcalinidad franca a medida que transcu­

rre el tiempo y de manera más evidente en los últimos días del proceso fer­

mentativo y aun, de manera más especial, en las condiciones por nosotros 

estudiadas, durante los momentos siguientes al cambio de agua en las balsas. 

Esta alcalinidad es debida a la existencia de amoníaco, el cual va acompa­

ñado de una pequeña cantidad de aminas, desprendidas también como con­

secuencia de la actuación fermentativa de los microbios. 

Ya hemos visto, cuando estudiábamos los bacterias aerobias que existen 

en la fermentación del esparto, que en su mayor parte producen gran cantidad 

de amoníaco cuando las hacemos desarrollarse en agua de peptona o cuan­

do crecen en medios con nitrato. Hemos también realizado experiencias, los 

cuales serán posteriormente ampliados, y hemos observado que si sembramos-

con los aguas de los balsas placas de Agar-esporto-tornasolado, la mayor par­

te de los gérmenes aislados comienzan por enrojecer primero al tornasol lige­

ramente, para azulearlo en seguida, lo que nos hace suponer que estos bacte­

rios aerobios utilizan primeramente los azúcares del medio, en virtud de ese 

escaso poder socorolítico que poseen, formando ácidos a sus expensas, pero 

muy pronto, su capacidad proteolítico, hoce que su metabolismo se dirija a lo 

utilización de los substancias nitrogenadas, produciendo amoníaco en cantida­

des superiores o los ácidos primeros y manifestándose, como consecuencia, el 

viraje del medio tornasolado. 

Por otro porte, el estudio de los anaerobios que hoy en los bolsas de 

fermentación y que pertenecen preponderontemente al tipo del C I . b u t y -

r i c u m , nos indica que el amoníaco no puede estar producido por esto clase 

de microbios porque no pueden formarlo, pues no tienen carácter proteolítico, 

sino que su metabolismo es intensamente socorolítico y tampoco tienen lo pro­

piedad de reducir los nitratos. Estos gérmenes, por el contrario, son intensa­

mente formodores de ácidos y poro que se desarrollen no precisan lo alcali­

nidad, sino más bien uno depresión adecuado del potencial de óxido-reducción 

del medio en donde prosperan. Los anaerobios, pues, no pueden producir et 

amoníaco que eacontromos en el proceso del enriamiento del espacto. 
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La formación del amoníaco en la fermentación del esparto comienza con 

•el desarrollo de los gérmenes aerobios que se nutren a expensas de los pro­

ductos extraídos de la planta por la maceración de la paja y va creciendo a 

medida que aumenta la proporción de semejantes gérmenes. 

Si examinamos las gráficas que representan las cantidades de amoníaco 

en el transcurso del proceso, podremos observar que la uniformidad de la 

curva es constante, si exceputamos lo que ocurre en la gráfica número 7, en 

donde existen circunstancias diferentes a las demás, pero cuyos resultados 

apoyan las presunciones que se deducen de las restantes curvas. 

Es algo que llama la atención en todas las balsas examinadas, que a pesar 

de la' cifra elevada de amoníaco que se demuestra en el primer período de 

la fermentación, éste se encuentra en una forma combinada y no' libre como 

a p r i o r i podríamos suponer. Esta combinación ocurre por unión química con 

otras substancias disueltas en el agua de maceración y existen indicios para 

suponer que aparece combinado, dando lugar a la formación de sales amonia­

cales orgánicas. Estos compuestos amoniacales van aumentando de manera li­

neal en las balsas hasta alcanzar alturas variables en relación con las tempe­

raturas habidas durante el tiempo de la fermentación, como podremos observar 

en el cuadro adjunto, coincidiendo el aumento de la cifra de amoníaco con 

el aumento de la capacidad metabóíica de los microbios, como consecuencia 

de la mayor temperatura. Al mismo tiempo, el período de enriamiento dismi­

nuye en las balsas sometidas a temperatura más elevada. 

En la gráfica número 7, expresión de los fenómenos que ocurrieron en una 

balsa averiada, a la que se añadía diariamente o alternativamente el agua 

perdida, en cantidades variables, observamos subidas y bajadas de la cifra 

de amoníaco en relación con la cantidad de agua añadida. La temperatura 

•ambiente, alta,-hizo que las cifras de amoníaco fueran elevadas. 

C U A D R O N U M . 1 

RELACIÓN ENTRE LA CANTIDAD DE AMONIACO Y LA TEMPERATURA AMBIENTE 

J'echas de comien-
^zo de las balsas 

20 de marzo 
14 de abril 
11 de julio 

23 de julio 
20 de agosto 

.25 de agosto 
12 de septiembre.. 

Temp, medías 

9,5«-1.6,7° 
9,4* -̂16,8° • 

29,6°-38,4« 
22,5*^-38,8° 
23,l°-26,8° 
15,3°-21,3° 
15,3°-21,3° 

Temp, máximas 

16°.22° 
18°-27,2° 
3P-39,3° 
30°-39,5° 
290.370 

29°.36° 
24°-30° 

NH^ en la prime­
ra fase 

mg. por 1.000 

88,55 
136,24 
329,8 
207,4 
170,0 
204,0 

1 163,2 

NH^ total al final 

mg. por 1.000 

98,76 
61,30 

153,0 
125,8 

68,0 
20,4 

10 
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Podemos dividir en dos etapas el proceso de enriamiento, tal como se lleva 

Q cobo en la instalación industrial que estamos estudiando, en relación con 

la operación mecánica del cambio de agua en las balsas. Durante el primer 

período, es decir, cuando el agua permanece sin cambiar, aumenta ascen-

dentemente el amoníaco combinado. En el segundo período aparecen las dos 

formas, libre y combinado. Para explicar semejante hecho, nosotros suponemos 

(hipótesis que estamos ahora intentandp comprobar) que el amoníaco que for­

man los aerobios durante el primer período se combina con los ácidos orgá­

nicos que producen los anaerobios, formando sales amoniacales de los mis­

mos (acetato, butirato, valerianato, etc.), a las que se debe el efecto regulador 

que permite a las aguas poseer una reacción aproximadamente neutra. 

En el segundo período, al extraer el agua primitiva desaparece con ella 

todo el amoníaco combinado que existía en los tanques. Entonces los gérme­

nes anaerobios, que ocasionan la descomposición de las pectinas, no en­

cuentran suficiente cantidad de las mismas para descomponer, en primer lugar 

porque cesa la condición de anaerobiosis al añadir agua nueva que llevará 

oxígeno disuelto y cesarán en sus actividades metabólicas, hasta que vuelva 

a descender el' potencial Redox de las aguas nuevas del tanque, por la acción 

de los aerobios, y en segundo lugar, porque hayan podido desaparecer esas 

pectinas o reducirse por agotamiento. Entonces no se producirán ácidos orgá­

nicos en cantidad suficiente para saturar el amoníaco que los aerobios- no 

cesan de producir y quedará éste disuelto en forma libre o evaporándose. Esto 

ocurre algunas veces, como lo hemos visto en las gráficas números 2 y 5. Otras 

veces (gráfica 1) seguirán formándose ácidos en mayor cantidad, pero aún 

no bastante paro neutralizar todo el amoníaco existente, mientras que en otras 

ocasiones (gráfica núm. 3), después de un período inicial en el cual la cifra 

de amoníaco libre excede a la de los ácidos grasos formados por los anaero­

bios, continúa la actividad de estos últimos, cada vez más acentuada, para 

formar ácidos que saturen todo el amoníaco producido por los aerobios que 

intervienen en el enriado. 

Mediante esta teoría podemos explicarnos algunos hechos que se observan 

en la fermentación, como la reacción acida primera que ocurre y que pronto 

se transforma en neutralidad o ligera alcalinidad, durante la primera fase, y la 

alcalinidad final franca del último período. También puede explicarse el hecho 

que a Fernández Prida y colaboradores (4) parece inexplicable, en relación 

con la alcalinización de las aguas de enriado del esparto que ellos observaron 

en su laboratorio, sin intervención aparente de causa exterior alguna, porque 

las aguas de la maceración, cuando están fuera de la balsa y apartadas de 

la f ibra que sufre la fermentación, continúan sirviendo de pábulo nutritivo a 

la f ibra aerobia que continúa allí desarrollándose y produciendo amoníaco en 

cantidades que saturan los ácidos grasos que formaron los anaerobios en la 

11 
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balsa y que fuera de aquellas condiciones ya no continúan produciéndose-

porqué ya no encuentran f ibra que fermentar. Al no haber ácidos grasos que 

se combinen con el amoníaco, éste se disuelve como ta l , aumentando así la 

alcalinidad. Es por ello por lo que para tener seguridad en los datos analíticos 

que se investigan en las aguas de fermentación sea preciso realizarlos inme­

diatamente después de la toma de las muestras-

El origen del amoníaco y de las aminas que se forman durante el enria­

miento del esparto es cuestión que estamos investigando en estos momentos. 

Los gérmenes aerobios que ocurren en la fermentación del esparto pueden for­

mar amoníaco en virtud de dos mecanismos diferentes: 1.^ Por la reducción 

de los nitratos que pueden pasar a NO2 y a NH3. 2.^ Por su capacidad proteo-

lítica, desintegrando las proteínas con la descomposición final de los amino­

ácidos que las componen, bien por desaminación, lo que explicaría la for-

moción de amoníaco, bien por descarboxilación, lo que explicaría la produc­

ción de aminas, que también ocurre. 

Los aguas de enriado usados en la fábrica granadina estudiada contienen 

nitratos en cifras bastante perceptibles. Los datos analíticos de los cenizas deF 

esparto, tomados de la publicación de Soler y Guzman (6), no consignan la 

presencia de nitratos en el esparto, por lo que si el amoníaco proviniese dé­

los nitratos no estaría, seguramente, en las elevadas cifras que lo hemos ha­

llado. 

Según datos de Soler y Guzman, lo fibra de esparto crudo posee cierta 

riqueza en proteínas. Los análisis en relación con el contenido en nitrógeno 

total de la mismo, antes y después de haber sido sometida a la operación 

del enriamiento, son significativos y pueden darnos cierta luz en relación con 

el origen posible del amoníaco. 

Nosotros hemos encontrado en un lote sometido o un enriamiento de die­

ciocho días unos cifras de 0,48 por 100 de N en crudo y de 0,28 por 100 en 

el enriado. Diferencia, 0,14 por 100. 

Los cifras que don Fernández Prido y colaboradores también son elocuen­

tes, pues en uno de los lotes analizados por ellos a este respecto don las 

siguientes: 

Crudo, 0,48 por 100; o los nueve días de enriado, 0,44 por 100; a los die­

ciocho días, 0,38 por 100; o los veinticuatro días, 0,35 por 100, y o los treinta 

y cuatro días, 0,06 por 100, lo que indica una pérdida progresiva del nitró­

geno de lo pojo, a medida que avanza la fermentación, coexistiendo esa 

ganancia progresiva durante lo misma del amoníaco, que nosotros hemos 

puesto de manifiesto. Parece ser, pues, que el amoníaco proviene de los pro­

teínas del esparto y a comprobar este aserto se dirigen actualmente nuestras 

investigaciones. 

12 
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RESUMEN Y CONCLUSIONES 

Se ha demostrado que la fermentación del esparto transcurre con libera­

ción de grandes cantidades de amoníaco, el cual aparece combinado con otras 

substancias disueltas en las aguas de maceración. Hay indicios para suponer 

que estos substancias sean ácidos grasos inferiores. 

En los últimos períodos del enriado aparece amoníaco lib>e- ". 

La cantidad de amoníaco desprendida asciende a medida que progresa 

el proceso, está en relación con la temperatura y puede suponerse que se 

forma por la acción de las bacterias aerobias que intervienen en la compleja 

fermentación del esparto. 

Se discuten las posibilidades del origen de este amoníaco. 
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INSTITUTO I. B. Y. S. 
LABORATORIO DE BIOQUIMKA 

MODIFICACIÓN DEL MÉTODO DE G. RAMON PARA VALORAR 
LA ANTITOXINA DIFTÉRICA C) 

por 

F. Cordón y A. Martínez.* 

I 

En el curso de los trabajos emprendidos en el Laboratorio de Bioquímica 

del «Instituto de Biología y Sueroterapia (I, B. Y. S.)», de Madr id, con él fin 

de desespeciar, por digestión con pepsina, el plasma antidiftérico equino (di­

cho con mayor precisión, con el fin de destruir, por dicha proteolisis, la capa­

cidad antigénica del plasma, conservando, en lo posible, la actividad «anti­

cuerpo»), era evidentemente necesario disponer de un método cómodo y se­

guro para valorar la antitoxina, que permitiera seguir el efecto de la diges­

tión proteolíticci sobre la actividad «anticuerpo». En un trabajo sistemático 

intenso no puede elegirse para valorar los anticuerpos la medida de su ca­

pacidad de neutralizar el efecto letal de la toxina para el cobayo, porque 

cada valoración requiere cuatro días, con la consecuencia, prescindiendo del 

enorme número de animales exigido, de comunicar al trabajo un ritmo muy 

lento. Quedaba, pues, como única alternativa la valoración por el método 

de floculación de G. Ramon. 

Sabido es que a G. Ramon se debe la observación de que la antitoxina 

diftérica, además de neutralizar el efecto tóxico de la toxina a la que debe 

su formación, precipitó con ella en condiciones apropiadas. [De pasada re­

cordaremos la importancia que esta observación tuvo en favor de la corriente 

teórica hacia la unidad de los anticuerpos que poseen la misma especificidad, 

a pesar de los efectos aparentemente distintos (precipitación, aglutinación, 

neutralización del efecto tóxico, etc.) que hoy se sabe debidos al distinto es­

tado físico del antígeno; esta unidad se admite actualmente por todos los 

inmunólogos y se completa, por otra parte, con el descubrimiento moderno 

de la semejanza química entre los anticuerpos de distinta especificidad, que, 

-como es sabido, son todos seroglobulinas (en general Y) . ] -

(*) Trabajo presentado en la sesión celebrada en Madrid por la Sociedad de Mi-
"Crobiólogos Españoles, el día 28 de enero de 1952. 
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Dicha doble propiedad de un mismo anticuerpo permitió a G. Ramon (1) va­

lorar la capacidad de un suero antidiftérico para neutralizar la toxina corres­

pondiente, utilizando como indicador de la neutralidad, en vez de la pérdida 

de la toxicidad para el cobayo (método de Ehrlich), el efecto floculante i n 

v i t r o del suero con el antígeno. Ramon, comp es sabido, para establecer 

su método aprovechó la notable propiedad de que de una serie de mezclas­

en proporciones gradualmente variables de toxina y antitoxina diftéricas pre­

cipiten primero las mezclas en que las cantidades de toxina y antitoxina son 

prácticamente equivalentes (la zona del óptimo de floculación coincide con 

la zona de equivalencia, en la que el líquido que sobrenada al precipitada 

no tiene antígeno ni anticuerpo). Recordamos que Ramon, para valorar los 

anticuerpos antidiftéricos, prepara una serie de mezclas en las que se mantie­

ne constante la cantidad de toxina, de título conocido, y se varía, en cambio,-

gradualmente la cantidad de plasma o suero problema; se incuban las mez­

clas en termostato a menof de 50^ y se tienen bajo observación para apreciar 

cuál de ellas es la primera que flocula; la cantidad de toxina y antitoxina de 

esta mezcla es equivalente y mide, por tanto, las unidades de antitoxina 

del suero. 

Ahora bien, al intentar aplicar el método de Ramón para valorar el con­

tenido de anticuerpos antidiftéricos en los digeridos de plasma inmune equi­

no, tropezamos con dificultades imprevistas, que hacen, en este caso, imprac­

ticable el método; estas dificultades se deben a modificaciones que la 

digestión péptica impone al plasma problema: 1.°, influencia irreversible del 

pH ácido a que hay, que efectuar la digestión péptica; 2.°, influencia de la 

presencia de productos floculantes procedentes de la demolición de proteínas 

del plasma por la pepsina, y 3-^, modificaciones debidas a la alteración de 

la molécula del anticuerpo por efecto de la hidrólisis péptica. Vamos a con­

siderar someramente cada uno de estos efectos perturbadores. 

1. I n f l u e n c i a d e l p H a q u e h a y q u e l l e v a r e l p l a s ­

m a p a r a , e f e c t u a r l a d i g e s t i ó n . El esclarecimiento experimental 

de la influencia del pH se estudió directamente en plasma antidiftérico sin 

digerir y sin pepsina llevado a pH ácido, con el fin de excluir las restantes 

influencias posibles procedentes de la digestión. Anto todo, es evidente que 

no se puede mezclar un plasma a pH ácido con una toxina a su pH habitual 

(aproximadamente, 8,0) sin que las proteínas de uno u otro líquido, según 

sea el pH a que quede la mezcla, pasen por el punto isoeléctrico, con peli­

gro de simples insolubilizaciones absolutamente independientes de toda reac­

ción inmune. En nuestro caso, la mezcla, debido a que en ella la concentra-

(1) G. Ramon publicó una revisión detallada de sus comunicaciones acerca del mé­
todo de floculación para dosificar algunas toxinas y anatoxinas y los anticuerpos corres­
pondientes, en 1940. Revue de Immunol. 6: 65. 
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ción proteica de la toxina es mayor que la del plasma, queda a un pH pró-

:ximo al de la toxina, y, como consecuencia, son las seroproteínas las que se 

insolubilizan en parte al pasar por el punto isoeléctrico; tales precipitados se 

redisuelven mal, y, por otra parte, tampoco pueden eliminarse por fi ltración, 

por ser, posiblemente, más o menos ricos eñ anticuerpos. Intentamos evitar esta 

dificultad llevando el plasma ácido al pH neutro inicial por la adición brusca 

de la sosa necesaria bajo una agitación enérgica; de este modo, en efecto, 

se evita que los precipitados se formen, o al menos se consoliden, durante 

el cambio de pH; pero al valorar sueros así devueltos a su pH inicial, de modo 

que queden transparentes, se observa que el haber estado una vez en medio 

ácido les ha producido un cierto trastorno irreversible, debido al cual los' pre­

cipitados inmunes se observan con dificultad verdaderamente extraordinaria, 

el tiempo de floculación se prolonga muchísimo (a veces días) y, por último, 

al comparar la valoración de un plasma así tratado con la de él mismo antes 

de ser acidulado (es decir, en estado nativo) se obtienen resultados distintos. 

Pero hay todavía más; cuando el plasma se lleva a un pH igual o inferior 

•a 2,7, que puede ser de elección para la digestión péptica, se enturbia de 

modo irreversible —es decir, que no puede corregir la adición brusca de sosa 

bajo agitación, ya que este modo de operar no tiene más papel que impedir 

Ja formación de precipitados, pero no de redisolverlos— y hay que tener en 

cuenta que cualquier turbidez enmascara las tenues floculaciones inmunes 

que constituyen el indicador de estas valoraciones. 

Cabe, pues, únicamente la posibilidad, cuando el plasma se mantiene trans­

parente en medio ácido, de observar bs floculaciones inmunes al mismo pH 

ácido, llevando previamente la toxina, por adición brusca de ácido, al pH del 
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plasma- Ahora bien, la condición previa necesaria para que las valoraciones 

así efectuadas en medio ácido sean correctas es que sus resultados coincidan-

con los paralelos efectuados del modo ordinario. Es decir, gun suponiendo que 

fueran físicamente practicables, pensamos que ia «valencia» (capacidad de 

neutralización) del anticuerpo con respecto al antígeno podría influirse por 

el pH; nuestros experimentos confirmaron ese temor. Llevamos plasma anti-

diftérico y toxina diftérica por separado a cada uno de los diversos pH, se 

contrifugaron uno y otra y. se valoraron entre sí los líquidos puestos al mísrñQ 

pH; de este modo se estableció la gráfica adjunta, dos veces con el mismo 

resultado; en ella se contrapone la valoración de un mismo plasma con una. 

mismn toxina a diferentes pH (gráfica 1). 

Como se ve en la gráfica, el pH influye sobre la valencia aparente del 

anticuerpo con respecto al antígeno (es decir, sobre la zona de floculación 

óptima); concretamente, la valencia de la antitoxina con respecto a la toxina 

parece aumentar al bajar el pH (a pH 4,0 se observó, además, en ambos 

experimentos, un resultado anómalo que tal vez se deba a que a este pH, inme­

diato al punto isoeléctrico (1), se insolubiliza una proporción de anticuerpos 

del suero superior a la equivalente de antígenos de la toxina). Queda la duda 

de si la alteración de la valencia —del antígeno, del anticuerpo o de ambos—'-

en medio ácido indica una modificación real de la reacción o se debe a una 

mayor insolubilización de la toxina a este pH. Del examen de la curva se 

deduce que entre los pH 6 y 9 el método de Ramon es independiente del pH. 

También se deduce que este método pudiera tal vez aplicarse en medio ácido, 

ya que el perfil de la curva parece bien definido, sin más que multiplicar los 

resultados obtenidos a un pH ácido —-por ejemplo, 3— por 0,6, que, según la 

gráfica, parece ser el factor de conversión del resultado en medio ácido en el 

resultado obtenido en las condiciones ordinarias. Desgraciadamente, como se 

dijo, los flóculos formados a estos pH ácidos se observan muy difícilmente, el 

tiempo de floculación es prolongadísimo y casi todos los flocules aparecen casi 

simultáneamente en muchas mezclas con distintas proporciones de antígeno y 

anticuerpo, de modo que el método no resulta conveniente para ser utilizado 

en la práctica de rutina. 

2. A las alteraciones irreversibles que experimenta el plasma equino anti­

diftérico cuando es llevado a pH ácido hay que sumar la aparición e n e l 

c u r s o d e l a h i d r ó l i s i s p é p t i c a de enturbiamientos y precipitados 

(1) Se determinaron los puntos isoeléctricos tanto de la toxina diftérica empleada 
en las valoraciones como del suero antidiftérico equino. Denominamos punto isoeléctrico 
el pH en que se observa la insolubilización máxima con uno y otro producto, haciendo la 
salvedad de que en ambos casos se trata de mezclas de múltiples substancias anfóteras 
de distintos puntos isoeléctricos. En ambos productos, el punto isoeléctrico es, aproxi­
madamente, 3,8. ' ' 

4 
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constituidos por substancias procedentes de la demolición de las seroproteínas. 

Tales turbideces se redisuelven también difícilmente, y cuando se aglomeran 

en precipitados fácilmente separables, éstqs pueden contener una cantidad 

variable de anticuerpos. La índole de estos precipitados, de evidente interés 

para el objeto general de nuestro trabajo (la desespeciación de los plasmas 

antidiftéricos), ha sido motivo de estudio particular, en el que no entramos 

porque rebasa del tema concreto de esta nota. 

3. Durante la hidrólisis péptica, la globulina inmune (antitoxina diftérica) 

está sometida a una demolición paralela a la de las globulinas normales del 

mismo plasma; es sabido que no hay ninguna diferencia física ni química 

entre seroglobulinas normales e inmunes, si se exceptúa la afinidad de éstas 

con su antígeno. La aplicación de la hidrólisis péptica a la desespeciación 

del plasma equino se funda, pues, simplemente en que la pérdida de la anti-

genicidad de las seroglobulina§ (entre las que se cuenta el anticuerpo antí-

diftérico) se produce antes de que se destruya en gran proporción la función 

del anticuerpo (1). Lo anterior significa que en un suero digerido conveniente­

mente, de modo que deje de ser antigénico (es decir, que ya no sensibilicen 

sus «seroproteínas de caballo») y, en cambio, conserve en parte su función 

anticuerpo (es decir, que siga neutralizando Ici toxina diftérica), el soporte 

substancial de la función anticuerpo ha de poseer. forzosamente un tamaño 

molecular menor que en estado nativo. 

Esta conclusión plantea nuevos problemas con respecto a la validez del 

método de Ramon para valorar los digeridos. Volvemos a subrayar que el 

método de Ramon utiliza como indicador de la mezcla neutra (mezcla que 

contiene cantidades equivalentes de antígeno y de anticuerpo) la propiedad 

de ella de flocular antes- que las restantes mezclas —antes que las que con­

tienen menos anticuerpos que los necesarios para neutralizar los antígenos 

(que el método mantiene en cantidad fija en todas las mezclas), y antes tam­

bién que las que contienen un exceso de anticuerpos—. Es decir, el anticuerpo 

en estado nativo parece ofrecer la propiedad notable de que cuando está 

en exceso solubiliza el precipitado inmune que da con su antígeno (o dificulta 

su aparición). Para que el método de Ramon pudiera aplicarse para valorar 

los digeridos habría que demostrar previamente que esta propiedad se con­

serva en los fragmentos de la antitoxina con función de anticuerpo. 

Creemos, pues, que son muy objetables las valoraciones de antitoxinas efec­

tuadas por los autores que trabajan con plasmas o sueros desnaturalizados por 

un método cualquiera si antes no han comprobado que el anticuerpo no pierde 

(1) La defensa de esta opinión con ayuda de experimentos propios rebasa también 
el tema de esta comunicación. Aunque responda a las nociones dominantes en inmunolo­
gía y la admitan autores muy prestigiosos, parece que algunos investigadores no la acep­
tan o, al menos, no la entienden debidamente. 
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por la desnaturalización la propiedad dicha, que es fundamental, como hemos 

visto, para que el método de Ramón proporcione resultados correctos. Resulta 

extraño, por ejemplo, que.den por sentado que el método de Ramon sea via­

ble para valorar sus sueros modificados, autores que creen observar que la 

digestión péptica acorta extraordinariamente el tiempo de floculación- A prio­

ri parece muy probable que la alteración del anticuerpo, que ello supone 

puede también traducirse *en que el exceso del anticuerpo así alterado, no so-

lubilice ya el precipitado que él mismo origina con su cintígeno. 

Como las dificultades expuestas en los apartados anteriores 1 y 2 hacen 

impracticable para nuestros propósitos el método de Ramón, no hemos estu­

diado si la demolición péptica destruye la coincidencia entre el «óptimo de 

floculación» y la «zona de equivalencia». Sin embargo, por analogía con lo 

estudiado en nuestro método, parece muy probable que el anticuerpo con­

serve tal propiedad y, además, que los f locubdos cuya aparición inmediata 

señalan muchos autores sean precipitados no inmunes del tipo de los estu­

diados en 1 y 2. 

II 

En vista de la imposibilidad de aplicar el método de Ramon cuando se 

desea valorar los anticuerpos antidiftéricos en plasmas (o en sueros, o en mez­

clas de seroglobulinas) q u e h a n s u f r i d o u n a d i g e s t i ó n p é p ­

t i c a , intentamos establecer una variante de este método de valoración' por 

floculación que llene dicha exigencia; la siguiente técnica da, como veremos, 

resultado satisfactorio. 

Modo de efectuar la determinación.—En una serie de tubitos^ de ensayo 

de unos ocho milímetros de diámetro, lo más iguales posible, se distribuyen 

cantidades crecientes de plasma (suero, etc.) que normalmente difieren de la 

anterior en 0,01 mi; hay que procurar, naturalmente, que el tubo primero 

contenga los anticuerpos en defecto y el último en exceso (con respecto a la 

cantidad fija de toxina que en su momento sé añadirá a cada tubo), es decir, 

la serie, una vez que se hagan las mezclas, debe rebasar por ambos lados 

la zona de equivalencia. En todos los tubos se completa con agua destila­

da (T) un volumen igual al mayor de plasma (el introducido en el último tubo). 

(1) En un principio, para evitar un arrastre variable de substancia inespecífica por 
los precipitados inmunes, se pensó sustituir la dilución con agua por la dilución con 
plasma equino normal, de modo que la concentración de seroproteínas normales se man­
tuviera constante en la serie. La precaución resulta superfina (por ejemplo, un plasma 
nos dio valorado diluyendo con agua, 121 U. £., y con plasma, las mismas 121 U. f.). El 
perfil de las gráficas de turbidez de los tubos es el mismo para las dos series, lo que 
demuestra que se trata siempre de precipitados inmunes con escaso arrastre de producto 
inespecífico. 
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1 

Se añade a cada tubo 0,5 ml de toxina de Lf conocido, después de llevada 

àl pH que posea el plasma problema. Se añade la cantidad de alcohol 

de 96 por TOO necesaria para que, una vez recibida, el total contenga un 

8 por 100 de alcohol puro (1); esta cantidad se calcula sin más que multipli­

car el volumen de la mezcla por 0,09 (2). 

Se calientan los tubos a 40^ durante quince minutos e inmediatamente pue­

de observarse la escala de turbidez que ofrecen (si, por tratarse de plasmas 

muy pobres, no se apreciara bien la escala, puede guardarse la serie en ne­

vera hasta el día siguiente), cuidando siempre de agitar antes de efectuar la 

observación. 

En la serie de mezclas de un ensayo así fectuado, siempre que, como se 

dijo, comprenda la zona de equivalencia (condición naturalmente tan necesa­

ria en nuestro método como en cualquier otro) se observa, examinando si­

multáneamente todos los tubos, lo siguiente: a partir del tubo que contiene 

menos anticuerpos crece paulatinamente la turbidez, hasta llegar a un deter­

minado tubo (primer máximo); en los tubos siguientes o se mantiene la turbidez 

o disminuye para luego volver a subir repetidas veces, formando una serie 

de máximos y mínimos que, en ocasiones, alcanzan, o incluso sobrepasan, la 

del primer máximo. Lo observado se representa en las siguientes gráficas, 

perfectamente típicas, según nuestra extensa experiencia: 

3 4 S 6 7 8 9 W 3 4 5 6 7 8 9 W 3 4 5 6 7 8 9 W 

Gráfica 2.—En ordenadas se representa la turbidez de los tubos tomando como unidad 
arbitraria la del tubo que contiene menor cantidad de plasma; en abcisas, los mi. de 
plasma contenidos en cada tubo. En cada tubo el plasma está mezclado con 0,5 mi. de 
toxina diftérica con 20 Lf/ml. Las flechas señalan los tubos de mezcla neutra (zona de 

equivalencia). 

(1) Esta concentración de alcohol es la máxima que no produce nada de precipitado 
ni con el plasma ni con la toxina por separado; es decir, que no origina, prácticamente, 
precipitados no inmunes. Pensamos que el dato es de aplicación muy general, en primer 
lugar porque la composición de los plasmas es muy constante y la proporción de ellos 
en la mezcla relativamente baja, y en segundo, porqué en las toxinas manejadas por nos­
otros se requiere para que se enturbien que el alcohol se añada hasta mucha mayor 
concentración (al 26 por 100). 

(2) En general, si se dispone de alcohol de graduación A, hay que multiplicar el 
8 

volumen de las mezclas por 
a — 8 
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La zona de equivalencia, es decir, el lugar de la mezcla que contiene los 

anticuerpos que neutralizan justamente —^sin defecto ni exceso— los Lf dé 

toxina medidos en cada tubo, corresponden al tubo del primer máximo. 

Estudio crítico del método.—Hemos comprobado la validez del método,, 

tanto general como en particular, para valorar los digeridos pépticos. 

1. Para ello, en primer lugar, hemos efectuado numerosas determinacio­

nes del título de antitoxinas d e l m i s m o p l a s m a , siguiendo en todas el 

m é t o d o a n t e r i o r m e n t e d e s c r i t o . En alguna serie hemos de­

terminado el mismo plasma, puesto siempre en las mismds condiciones (es­

tado nativo, sin digerir, pH neutro), variando únicamente de modo predetermi­

nado su dilución, con el fin de apreciar la exactitud y sensibilidad del método. 

En otras series hemos comparado los resultados de valorar el mismo plasma 1. 

en condiciones ordinarias (estado nativo, pH neutro), 2. a pH ácido (plasma 

y toxina a pH 3,1, 2,7, 2,6, 2,1), 3. después de llevado a pH ácido y devuelta 

a las condiciones de neutralidad. Nuestras conclusiones han sido las siguientes: 

la valoración por nuestro método es posible en medio ácido y, además, los re­

sultados, en los tres casos se repiten de modo perfectamente satisfactorio. Por 

ejemplo, una muestra de plasma utilizado para efectuar este estudio ofrece los 

siguientes valores al determinar en él las antitoxinas por nuestro procedimiento^ 

En condiciones normales, dilución 1.^ 126 U. f. 

id. id. 2.a ... . . . 118 » 

id. id. 3.a :. ... l i ó > 

id. id. 4.a ... 124 > 

En medio ácido (pH 3,1), dilución 1.a 124 » 

id. id. id. 2.a 124 > 

Llevado a pH 2,1 y devuelto a pH 7,0 104 » 

id. 2,7 id. ... 119 > 

id. 3,1 id. 109 y> 

2. En segundo lugar se compararon los resultados obtenidos por nuestro 

método y por el de floculación de Ramon, valorando por uno y otro plasmo 

puesto en varias condiciones. He aquí los resultados: 

E n s a y o p r i m e r o .—La valoración de un mismo plasma en condicio­

nes ordinarias dio los siguientes resultados: 

Por el m é t o d o d e R a m o n , valoración 1 .a . . . . . . 96 U. f. ) Promedia 

id. id. 2.a ... . . . 126 » | 111 U. f. 

id. • id. 3.a no flocula. 



MODIFICACIÓN DEL MÉTODO DE G. RAMON 61 

Por n u e s t r o 

id. 
id. 
id. 
id. 

m é t o d o , va oración 

id. 
id. 
id.-
id. 

1.^ 

5.a 

n i u. f. 

TOO » 

n i » 

100 » 

100 » 

Promedio-

105 U. f. 

E n s a y o s e g u n d o .—La valoración de otro plasma, en condiciones or­

dinarias y en medio ácido, dio por ambos procedimientos: 

Por el m é t o d o de R a m o n , pH 7,0 valoración 1.^ 126 U. f. 

id. id. id. 2.^ 105 » 

id. ' id. id. 3.^ 114 » 

id. pH 3,0 no flocula. 

Por n u e s t r o m é t o d o , pH 7,0, valoración 1.^. 

id. id. id. 2.a. 

¡d. id. id. 3.a., 

id. 

id. 

pH 3,0, 

id. 

id. 

id. 

1.a. 

2.a. 

126 U. f. 

118 » 

116 » 

124 » 

124 » 

Promedio-

115 U. f. 

Promedio 

120 U. f. 

Promedio 

124 U. f. 

De la comparación se deduce lo siguiente: 1. Nuestro método, cuando se 

opera con plasma puesto en el intervalo de pH en que es viable el de Ramon 

(condiciones ordinarias), da resultados prácticamente coincidentes con los de 

éste; obsérvese a este respecto que la determinación según el método de 

Ramon da al primer ensayo un valor más alto y en el segundo un valor más 

bajo que los correspondientes obtenidos por el nuestro. 2. En dichas condicio­

nes ordinarias, nuestro método resulta más sensible que el de Ramon (en el 

primer ensayo no se apreciaron los precipitados inmunes con el método de 

Ramon a diluciones del plasma que permiten aún valorar perfectamente con 

nuestro método); también parece que nuestro método es más exacto (desvia­

ción tipica de cada determinación: para nuestro método, 4,7 U. f.; para el de 

Ra mon, 13,0). 3. Nuestro método permite valorar en condiciones en que re­

sulta imposible conseguirlo con el de Ramon; y 4. Por último, es más cómodo 

que éste porque sustituye la vigilancia durante un tiempo, a veces prolongado, 

para apreciar la primera floculación, por una observación momentánea de 

la serie a un tiempo elegido. 

3. Para terminar, el método expuesto permite determinar los anticuerpos 

en los digeridos pépticos del plasma (o suero) antidiftérico. Para llegar a esta 

conclusión hemos tenido que comparar los resultados por él obtenidos con los 

del método de Ehriich (neutralización del efecto letal de la toxina para el coba-
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yo) (1); no hemos podido comparar con el de Ramon, que, como hemos visto, 

es impracticable para valorar tales digeridos; es evidente, por otra parte, que 

tampoco puede utilizarse como referencia la determinación del plasma nativo 

que se digiere, ya que la digestión destruirá una proporción de anticuerpos in­

determinada a priori. La comparación de la pérdida por digestión péptica, 

apreciada por nuestro método y por el de Ehriich, resulta, como hemos dicho, 

satisfactoria; por ejemplo, en un caso se partió de 250 mi de plasma de 

12Ó Uf /ml , de ellos se obtuvieron 30,7 g. de una fracción globulínica con 

814 Uf /g . , que después de someterlos a digestión péptica rindieron 230 mi. de 

un producto con 90 Uf /ml . Valorados simultáneamente los tres productos por 

el método de Ehriich, se obtuvieron como resultados, respectivamente, 145, 879 

y 104 unidades de Ehriich/ml. Es decir, que las pérdidas que da nuestro méto­

do, 21 y 17 por 100, coinciden de modo satisfactorio con las correspondientes 

de 25 y 12 por 100 que da el método de Ehriich, que, en definitiva, expresa 

directamente la eficacia para la aplicación terapéutica de las antitoxinas con 

que se trabaja. 

RESUMEN 

I. Se exponen las dificultades insuperables para valorar los anticuerpos 

•antidiftéricos en digeridos ácidos de plasma (suero, seroglobulinas) por el mé­

todo de floculación de Ramon. 

II. Se describe y estudia críticamente un nuevo método, que permite deter­

minar, rápidamente y con suficiente precisión, tales anticuerpos, después de so­

meter los productos que los contienen a digestión péptica. 

(1) Hemos seguido para estas valoraciones las normas que precisa el manual de 
A. B. Wadsworth, 1947, Standard Methods of the Division of Laboratories and Research 
oi the New York State Department of Health, 654-656. 

10 
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EL MÉTODO DEL A S P E R G I L L U S N I G E R PARA 

LA DETERMINACIÓN DE ELEMENTOS EN SUELOS 

I. PUESTA A PUNTO DEL MÉTODO PARA DETERMINACIONES DE MAGNESIO 

por 

Manuel Ignacio Candela Martínez. 

FUNDAMENTOS DEL MÉTODO 

Base fisiológica. 

Es sabido que los microorganismos necesitan para su vida, crecimiento y re­

producción, de determinadas substancias, y que muchos de ellos precisan, en^ 

cantidad.es considerables, compuestos inorgánicos de los que los suelos están 

ricamente provistos. De aquí que haya sido preocupación reiterada el utilizar 

algunas especies de hongos y bacterias que dieran con su crecimiento una idea 

del contenido del medio en que se desarrollaban. Entre todos los microorga­

nismos, el hongo A s p e r g i l l u s n i g e r (estirpe M de Mulder), necesita 

para su normal crecimiento los siguientes elementos minerales: nitrógeno, fós­

foro, potasio, magnesio, azufre, hierro, zinc, cobre, manganeso, molibdeno y, 

posiblemente, níquel, vanadio, cobalto y galio. Está claro que si omitimos en 

una solución de cultivo que contenga, desde luego, una substancia del tipo 

de los hidratos de carbono como fuente de energía, uno de estos elementos 

esenciales, el crecimiento del hongo se reducirá sensiblemente y, por otro lado, 

la adición de cantidades crecientes deT elemento a estudiar que vayan desde 

contenido deficiente a suficiente producirán paralelamente un incremento en 

el peso del micelio seco obtenido, así como una variación en la esporulación 

del hongo. De aquí se desprendé, lógicamente, que es preciso utilizar produc­

tos químicos de alto grado de pureza que proporcionen soluciones de cultivo 

de toda garantía, ya que la sensibilidad del hongo acusa estas mismas impu-

(*) Trabajo presentado en la sesión celebrada en Madrid por la Sociedad de Micro­
biólogos Españoles el día 18 de febrero de 1952. 

Está en curso la extensión del presente método a la determinación de K, P, Fe, Cu, 
Zn, Mn y Mo en suelos, que esperamos poder publicar en plazo breve. 

http://cantidad.es
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rezas, y, aun en estas condiciones, es necesario efectuar un proceso de purifi­

cación, incluso en el caso de trabajar con productos para análisis. 

A este efecto, se han sugerido dos métodos diferentes: uno, que utiliza re-

-sinas cambiadoras de iones, y otro meramente químico. Respecto al primero, 

consideramos difícil su realización, dado, por otra parte, que no es sencillo 

adquirir dichas resinas en la actualidad. En cuanto al segundo, haremos una 

«exposición en el curso de este trabajo. 

El plan utilizado consiste en determinar el peso de los micelios secos obte­

nidos añadiendo cantidades conocidas crecientes del elemento a determinar 

a una serie de matraces erlenmeyer de litro, que contienen idénticas cantida­

des de los otros elementos esenciales para el crecimiento del A s p e r g i l l u s 

n i g e r. De esta forma se consigue paralelamente un desarrollo creciente 

del hongo, que se manifiesta al pesar el micelio seco. Con los pesos de micelio 

•obtenidos, se construye una gráfica, expresando en coordenadas cartesianas 

las cantidades de los elementos variables y el peso del micelio seco. Posterior­

mente, para determinar el contenido de un.suelo o de cenizas de plantas basta 

suministrar a la solución de cultivo una cantidad conocida de este suelo o planta 

en lugar del elemento en cuestión, y más tarde, conociendo el peso del micelio, 

obtenido de esta forma, se pasa a la curva y se conoce así la cantidad que 

buscamos. 

Trabajos anteriores. 

En el año 1909, Butkevic y Kosceleckii introdujeron métodos biológicos de 

determinación de elementos inorgánicos en suelos por medio de hongos de! 

•género A s p e r g i l l u s y, posteriormente, una serie de investigadores han 

desarrollado este mismo método utilizando otros microorganismos. Actualmente 

está comprobado que por su sensibilidad frente a la riqueza en oligoelemen-

tos del medio de cultivo, por las características mecánicas y físicas del micelio 

y por la sencillez de su cultivo, el A s p e r g i l l u s n i g e r , en determina­

das estirpes, resulta el más apropiado para la determinación de elementos 

minerales en suelos. 

Ha sido Mulder, en 1939, quien ha puesto en práctica un método bioló­

gico que no solamente tiene un interés científico y de investigación, sino una 

indudable aplicación frente a los métodos químicos colorimétricos y espectro-

gráficos, ya que nos proporciona el contenido de los elementos diferentes de 

los suelos en estudio con una precisión que llega, en el caso de alguno de 

•ellos, como el molibdeno, al orden de las centésimas de 7, y es esencialmente 

interesante porque suministra, no ya el contenido total, de escaso interés des­

de el punto.de vista agrícola, sino las cantidades de dichos elementos que re­

sultan asimilables por las plantas, proporcionándonos, por consiguiente, el 

estado actual efectivo en elementos y no, como ocurre en los métodos quími-

http://punto.de
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cos, ei contenido independientemente de su situación, caso éste que puede 

íácilmentp conducir a resultados desconcertantes y nocivos para los cultivos 

ogrícolas. 

Posteriormente a Mulder han sido desarrolladas en el extran¡sro una serie 

de experiencias con indudables resultados, principalmente en Holanda e In­

glaterra, de tal manera, que en la actualidad podemos decir que el método 

ha sido bastante estudiado, y si Nikias en Alemania (1930) dio las normas 

•que, poco más o menos, se vienen utilizando en la actualidad, por su parte, 

Steinberg (1935) proporciona las orientaciones para la purificación de las so­

luciones de cultivo, caso éste de gran interés porque presentan serias dificul­

tades, dada la complejidad de los medios empleados. Nicholas en Long Asthon 

y Gerretsen en Grônîngen nos proporcionan los trabajos más recientes en este 

cispecto. 

En España, por nuestra parte, no conocemos que se haya efectuado ningún 

trabajo hasta el presente en el que se utilicen estos métodos para la determi­

nación de elementos minerales en suelos y plantas, aunque es cierto que por 

algunos investigadores se utilizan los métodos biológicos para la determina­

ción de aminoácidos y vitaminas. 

PREPARACIÓN DE LA SOLUCIÓN NUTRITIVA 

' Composición. 

Hemos utilizado las soluciones nutritivas propuestas por Nicholas y Fielding, 

3a más completa de las cuales es como sigue: 

Dextrosa 50 g. FeCl3.ó K O ... 3 mg. 

KNO3 ... 5 g. ZnSO,.7 K G ... 2 mg. 

NaH NaKPO, 0,ó g. MnSO,.4 H,0 0,3 mg. 

MgSO, 1 g. Na2MoO,.2 H^O ... 0,5 mg. 

Ca (NO3). 0,ó g. CuSO,.5 H,0 0,ó mg. 

Ca(N03)..8 H,0 0,2 mg. 

Co(NOJ,.6 K O ... 0,1 mg. 

Ni(NO,)3.2 K O 0,08 mg. 

NaV03.4 K O 0,08 mg. 

De esta solución se excluyen, naturalmente, los elementos que se vayan 

a determinar, que son suministrados bien por cantidades crecientes y conoci­

das de una sal de dicho elemento, con lo que obtendremos una gráfica que 

nos proporcionará la relación entre el crecimiento del hongo y el contenido 

de dicho elemento, o bien por la muestra del suelo o cenizas de hojas, que 

nos proporcionará, una vez llevado el peso del micelio obtenido a los datos 
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anteriores de la serie patron, el contenido en dicho elemento de la substancia 

estudiada. ^ 

Las sales de la solución de cultivo deben ser, como hemos indicado, re­

activos para análisis o productos purísimos, y se disuelven en un litro de aguo 

bidestilada en vidrio pyrex. 

Purificación. 

Si la purificación es necesaria porque los productos de que se parta na 

sean de comprobada garantía, hemos de resolver dos problemas: primero, el 

de la dextrosa y los macroelementos (potasio, fósforo, magnesio, calcio), y se­

gundo, los elementos-trazas, oligoelementos o elementos vestigiales. 

Para purificar los macroelementos y le dextrosa se efectúa la solución de 

los mismos, exceptuando los fosfatos, que han de ser recrista I izados previa­

mente, y se les trata según normas establecidas. 

Los elementos vestigiales se recristalizan una o dos veces, con lo cual se 

puede garantizar con bastante seguridad que no contienen cantidades apre-

ciables de impurezas. 

Para la eliminación del Mg de la solución básica de cultivo hemos encon­

trado que el método de más garantía consiste en utilizar las 8-hidroxiquinoleína 

(oxina) en solución alcalina de la siguiente manera: a una solución de sales 

minerales, en ausencia de fosfatos, incluyendo la dextrosa, se añaden cinco 

centímetros cúbicos de solución al 2 por TOO de oxina en ácido acético 2n, y 

después suficiente amoníaco para ajustar el pH exactamente a .8. La solución 

se coloca en una estufa a 33*^ durante veinticuatro horas. Después se filtra 

y se elimina el exceso de quinoleína mediante el lavado de la solución repe­

tidas veces con cloroformo redestilodo en porciones de 50 c. c. cada vez, y 

luego con éter redestilodo, hasta tener la completa seguridad de la total el i ­

minación de los productos tóxicos. Entonces se ajusta el pH a 5 con clorhídrico 

para análisis y se añaden los elementos vestigiales y el fosfato, previamente 

recristal izados, completando la solución hasta un litro con agua bidestilada. 

Es conveniente añadir algo de sulfato magnésico a la solución de macroele­

mentos antes de la purificación, porque esto facilita la eliminación de los últi­

mos vestigios presentes como impurezas. 

Esterilización. 

Las condiciones en que el A s p e r g i l l u s n i g e r ha de ser cultivado 

hacen que no sea precisa una esterilización, si es que la solución se utiliza al 

poco tiempo de ser preparado. Otro ^ coso es cuando pasan algunos días 

desde que se prepara la solución hasta que se hace lo inoculación y se verifica 



Fig. L 

Colonia de A sp er gill us niger en agar-Czapek-
glucosa (30 g/L), pH=:6-7. Cultivo en porta. Examen 

directo con objetivo seco. 

Fig. 2. 
Los cuatro tubos de la izquierda son de cultivos de 
Aspergillus niger incubados a 25^, durante 
cuatro días, en medio agar-malta, y los de la derecha, 
cultivados en las mismas condiciones con agar-malta-

npirtmcn.-np-ntnnn 
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el ensayo. En este caso, una esterilización en autoclave a 115° durante quince 

minutos es suficiente para efectuar el ensayo, no siendo necesario, por otro 

lado, un gran cuidado para evitar contaminaciones durante el desarrollo del 

trabajo. 

CULTIVOS 

Preparación de la suspensión de esporas. 

Hemos utilizado en nuestro trabajo estirpes de A s p e r g i l l u s n i g e r 

M de Mulder, traídas de Inglaterra y Holanda, y que fueron subcultivadas pre­

viamente en tubos inclinados de agar-malta-dextrosa, según la siguiente com­

posición: 

Extracto de malta 20 g. 

Peptona 1 g. 

Dextrosa 20 g. 

Agar 20 g. 

Agua ... 1.000 c. c. 

Como puede verse en la figura 2, la producción de esporas es sensible­

mente mayor utilizando este medio en vez del que tradicionalmente se usaba, 

y cuya composición era: 

Extracto de malta ... 25 g. 

Agar ... . . . 20 g. 

Agua .. . ,. 1.000 c e . 

De esta forma conseguimos, en primer lugar, disminuir el tiempo de incu­

bación, y, en segundo lugar, una mayor facilidad para obtener una suspensión 

de esporas lo suficientemente densa como es necesaria. 

Es preciso, sin embargo, tener un gran cuidado en la preparación de esta 

suspensión, pues es fácil arrastrar partículas de micelio o incluso trozos del 

agar en el que ha crecido el A p e r g i I I u s , y, en ese caso, se introducen 

fácilmente errores en los resultados. Por ello, es muy interesante utilizar tubos 

inclinados de agar-malta-peptona, en los que el crecimiento del hongo es abun­

dante y resulta muy fácil recoger las esporas de la parte alta con el asa de 

platino, sin necesidad de tocar las partes bajas del micelio ni el medio de 

cultivo. 

La preparación de la suspensión de esporas se efectúa como sigue: se sub-

cultiva la estirpe adecuada de A s p e r g i I u s n i g e r en tubos inclinados 

de agar-malta-peptona durante unos seis días a 32^, y con un asa de platino 

se recogen las esporas, que se pasan a una cantidad de agua bidestilada 

estéril de unos diez centímetros cúbicos, aproximadamente, hasta obtener una 
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suspensión de esporas abundante, de forma que el líquido de la misma parezca 

negro. Cuatro o cinco gotas de esta suspensión son suficientes para cada matraz 

en que se haga el cultivo. 

Condiciones d^ cultivo. 

Las series patrón se preparan tomando 50 c. c. de la solución básica para 

matraz Erlenmeyer de litro, a los que se añaden unas cuatro gotas de la sus­

pensión de esporas y las contidades' crecientes de la sal del catión que quere­

mos determinar. En el caso del Mg, estas series se forman de la siguiente ma­

nera: en el primer matraz no se pone ninguna cantidad de Mg.; en el segundo, 

25 Y ;, en el tercero, 50, y en los sucesivos, 7b, 100, 150, 200, 250, 300, 

400, 500, óOO, 700, 800 y 1.000 Y de Mg, respectivamente. Los matraces se 

tapan con vasos de 50 c. c. invertidos sobre el cuello, en lugar de utilizar 

tapones de algodón. De esta forma se reduce el riesgo de contaminaciones 

metálicas y es suficiente para evitar las contaminaciones con otros microorga­

nismos. Más tarde, se incuba durante seis días a 32^ C. 

Variación del pH con el crecimiento. 

El mayor desarrollo del hongo ha de producir forzosamente una mayor 

formación de ácidos, como el cítrico, y, por consiguiente, sería lógico pensar 

pH 
4.,So 

755*ram fit tot ut sac 
f Z s á 3 6 7 ê 

Serie PMg. 7 
Relación entre el pH final 
del m*dio y el contenido de 

Mg inicial del mismo^-

ÔOO 

ta àl^ 

Fig. 3. 
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que hay una correlación absoluta entre el contenido creciente del metal en 

cuestión, desarrollo del hongo y pH decreciente del medio al final del cul­

tivo. Por eso resulta interesante determinar la acidez de la solución empleada 

después de efectuado el ensayo, observando que hay una absoluta periodicidad 

en aquellas tres variables. La curva adjunta muestra esta variación en las 

experiencias hechas por nosotros. 

Después de los seis días de cultivo, y antes de interrumpir el crecimiento 

del hongo añadiéndole un líquido esterilizante, se debe determinar el pH de 

cada matraz para conocer la variación del mismo. 

Secado y peso. 

Una vez determinado el pH, que debe hacerse con la mayor exactitud, 

se saca el micelio de los matraces y se lava cuidadosamente con agua del 

grifo, hasta tener la seguridad de que no quedan adheridas gotas de la so-

Jución. Ha de cuidarse muy especialmente de seguir un mismo criterio en el 

lavado de todos los matraces de la serie, con el fin de no introducir errores 

por diferencias de tratamiento. Una vez lavados y puestos en los mismos vasos 

que cubrían los matraces, los micelios se pasan a una estufa, donde se tienen 

durante unas doce horas a 55^, y después otras dos horas más a 105^. Una 

vez fríos, se pesan y se construye una gráfica, tomando en ordenadas el peso 

del micelio seco en mg. y en abscisas, el contenido en el metal estudiado por 

cada 50 c. c. de disolución. 

ANÁLISIS DE SUELOS 

Habiendo llegado a una serie de experiencias en las cuales los resultados 

sean concordantes dentro de ciertos límites, y construidas con ellas las curvas 

de relación çntre el crecimiento del hongo y el contenido del catión a estudiar, 

se pasa al estudio de la situación en dicho elemento de algunas muestras de 

suelo. 

Toma de muestras y preparación de los suelos para el análisis. 

Siendo preciso tomar cantidades pequeñas de suelo para las determina­

ciones, es altamente importante que las muestras se tomen a partir de un buen 

número de diferentes sitios en el campo (por ejemplo, 10 ó 20 por hectárea) 

y que se mezclen bien. Todas las muestras se deben secar en aire y las de 

arcilla molerse bien, hasta un tamaño muy fino. Las de arena, se tamizan en 

un cedazo de acero, exento de robín, con mallas de dos milímetros. Las pie­

dras y partículas groseras deben eliminarse, pero han de ser tomadas en cuenta 

para efectuar el cálculo de la cantidad total del etemento a investigar. 



72 MANUEL IGNACIO CANDELA MARTÍNEZ 

Es interesante tomar las muestras de suelo para este t ipo de ensayo, de 

los sitios cercanos a plantas en crecimiento, preferentemente de las zonas de 

raíces, y es muy importante disponer de muestras cercanas a plantas normales 

y a otras afectadas por deficiencias, ya que, de esta forma, las diferencias 

en el estado de oligoelementos de dichos suelos son, probablemente, más os­

tensibles que las que aparecerían si la toma de muestras se hace por los mé­

todos habituales. 

Una vez el suelo en condiciones para verificar el ensayo, se prepara una 

serie de matraces que contengan 50 c. c. de la solución de cultivo, exenta por 

completo del metal a investigar, y en ellos se introduce una cantidad conocida, 

pesada exactamente, de suelo, preferiblemente un gramo. Entonces se cultiva 

en las mismas condiciones utilizadas para las series patrón y, posteriormente^ 

se lava, seca y pesa de igual manera, llevando estos datos a la curva patrón, 

obtenida previamente, donde, por interpolación, podemos determinar el conte­

nido de dichos suelos en el metal asimilable. 

Es mucho mejor efectuar estos ensayos por duplicado o triplicado paro 

cada muestra, tomando como buenos los más concordantes. 

Estudio específico del ensayo para el magnesio. 

Damos a continuación una idea de los resultados obtenidos en la puesta 

a punto del método para la determinación de Mg en suelos y plantas. 

La purificación de lo solución de cultivo se efectuó, como indicábamos 

antes, utilizando la 8-hidroxiquinoleína, 'que nos proporcionó espléndidos re­

sultados, ya que pudimos obtener, como se demuestra en las fotografías ad­

juntas, una mayor exactitud, y, desde luego, un crecimiento prácticamente nulo 

en el ensayo en blanco con O Y de Mg. 

Sin embargo, nuestros resultados difieren ligeramente de los observados en 

trabajos anteriores, ya que si bien hay una absoluta periodicidad en el peso 

del micelio, no la hay en el aspecto del mismo ni en la producción de esporas. 

En todos nuestros ensayos la esporulación es más intensa que en lo comuni­

cado por Nicholas y Fielding. Ellos no aseguran que en la prueba en blanco 

(O 7 de Mg) no se produzca crecimiento; nosotros lo hemos obtenido nulo en 

todos los casos. 

Respecto al bioensoyo de suelos, obtuvimos muy poca concordancia con los 

resultados logrados por la Sección de Análisis del Instituto de Edafología para 

estos mismos suelos, si bien es cierto que el A s p e r g i l l u s acusa la pre­

sencia solamente del Mg disponible, y que dicha disponibilidad depende de 

diferentes factores, especialmente del t ipo de suelos. 

Por todo esto, solamente se puede encontrar un consejo de valor en las 

experimentos de campo, en*diferentes tipos de suelos, haciendo un estudio com­

ió 
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binado entre el aspecto de los cultivos en lo que se refiere a su estado en ele­

mentos nutritivos y los resultados obtenidos con el método a que se refiere 

este trabajo. 

Es necesario, pues, para tener plenas garantías de éxito, hacer un trabajo 

en el que se apliquen a los suelos cantidades crecientes del elemento en cues­

tión; en este caso, en forma de sulfato magnésico, y observar si los resultados 

obtenidos tienen recíproca correlación con los del método del A s p e r g i l l u s . 

La figura 4 representa la curva patrón que relaciona el contenido en Mg 

de la solución de cultivo y el peso del micelio después de seis días en estu­

fa a 32^ 

255075/00 f50 200 250 300 

Pe he/oh enfre el contenido en M g de h 
so/ución do cu/fiyo y e/ peso del mi ce/h 
despues de se/s dias en estufa a 52"C 

Va/ores med/os 

ïdeMg. 50 ce. sot. 
1 L_ 

8oo 9oo 
_J 

fooo 

Fig. 4. 

En las figuras 5, 6, 7 y 8 se puede observar lavar iac ión del crecimiento 

y esporulqción del micelio con cantidades crecientes de Mg. De esta forma, 

en la figura 5 el contenido por cada 50 c. c. de solución es en Y de Mg cómo 

5igue: de izquierda a derecha, 0,25 y 50. En la figura 6, y por el mismo orden, 

75, 100 y 150. En la figura 7, de derecha a izquierda, 200, 250 y 300. Y, por 

ultimo, en la figura 8, y también de derecha a izquierda, 400, 500 y 600. 

DISCUSIÓN 

El problema fundamental que presenta el método biológico de determina­

ción de suelos por medio del A s p e r g i l l u s n i g e r es, desde luego, el de 

11 
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la purificación de la solución de cultivo/ hasta conseguir dejarla absolutamente-

libre de los respectivos elementos a estudiar. Los métodos utilizados normal­

mente, incluyendo el que emplea resinas cambiadoras de iones y el que utili­

za un fundamento químico, agudizan aún más la complejidad del problemas-

asociándola con la preparación de los medios para trabajos con cultivos puros. 

Si no se lleva un extremo cuidado en la preparación de esta solución, es muy 

posible que en ella se hallen presentes cantidades suficientes de impurezas 

para suministrar lo necesario al A s p e r g i l l u s n i g e r en su crecimiento. 

Así, en el caso del molibdeno, como el hongo puede detectar diferencias de 

0,0001 Y y el límite de sensibilidad de los reactivos químicos es 0,1 Y por 50-

c. c , es problema casi insoluble obtener dicha purificación. 

La extrema sensibilidad del método para la determinación de algunos ele­

mentos minerales en suelos necesita del máximo cuidado en la limpieza, pre­

paración y características de las vasijas de vidrio, que deben ser de la mejor 

cal idad, así como el agua que se emplee, que ha de ser destilada en vidrio, 

siendo obvio que todos los materiales han de manejarse con extremada lim­

pieza y precaución. 

Los límites efectivos en que el método se desenvuelve, dados en Y por 

50 c. c. de solución de cultivo, son: ' 

Mg: 25 a 500. K: 500 a 10.000. P: 500 a 10.000. Fe: 0,1 a 20. Zn: 1 a 10.. 

Mn: 0,01 a 10. Cu: 0,05 a 5; y Mo: 0,0001 a 0,05. 

Hay otros criterios, aparte del peso, que nos dan con alguna aproximación, 

el contenido de los elementos existentes; sin embargo, hay une serie de facto­

res internos que influyen, indudablemente, en estos síntomas. Así, en el caso< 

del Mg, se ha tomado como criterio para juzgar su contenido el aspecto del. 

micelio y la abundancia de esporas en su cubierta. En el caso del Fe y el̂  

Gu, los distintos tonos de color de los mismos. Sin embargo, nosotros no le 

damos excesiva importancia a ello, dado que no hemos podido comprobar 

una correlación y reiteración aceptables. 

Algunos investigadores extranjeros dan, por otro lado, gran importanciai 

al tratamiento previo del suelo y a su esterilización, habiendo podido observar 

nosotros que no existe influencia muy notable en este sentido. Así pues, no se 

nos han presentado contaminaciones en ninguno de los suelos ensayados con fa 

suficiente importancia como para influir en el desarrollo del método dentro dé­

los límites permisibles en el mismo. 

El pH de los suelos influye, como es sabido, de manera notable en la dis­

ponibil idad de los elementos minerales que él contiene. A pesar de la sensible 

periodicidad, que nosotros hemos observado, en la variación de la acidez dé­

la solución de cultivo con el crecimiento del hongo, no se puede utilizar —^y esto^ 

es lamentable— esta magnitud para la determinación del contenido en elemen-

12 



Fig. 5. 

Fis. 6. 



Fig. 7. 

Fig. 8. 
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tos minerales asimilables en el suelo que se estudie, dado que éstos variarán 

en su disponibilidad con el pH inicial del suelo. 

Por las razones dichas anteriormente, es necesario ajustar previamente el 

pH inicial de la solución de cultivo, porque, de esta forma, se capacitará al 

hongo de manera más idónea para la extracción de los elementos de que se 

trate. 

Las desventajas principales que tiene este método son, aparte de la exce­

siva duración de los ensayos, el peligro de que se presenten mutaciones o 

variaciones al hongo y las posibilidades de obtener diferentes resultados: 

1.^, por el uso de diferentes estirpes del microorganismo, y 2P, por la varia­

ción posible del contenido de la solución de cultivo, ya de por sí bastante com­

plicada. En nuestro caso, estos dos inconvenientes se han reducido al mínimo 

al utilizar siempre la misma cepa de A s p e r g i l l u s n i g e r , recibida de 

Long Asthon (Inglaterra) y porque realizamos con el mayor cuidado la prepa­

ración de las soluciones de cultivo. 

A continuación, en la tabla siguiente, damos algunos datos numéricos de 

los resultados obtenidos en cierto número de ensayos de suelos para Mg, reali­

zados por nosotros: 

15 



ENSAYO DE MAGNESIO EN SUELOS 

Num. 

1 
2 
3 

4 
5 
6 

^ 7 
9 
8 

10 
12 
11 

13 
14 
15 

16 
17 
18 

19 
20 
21 

22 
2 3 j 
24 1 

Muestra 

238-IV 

239-V 

240-í 

242-V 

156 

158 

232-11 

235 

pH 

2,55 
2,3 
2,32 

2,3 
2,3 
2,3 

2,5 
2,4 
2,3 

3,7 
3,9 
3,6 

2,4 
2,38 
2,44 

2,45 
2,4 
2,39 

2,4 
2,45 
2,5 

3 
2,9 
3,1 1 

Peso mic. 

0,6448 
0,7009 
0,6793 

0,4794 
0,4576 
0,4087 

0,3830 
0,3566 
0,4036 

0,4043 
0,4410 
0,5844 

0,3129 
0,2979 
0,3021 

0,2983 
0,2365 
0,2876 

0,2551 
0,2278 
0,2361 

0,2830 
0,2971 
0,2883 

Anal. quím. 

10,03 

7,61 

4,42 

0,45 

75 

150 

35 

240 

Anal. biol. 

185 

65 

50 

50 

46 

40 

34 

46 

Observaciones 

Micelio total con bastantes esporas. 
Micelio delgado, bastantes esporas. 
Micelio blanco, zonas esporuladas. 

Manchas blancas, muchas esporas. 
Micelio blanco, bastantes esporas. 
Micelio delgado, pocas esporas. 

Micelio delgado, todo negro. 
Manchas blancas, fondo negro. 
Todo esporulado. 

Micelio blanco, pocas esporas. 
Rodales blancos, fondo negro. 
Cubierta total, áreas blancas. 

Micelio casi cubierto de esporas. 

Micelio total, bastante espeso. 
Micelio total, bastantes esporas. 

Micelio delgado, pocas esporas negras. 
Micelio total, pocas esporas. 
Micelio tenue, pocas esporas. 

Micelio total, todo esporas. 
Cubierta parcial de esporas. 
Cubierta completa de esporas. 

Notas.—El pH fué determinado al cumplirse el tiempo prescrito para el cultivo. El análisis químico de las cuatro primeras muestras (238-IX, 239-Vs,. 
240-1 y 242-V) viene expresado en % en MgO. El de las cuatro últimas (156, 158, 232-11 y 235) viene dado en Kg. de Mg. por hectárea de teixeno. 

El análisis biológico, en y de Mg. por g. de suelo. 
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RESUMEN 

1) Se utilizó la estirpe M de Mulder de A s p e r g i I I u s n i g e r como 

ensayo biológico para la determinación del Mg y otros elementos, resultando 

la respuesta de dicho hongo específica y cuantitativa. 

2) La sensibilidad del método para el caso del Mg se ha comprobado 

varía entre 25 y 500 7. 

3) Se ha utilizado como criterio cuantitativo únicamente el peso del mi­

celio seco, aunque en el caso de las soluciones patrones se ha observado una 

perfecta periodicidad en la variación del pH con el contenido de Mg de las 

soluciones. 

4) Ha sido desarrollado un método para dejar libre de Mg la solución 

de cultivo empleada en los ensayos, totalmente satisfactorio. 

5) No se han encontrado interferencias con otros microorganismos, habien­

do ensayado la necesidad de la esterilización previa de suelos y soluciones. 

6) El ensayo para suelos.dio resultados satisfactorios, aunque no sean con­

cordantes con los análisis químicos de los mismos, si bien los obtenidos ppr el 

método biológico proporcionan una mayor seguridad a la hora de determinar 

los requerimientos de salés minerales de los suelos de cultivo. 

7) Se puede sugerir la utilización, en condiciones análogas, de otro tipo 

de microorganismos, sean hongos o bacterias, y sería interesante emplear al ­

gunas estirpes caracterizadas en suelos españoles. 

SUAAMARY 

In the present paper a study is initiated about the application of the A s ­

p e r g i l l u s n i g e r method to the determination of mineral elements in agri­

cultural soils. Some observations and modifications on the already published 

literature are given. 
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I N F O R M A C I Ó N 

PROFESORES EXTRANJEROS EN LA SOCIEDAD DE MICROBIÓLOGOS 

En el pasado mes de mayo celebró la Sociedad de Microbiólogos Españoles 

una sesión especial, con motivo de la estancia en Madrid de los Profesores 

Olympio da Fonseca, Director del Instituto «Gswaido Cruz», de Río de Janeiro; 

Paul Hauduroy, Director del Instituto de Higiene y Bacteriología de Lausana, y 

Giuseppe Pensó, del Instituto Superior de Sanidad de Roma y Secretario Gene­

ral de la Asociación Internacional de Microbiólogos. 

Primeramente, el Presidente de la Sociedad, Dr. Ruiz Falcó, dirigió un cor­

dial saludo en nombre de la misma a los Profesores citados y propuso fuera.n 

nombrados Socios de Honor los dos primeros, ya que el Profesor Pensó lo era 

con anterioridad, siendo aprobada dicha propuesta. A continuación fueron pre­

sentadas, diversas comunicaciones científicas, con intervención de, además de 

los científicos extranjeros, los españoles Prof. Socios y Dr. Rubio. 

Finalmente, el Prof. Pensó expuso el estado de los trabajos preparatorios 

del próximo Congreso Internacional de Microbiología, que se proyecta celebrar 

el próximo año en Roma, e invitó cordialmente a asistir a dicha Reunión a los 

microbiólogos españoles. 

CURSO EN EL INSTITUTO «FERRAN», DE MICROBIOLOGÍA 

En este Centro se ha celebrado un curso sobre los virus durante los pasados 

meses de frebrero y marzo. Han tomado parte en él: el Jefe de la Sección de 

Virus del Instituto, Dr. don Eduardo Gallardo, y los miembros del Instituto de 

Edafología y Fisiología Vegetal, Drs. don Miguel Rubio y don Román Vicente. 

El Dr. Gallardo desarrolló cinco conferencias, con el tema «Caracteres ge­

nerales de los virus y técnicas para su estudio», iniciadas el 25 de febrero y 

proseguidose en días alternos. El Dr. Rubio pronunció tres conferencias: «Historia, 

sintomatología y transmisión de los virus de las plantas», «Propiedades físicas 

y químicas de los virus de las plantas» e «Ideas sobre la naturaleza de los virus 

de las plantas», en los días 17, 18 y 21 de marzo, respectivamente. 
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Por último, el Dr. Vicente se ocupó de los «Virus bacterianos» los días 24 y 

26 del mismo mes. 

ACTAS DE LA SOCIEDAD 

MADRID 

Acta de la sesión celebrada el día 26 de noviembre de 1951. 

Bajo ja presidencia de don Antonio Ruiz Falcó se abre la sesión, a las veinte 

íioras, en un salón de los locales del Consejo Superior de Investigaciones Cien­

tíficas sitos en Medinaceli, 4. ^ ^ , 

Se aprueba el acta de la sesión anterior. 

El señor Seoane Porrúa lee su trabajo «Optimo de latencia». El Secretaria 

da lectura a la propuesta de ingreso como socios de don Miguel Romero Rodrí­

guez y don Lorenzo Monzón Rivas, Farmacéuticos, de Sevilla, presentados ambos 

por don Miguel Martínez y don Lorenzo Vilas, siendo ' aprobada. 

Y no habiendo más asuntos que tratar, se levanta la sesión a las veinte 

cuarenta y cinco. 

Acta de la sesión celebrada el día 28 de enero de 1952. 

Bajo la presidencia de don Antonio Ruiz Falcó se abre la sesión, a las 

veinte horas, en un salón de los locales del Consejo Superior de investigación 

nes Científicas sitos en Medinaceli, 4. 

Aprobada el acta de la sesión anterior, el señor Vicente Jordána da lec­

tura a una comunicación de los señores Callao y Esteban Velasco ti tulada 

«Estudios sobre la fermentación del esparto. III. La evolución del amoníaco 

en el proceso del enriado del esparto». A continuación,- el señor Cardón lee 

un trabajo, hecho en colaboración con el señor Martínez, con el título «Modi­

ficación del método de Rómon para la valoración de la antitoxina diftérica». 

Y no habiendo más asuntos que tratar, se levanta la sesión a las veintiuna 

horas. 

Acta de la sesión celebrada el día 18 de febrero de 1952. 

Bajo la presidencia de don Antonio Ruiz Falcó se abre la sesión, a las 

veinte quince, en un salón de los locales del Consejo Superior de Investigacio­

nes Científicas sitos en Medinaceli, 4. 

Se aprueba el acta de la sesión anterior. El señor Santamaría lee su tra­

bajo «Empleo de los medios sintéticos de Wickerham en los estudios sobre 

nutrición de los microorganismos», haciendo a continuación el señor Socios 

algunos comentarios sobre el trabajo. 
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El señor Candela expone su comunicación «Determinación del Magnesio y 

otros elementos en suelos, mediante el A s p e r g i l l u s n i g e r . » . El se­

ñor Xandri, primero, y el señor Socios, después, solicitan algunos adoraciones, 

que son contestadas satisfactoriamente por el señor Candela. 

Y no habiendo más asuntos que trotar, se levanto lo sesión o los veintiuna 

treinta. 



B I B L I O G R A F Í A 

Anales de Medicina Pública, Vol. Ill, números 1-4. 1951. Santa Fe. 

Hemos recibido últimamente el volumen III de los Anales de Medicina Públi­

ca, órgano de la Facultad de Higiene y Medicina Preventiva de la Universidad 

Nacional del Litoral de la República Argentina. Este volumen es conmemorativo 

del quinto aniversario de la creación de dicha Facultad, cuya dirección ostenta 

el Dr. Lorenzo A. García, que es asimismo organizador del Centro. 

Del sumario destacaremos, por su especial interés para los microbiólogos, 

tres trabajos: «Problemas de la defensa contra la guerra microbiológica» y «An­

tibióticos. IV. Viomicina», ambos del Dr. ítalo Peragallo; y «Observaciones sobre 

•el empleo del método gasométrico en la evaluación de la actividad antibiótico 

de la estreptomicina sobre E . c o I i » , del Dr. A. Padin de Olmos. 

Forma parte del Cuerpo docente de la Facultad de Higiene y Medicina Pre­

ventiva nuestro compatriota el Dr. Luis E. Nójera, miembro fundador de la So­

ciedad de Microbiólogos Españoles y activo colaborador de esta Revista en su 

fase inicial. El Dr. Nójera, que ocupa las cátedras de Epidemiología y Geogra­

fía Sanitaria, colabora con seis interesantes trabajos de su especialidad en el 

volumen de que nos ocupamos, así como también con numerosas notas críticas 

de libros. 

INDICE DE A R T Í C U L O S DE REVISTAS 

Bajo este epígrafe sé efectúa la publicación sistemática, por orden cronoló­

gico, de los títulos de los trabajos que han aparecido en los últimos años en las 

principales revistas microbiológicas. En este número se recogen los títulos corres­

pondientes a los tomos 74 y 75 (1948) de Annales de l'Institut Pasteur (Biblioteca 

del Instituto de Edafología y Fisiología Vegetal.—I. E.). 

Mediante convenio con el Servicio de Microfilm del Consejo Superior de In­

vestigaciones Científicas, la Sociedad de Microbiólogos Españoles puede facilitar 

o los señores socios reproducciones de los artículos que deseen, para lo cual 

bastará escribir al Secretario de la Sociedad, Serrano, 113, Madr id, precisando 

el número en negrita que encabeza el artículo cuya copia se solicita. 

Los precios y condiciones se detallan al final de esta Sección. 
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Microfilm negativo: cada fotograma (24 X 36 mm.), 1 peseta. 

Microfilm positivo (indicado cuando hay fotograbados): cada fotograma 
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Carpeta «Filmoteca» para diez filmofichas: 2 pesetas. 
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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 sólo 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, localización rápida de las cintas y manejo de lectura, supera con mucho 

a la modalidad en rollo. Se llama «filmoficha» una tira de película de cinco 

fotogramas y medio (en otros sistemas sel^), en que caben diez páginas dei 

libro ordinario (libro abierto, o sea, dos páginas cada foto). El medio fotograma 

que se añade (uno entero en otros sistemas) se destina a «referencia», es decir, 

autor, título y signatura en la filmoteca y en el centro de origen. Las filmofichas, 

para ofrecer tales ventajas, van alojadas en unas carpetas «Filmoteca» espe­

cialmente dispuestas para contener diez de ellas (cien páginas o cincuenta fo­

lios) en lóculos perfectamente adaptados con sus referencias numéricas y espa­

cio preciso para títulos, páginas y toda clase de indicaciones útiles. 
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Fotocopias en papel. 

Formato: 9 X 12 cms.: en mate, 3 ptas.; con bril lo, 3,75 ptas. 

» 1 3 X 18 cms.: en mate, 4 ptas.; con brillo, 5,25 ptas. 

» 18 X 24 cms.: en mote, ó ptas.; con brillo, 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. 


