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FERRAN Y LA INVESTIGACION

FERRAN, EL HOMBRE

Las manifestaciones de la vida de todo hombre en la naturaleza, o seq, el
fendémeno viviente para su sociedad, depende siempre de los factores conteni-
dos' en su genotipo y en su fenotipo. Lo que vemos, el fenémeno del tipe, es
—diriamos— la méscara que envuelve al tipo genuino. Sélo le es dado al hom-
bre ver y tratar de comprender la fenomenologia de la persona; en cuanto a
lo genuino, a lo més intimo de su ser, sélo puede ser objeto de un andlisis siem-
pre temerario, pero, por su misma naturaleza, ferviente.

Esta claro, pues, que al querer explicar la trayectoria de una vida buceemos
en su misma naturaleza. Ferrdn era sobre todo un cardcter apasionado. Hombre
emotivo, despier‘ro y activo, sus sentidos parecian no sufrir embofamiento y es-
taban prontos a captar realidades. A estas peculiaridades se les sumaba una
poderosa imaginacién ordenada y un tesén rayano en la testarudez. Era algo
sofiador, adivino y profeta, y como tal, de su rostro noble surgia una mirada,
un raro fulgor; sus ojos parecian estar organizados, més que para recibir luz,
para proyectar la propia; esto puede apreciarse bien en un retrato que le
hicieron hacia los veinticinco afios. Ciertas personas, cuya mirada es efluvio, tie-
nen en ella algo demoniaco; en otros, es luz creadora, candente y viva; en
todas ellas lo sustantivo es su proyeccién del espiritu del genio. Esta mirada es
patrimonio de los hombres de gran intuicién, que les nace de lo profundo
del ser. '

Ferrdn, en una palabra, era un apasionado con poderosa personalidad de
artista.”

Entre las vidas de los personajes que hicieron historia, me enamoré de la
de aquel hombre que conocemos por Colén, y la tengo como maximo exponente
de la del investigador. Intuitivo maximo, sofiador de irrealidades que se le true-
can en verdades, para luego abatirse en actuaciones prosaicas. Hombre que,
enamorado de la gloria, sabe conquistarla y levantar un tropel de envidias a su
paso. Lo considero como el gran ejemplo del investigador cientifico, en sus glo-
rias y en sus desgracias. _

Cervantes, a modo de un esquizofrénico genial, dividié a la persona normal
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en dos componentes: Don Quijote y Sancho. Asi pudo establecer el diglogo entre
dos tendencias del ser; exageré con mano maestra estas dos facetas que lle-
vamos dentro, formando una unidad orgdnica, 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 estdn apagadas y casi no existen; en
algunos son poderosas, equilibradas o no. Son los contrastes los que dan ener-
Ql’q.

Colén, en muchos momentos, es Don Quijote, y en ofros es Sancho. Me figuro
que Ferrdn —genio investigador— tiene algo de comin con el descubridor de
América, y eso nos puede explicar sU vida, de la cual se podran discutir molti-

ples aspectos —en una amplia concesién—, pero' nadie podrd negar que fué

esto: un gran investigador, fecundo en ideas y en obras. Yo no estoy conforme
con que Ferrdn fuese hombre de ideas y sélo de ideas, sino que plasmé 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 Colén es el
descubridor de América, a pesar de que sélo hollara una minima parte del
vasto continente. A Ferrén, para poderle dar el titulo 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 humanidad enferma», porque estd
para siempre admitido por los cendculos cientificos del mundo civilizado que
fué él.quien, en 1885, por primera vez en la historia de la humanidad, vacuné
en Espafia contra el célera, y esto lo hacia varios meses antes de que el gran
Pasteur se atreviera a otro tanto con la rabia.

En ofro lugar esperamos hacer el estudio de la ciencia descubierta por Fe-
rrén; aquf 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 la sociedad de fin de siglo en Espafia. A

En aquel medio social que fenecia, podia aln subsistir el desdoblamiento
de Don Quijote y Sancho en la investigacién cientifica. El burgués ilustrado, cuya
vida estaba resuelta al comenzar la jornada, gracias a las rentas de su patri-
monio o a una profesién bien remunerada, con pocas horas de trabajo obligado,
podia dedicar, bajo un noble afdn de cultura e ilustracién, el resto del dia a
un trabajo muchas veces arduo y sin resultddos crematisticos. Era posible, pues, -
una ciencia pura y unos hidalgos para cultivaria.

Asi, Ferrdn pudo- ser, segin su época, el Gltimo investigador solitario y es-
forzado, con la minima libertad de una economia precaria, pero adn indepen-
diente, y superando las postrimerias de aquel modo de ser social que moria
y daba paso al presente, con una pasién vocacional para la investigacién.

Nuestro sabio no recibié apoyo de mecenas ni del Estado, y a pesar de
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esto a él se le exigi6 todo sin darle nada; y avn hubo quien le tildé de merca-
chifle.

No es de extrafar, pues, que en el afan de ver la paja en el ojo ajeno,
se le haya inculpado también de no haber creado escuela. Ferrdn no era Pro-
fesor, no tenia ninguna misién encomendcdq y remunerada en la ensefianza.
Siendo sus dificultades econémicas enormes para sus trabajos de investigacién,
icomo podia ademds nuestro hombre alimentar discipulos? En verdad, no re-
cuerdo una persona a quien se le haya exigido una més absoluta negacion de
todo egoismo. En una disciplina costosisima como la Bacteriologia, que el mismo
Caijal tiene que abandonar por demasiacio cara-en aparatos y en sostenimiento
y, en consecuencia, dedicarse a la erer_niﬁco Histologia, Ferrdn se atreve a nadar
contra corriente. Pero adn hay mds, y es que los discipulos son un poco como
las mariposas nocturnas, atraidas ciegamente por la luz que deslumbra, y a
nuestro sabio se le intenté poner una pantalla que mds que tal era un muro
sélido y hermético: el desprestigio. A .

A todo lo expuesto, para dar a entender su personalidad, hqy que afadir
una Ultima pincelada. Su intimo amigo fué don Amalio Gimeno, dos veces Mi-
nistro de ‘la Gobernacién, y —jcosa raral— no se aproveché de tal amistad para
recibir prebendas, cargos, ni condecoraciones. Ferrdn murié sin unos ni otras.

Cuando la Exbosicic’m Internacional .de Barcelona, en 1929, su Majestad
el Rey Don Alfonso Xlll, por deseo espontdneo, quiso conocer al sabio y ren-

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

del afio 85 y os garantizo que no se repetiré. Quiero ser vuestro colaborador
en el terreno de la eficacia. De la ciencia bacteriana nada conozco, pero con-
sidero qué sois uno de los hombres dignos de ayuda y podéis contar con la mia».
Estas palabras fueron pronunciadas el 27 de mayo; el 22 de noviembre, Ferrén
moria. \

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

~gencia, tesén, salud y una personalidad excepcional, por estar predestinados a

aguantar los golpes continuados de la adversidad creada por taimados envi-
diosos.

Ferrén, con su carécter, tiene un gran parecido con Pasteur, pero si com-
paramos —aunque sea someramente— el clima que cred Francia en torno a

‘Pasteur, frente al de Espafia con Ferrdn, bien facil nos serd comprender los

frutos de uno y de oftro.

Hay un libro que todo microbiélogo debiera conocer a fondo, por las ense-
fianzas que, en verdadero acervo, contiene; es «La vie de Pasteur», escrita por
su yerno, Valery-Radot. Mdltiples son las consecuencias que de su lectura pue-

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

que nacia y a sus técnicas. La leccién capital estd en el clima que la sociedad
y el Estado francés de la época imprimieron en torno al sabio. Ambiente que

3
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no sélo no lo tuvo nunca Ferrén, sino que vivié en plena hostilidad, y ello le
obligé como reaccién a encerrarse en una severa introspeccion.

Pasteur, en su ambiente, creé una sociedad restringida de colaboradores y
en ella actué como un pater familice, con autoridad y hasta severidad;
pero, domindndolo todo, habia lazos vivos de afectos y amistad; o sea, que era
una casa acogedora en un clima propicio. Esto no lo pudo hacer Ferran porque
su pobreza le impidié crear su familia cientifica, y el ambiente le recluyé en
una torre de gruesos muros.

No basta -que la humanidad engendre hombres de excepcién si luego la
sociedad no los ha de cobijar y amparar, por una visién mezquina y suicida.

Tan importante para la civilizacién es el nacimiento de hombres singulares
como su amoroso cuidado.

CLIMA E INVESTIGACION

Aparte de la personalidad del investigador, que, como pocas, asienta em
una singular y conspicua vocacién, 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 al-
bergar en su seno a la investigacién cientifica de como lo fué la del siglo XIX.

Hoy el tipo burgués a que antes hemos hecho referencia estd en trance de
desaparecer como especie. El factor econémico ha cambiado radicalmente y
no permite el «ocio fecundo»; todos nos vamos volviendo artesanos de la inves-
tigacién, 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 explicacion.

. 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
prdctica de la investigacién; uno es aquel en que se plantean cuestiones cuya
resolucién es ardua y su fin econémico lejano o imprevisible, de tal modo que,
por lo regular, si éste se presenta un dia, ya no suele ser en provecho de quien
lo' descubrié, ni para los semejantes de su generacién. Otro es aquel cuyas
consecuencias lucrativas acontecen en un préximo mafnana. No tratamos aquf
del profesional de la ciencia, no investigador, que se limita a poner en préctica
lo ya descubierto.

Don Quijote y Sancho van en busca de sendas aventuras; el uno busca la
gloria; el otro, las insulas. Ambos tienen de comin que han de vivir. El coba-
llero es un hidalgo —tiene su patrimonio—; el escudero espera su soldada.

Cuando los hijosdalgos van desapareciendo con los patrimonios, es necesa-
rio a la sociedad que, al menos, no muera su espiritu de aventura; preséntense
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entonces los mecenas, y si éstos. tampoco son hallados, el mecenazgo ha de ser
funcién de Estado. Cuidémonos bien de no establecer el equivoco en torno a-
este término: ser mecenas implica seforio; ser patrén o capataz es ofra cosa.

Para todo investigador es esencial un-cierfo espiritu de artista, y o la som-
bra de un auténtico mecenazgo ain puéden vivir con honor los artesanos; bajo
la esclavitud del patrén sélo es posible un proletariado para una produccion
en serie. En aquel ambiente, el artista obrard como un hidalgo y podré ir en
pos de aventuras. En el ofro, siempre su libertad creadora, atada por el am-
biente y las circunstancias, le hard exclamar como a Sancho, luego de la aven-
tura de los Yangieses: «Sefor, yo soy hombre pacifico, manso sosegado y sé&
disimular cualquier injuria, porque tengo mujer e hijos que sustentar y crior».

El investigador, primero.y siempre, es un artista, y para ser tal, cuando me-
nos, se ha de sentir con la libertad del hidalgo.

En el trance actual de nuestra civilizacién todo esfuerzo tiende a la lucha
entre ser todos hidalgos con libertad o proletarios con esclavitud.
Lo actual humanidad tiene que admitir dos tipos capitales de civiliZacién:
una,- fras el telén; la ofra, ante él. Una, materialista y atea; la otra...
O sea: una, bien definida; otra, compleja y que requiere un andlisis. Esta
Oltima, que llamamos occidental en cuanto a su cultura, contiene un mun-
do de economia préspera, representado por Norteamérica como maximo
exponente, y otro de economia débil, cuya representacién 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 creacién cientifica.
A Europa —donde estamos nosotros metidos—, la vida dura le hace tender al
egoismo, y esto acontece cuando, més que nunca, los adelantos cientificos son
fruto de convivencia en equipo. A pesar de esto, con la ¢ivilizacién actual, la
sociedad humana es mds unidad ecuménica. Es un todo cerrado con tendencias
dispares. Una de éstas queda definida segin la regla capital que le rige: «Es
necesario usar cualquier artimafia, treta, métodos ilegales, evasivas y disimular
la verdad». (Lenin. «Obras completas», vol. XXIV, pég. 122, ed. rusa.) Esta tiene
la caracteristica de encontrarse, numérica y geograficamente, fuertemente unida
y representada. La ofra, 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 mayoria que es una mezcla esforzada y liberal, a la que
hay que reconocer que en gran parte ansfa la verdad, pero se encuentra dentro
de un confusionismo laberintico. Esta mayoria representa cosi la totalidad de
Occidente. Como medio ambiente para la ciencia-y el espiritu, toda esclavitud
determina un grave empobrecimiento y una estéril deshumanizacion.
. Enla sociedad de la mecdnica, fria y técnica discipling, todo se va ordenan-
do como una Sociedad Anénima. 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 cémo es, qué opina, hasta que quiere su jefe o patrén,
porque éste —en el fondo— es un Consejo de Administracién, cuyas respensa-
bilidades y compromisos se reparten segin las circunstancias.

La proteccién paterna que siente el hijo, y que es a la vez responsabilidad
del padre, y se trueca en agradecimiento y veneracién filial; la amistad, que
al unir obliga mutuamente; estos lazos vivos y humanos que deben unir a los
hombres se encuentran sustituidos por una pobre soldada y una fria relacién
burocrética. En este ambiente, prefiado de tdcitas reservas que ~opc|ren’rcln' sa-
gacidad y prudencia, se esteriliza el criterio, la responsabilidad y, sobre todo,
la entusiasta iniciativa.

Y luego, cuando la mdquina no funciona porque ha perecido toda inicia-
tiva, responsabilidad y criterio, estos factores tienen ,que ser sustituidos toman-
do medidas drasticos. Sélo éstas pueden sujetar cada hombre hecho un egoismo;
mas’ estas uniones de acero no son capaces de trabar un conjunto vivo. En el
ambiente del egoismo, la adulacién y el servilismo son sus frutos naturales, que
irdn a ‘fomentar adn mds el despotismo. Entre los frios egoismos enhiestos siem-
pre se encuentra, como de generacién espontdnea, la cauta serpiente que; sin
levantar polvo, sabe contornear todos los obsfécqlos casi sin rozarlos, pero su
mordedura es venenosa. La hipocresia —lentamente— ird cubriéndolo todo.

En este ambiente, la creacién —fruto del espiritu— tiene que tener, a la
larga, una existencia precaria; dentro de un tiempo —tal vez demasiado largo
para esperarlo— irremisiblemente acontecerd la negacién de la muerte.

La Ciencia sélo puede dar frutos ubérrimos de nueva creacién cuando surge
como drbol recio que se yergue por la fuerza del espiritu, y sélo a su amparo
—aunque se disimule— pueden las lianas trepadoras de una pseudociencia
subir, pero siempre pardsitas, capaces del apoyo prestado, aunque fuese de un
tronco muerto. N

Porque la Ciencia es flor delicada del espiritu; del Espiritu de Verdad. Bus-
car con pasién y valentia las manifestaciones de la Verdad. Muchos agnésticos
ignoran que en el fondo su cultura y civilizacién —que no es de un dia— es
cristiana antes y después de Cristo. A , ‘

Sélo el camino estrecho, pero libre, donde reinan lazos célidos y humanos
de amistad y hermandad puede restablecer una unidad concreta espiritual en
la sociedad. En los islotes de civilizacién occidental, donde este espiritu se de-
fiende, los hombres se alientan en su didlogo con Dios en la soledad de la noche
y en el silencio y meditacién de la vigilio; sélo que al despertar al nuevo dia
quedan en su quehacer prendidos en la telarafia de los soberbios y exclusivos
egoismos y cunde el desaliento de todo esfuerzo, al menos en apariencia, vano.

Asi es como al mediar este siglo el hombre dedicado al espiritu 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

6
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a la soledad de la naturaleza y estar en ella en armonia, pronto aprende que
alli su didlogo con Dios no es paz, sino lucha, como la de Jacob y el Angel en
la noche; para titanes. Entonces medimos las fuerzas y humildes retornames a
la vida entre los hombres; comprendemos que la pura realidad es que estamos
‘en plena crisis y la lucha es esforzada, y es cobardia renunciar. Nuestro estan-
darte tiene por lema las palabras del Eclesidstico, IV-30: «Lucha por la verdad
hasta la muerte y el Sefior Dios combatird por ti».

ARTISTA-INVESTIGADOR

Todo investigador tiene su denominador comin. §Cudl es la entrafia que
determina en el cardcter de un hombre su dedicacién a la investigacién? Yo
creo que esta condicién radica en lo-mds profundo del ser. Me atreveria a decir
que no estd en el genotipo ni en el fenotipo; es algo que bucea mas adentro
y que da su impromta a uno y otro. Estd enraizado profundamente; proyecta
su tallo a través de lo genérico y de lo fenoménico. Surge de la misma natura-
leza espiritual del hombre, que es el deseo de ser. 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 Aristételes comienza
su metafisica, diciendo: «todos los hombres tienen, naturalmente, deseo de saber;
tienen apetencia de saber, de sabidurias.

Lo interesante de esta definicién es la apetencia, ‘el hambre "de saber, el in-
tegrarse con la sabiduria. En esta.condicién esencial, jay de aquél que pronto
se hartal; es preciso que a medida que coma sienta més las ganas de comer.
Al comer sabiduria, ésta, mds que de comida, le ha de servir de aperitivo.

Més que la admiracién por las cosas, més 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 investigacién tiende siempre a la distraccién por ensimismamien-
to; le basta su querer, y ésta es su suerte y su desgracia.

. La primera manifestacién del nifio cuando ya sabe balbucear en la lengua
-de sus padres es siempre la pregunta. De la misma manera que continua-
mente estd hambreando por la comida para su cuerpo en plénc integracién, asi
siente también el ansia de conocer. Resulta también aqui ser la verdad la sen-
tencia de JesUs: «si no os muddreis e hiciéreis como nifios, 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 podrd caminar por los senderos de la investigacion.
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Es preceptivo, pues, el preguntar, pero para recibir contestacién es condi-
cién que la pregunta que se formule pueda ser contestada. La pregunta que el
investigador debe hacer a las criaturas, més que el ¢por qué?, debe ser el 4cémo?,
ya que a lo primero pocas veces se nos podrd confestar y si, en cambio, a lo
segundo.

El hombre, investigador cientifico, por su propia personalidad ha de tener
en alto grado ansia de saber el cémo de las cosas. Y en vez de
hartarse con su integracién le han de estimular su apetencia. Apetito que no
s6lo debe mantenerse, sino que superarse “en la cualidad; debe preferir lo que -
nadie tocd ni probé. Esta es la misma entrafia del artista: el que es capaz de
ver y exponer lo que Dios cre6 y ain estd velado para la mayoria de los
hombres. )

Investigador significa, pues, ser hombre-nifio capaz de preguntar a la crea-
cién con avidez selecta por el como de su- ser. o

Nos interesa ver cémo esta premisa se encuentra largamente concedida al
cardcter de Ferrén, y, claro estd, nuestro andlisis no ha de ser en sus pesquisas
cientificas en el campo de la microbiologia, sino antes, cuandg, como el aguila,
va tomando altura, dando vueltas para luego lanzarse en una direccién.

Cuando Ferrdn era un buen estudiante de medicina en los vetustos claustros
del Hospital de la Santa Cruz de Barcelona, salas repletas de miseria bajo
bellas bévedas géticas, es, ademds de aprendiz de medicing, 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. Enfre sus moltiples obras de
aquella época se conservan especialmente dos magnificas esculturas llenas de
gracia y cardcter: son dos terracotas, una de su novia y la otra de su esposa.
Ambas son dignas del titulo de escultor.

El busto de la hermosa muchacha que fué la novia de Ferrdn, de una
belleza singular, recuerda en otro sentido el temperamento de nuestro hom-
bre. La joven murié victima de la fiebre tifoidea. Parece ser que esta muerte
orienté el camino del futuro bacteridlogo; el artista romdntico se prometié o
si mismo luchar sin descanso contra aquella enfermedad infecciosa, y a fe que
lo consiguié. o

Luego, ya Mgdico, no es sélo esto, sino que desde un principio, y antes de
ser bacteriélogo, es algo més. Su descanso y diversién es un tipo de investiga-
cién muy de la época. Sus bidgrafos ya nos dan extensa reseiia sobre ello.

«Incapaz por temperamento de asistir a las tertulios de casino y de café,
y poco inclinado a las diversiones, distrae sus ccios en el estudio de la elec-
trotécnica y en el cultivo de la fotografia, del dibujo y de la pintura, tomando
tal aficién al arte, que, en cierta ocasién, hablando con el notable Astrénomo
don José Landerer, cuyo retrato acababa de terminar, le dijo: «Desengéfiese
usted; he errado la vacacién; yo naci para el arte.»
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«En el campo.de la fotografia—dicen sus biégrafos Ripoll Noble y Gras.
Artero—comienza a actuar como aficionado y muy px:onto no sélo la doming,
sino que en su inteligencia privilegioda 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.»

Aqui podriamos decir que el .artista dejé su arte por la investigacion,
y no es eso. El artista lo es en todo aquello que toca. En su vida serd artista
de la escultura y pinturg, de la fotografia y de la bacteriologia. Es su modo
de ser. '

Sigamos.

Tropezando en la realizacién de las microfotografios con el grave incon--
veniente que causa el grano del vidrio deslustrado para enfocar finos deta-
lles, lo resuelve mediante un dispositivo que hace que el citado vidrio tengar
un movimiento pendular mientras se enfoca.

"En 1879 publica, en colaboracién con I. Pauli, un folleto titulado «La ins-
tantaneidad en Fotografia», en el que detalla el procedimiento de la emulsién
de bromuro de plata con gelatina, «diez veces mds répido que el colodidn
himedo», y asi, con la modesta sencillez del sabio, lanza al mundo un invento
con el que habian de lucrarse muchos.

Ocho afios mds tarde se le ocurre la misma idea a Audra, de Paris, y poco
mas tarde, la casa Young, de Alemania, toma patente para preparar emul-
siones fotogréficas, siguiendo las ideas de Ferrdn. Por ofra parte, la casa
Kodak, de Norteamérica, preparaba su material fotogréfico 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-
mienfo perteneciente ya al dominio publico, y que la casa Young no habia
patentado ningn método original y propio, supuesto que, como se demostra-
ba en el folleto a que anteriormente hemos aludido, a Ferran correspondia,
de un modo indiscutible, la primacia; y el descubrimiento no habia nacido ni
en Alemania ni en los Estados Unidos, sino en las riberas del rio ibero.

Ofro invento suyo es la férmula de emulsién pigmentaria inalterable, que
constituye una de las mds importantes del moderno arte fotogréfico. Es lo
" que en la actualidad se conoce con los nombres de métodos al carbén, a.
6leo, a las tintas grasas, a la fofogliﬁa, etc.

La técnica de estos diversos: procedimientos, descrita en las revistas y libros
del arte fotogrdfico, estd llena de pequefias dificultades que sélo han logrado
vencer los mds hdbiles, no sin haber tenido que atravesar un dificil aprendi-
zaje, motivo que ha dificultado la generalizacién de tales métodos. Ofrecia,
por consiguiente, un interés de primer orden cualquier descubrimiento que,
suprimiendo dichas dificultades, pusiese en manos de todos 1o que seguia siendo
patrimonio exclusivo de los muy hdbiles. ’
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Estas preciadas ventajas las ofrecia el pigmento colojdal ideado por
Ferran. Consistia en una emulsién de materias colorantes en una o varias de
las indicadas substancias coloides. ’

Esta emulsién se conservaba indefinidamente, y extendida sobre un soporte
.de papel, estando previamente sensibilizade por un bicromato alcalino, daba
fotografias de una rara perfeccion.

En colaboracién con Pauli, publica Ferran. en «Crénica Cientifica», varios
trabajos sobre electrotécnica. ,

Entre ellos destacaba el estudio del microteléfono, idea recogida afios mds
tarde por Bonzo.

En 1878, con aparatos construidos por él mismo, realizé una comunicacion
telefénica entre Tarragona y Tortosa (84 kilémetros), la mayor distancia alcan-
zada en aquellos tiempos.

Amigo intimo del Astrénomo y Biélogo valanciano José Joaquin Landerer
y asiduo concurrente al laboratorio y a la biblioteca de éste, encuentra alli
los «Comptes rendus» de la Academia de Ciencias de Parfs, donde Landerer '
publicaba por aquel entonces sus trabajos sobre el planeta Jopiter 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 Pasfeur y le nace la aficién
a los estudios de microbiologia, adivinando desde el primer momento la revo-
lucién que se iniciaba en el campo de las ciencias biolégicas. Con este motivo
usa el microscopio petrografico que Landerer tenia para el estudio de las rocas
y poco tiempo después encarga un modelo Nachet a Parfs para sus estudios
de microbiologia.

Ya Ferrdn estd consagrado a la investigacién experimental de la bacterio-
logia, 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 més rudimentarios».

Después de esto comienzan los tiempos en que Ferrdn va a ser un auténtico
-descubridor en la microbiologia. .

Creemos que con estos datos; y sin dificultad, podemos 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 investigacién, mds que una ciencia, es un arte, y sobre este aspecto
basa las caracteristicas del modo de ensefiar a los aprendices; dice que es
preciso encomendarla a investigadores de larga experiencia personal que por
-encima de lo misma ciencia pongan interés en cultivar el gusto y el estimulo.

Muchas veces se nos ha ocurrido que es una léstima que en las comuni-
caciones  cientificas 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 culminacién del descubrimiento. Esta misma idea encontramos en el

citado autor, quien asegura que lo interesante, para el caso, mds que su con-

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

ha ido elaborando para llegar’ al fin. Para nosotros &s, pues, de sumo inte-

rés el mismo modo de vivir del sabio, su modo de ser, sus virtudes y miserids, '
sus apetencias y desvios, etc.; de aqui el gran valor de las biografias sinceras.

“sobre estos hombres. ‘

Cada artista tiene su estilo propio y yerra, por tanto, quien quiera imponer
moides de investigador a modos de ser distintos. Hay que pedir unas pocas.
virtudes como comdn denominador; luego, dejar que obre la libertad. Es intrin-
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 visién de las.
cosas; no creerd —segin el lenguaje que con mas frecuencia se usa para cali-
ficar lo auténtico—. V

Esta breve y parca pincelada de la personalidad artistica de Ferran puede:
tener como colofén unas letras del Profesor E. Roux, Director que fué del
Instituto Pasteur de Paris, sabio investigador de categoria internacional:

«Recibi las fotografias que me transmitié y sinceramente le digo que son
admirables y muy superiores a todos los retratos que me han hecho Edelfeld
y recientemente Zo. Nunca hubiera creido que la fotografia diese una impre-
sién tal de los caracteres fisondmicos. Comprendo por qué es usted tar cui-
dadoso de la pose y de la iluminacién. jEs usted un gran artistal»

Por todo lo expuesto y cuando los persdncies del drama yacen en el silen-
cio del Universo, no podemos permitir que la ingratitud que “acompaié toda
la vida al sabio le siga en la muerte. Es deber de todo microbitlogo esparol
que se dedica a investigar y hasta de todo investigador en general, conocer
la vida, ideas y obras de Ferrdn, para de ellas sacar magistrales ensefianzas.
Y los que las consideren acertadas, también por deber, deben cultivarlas y por
egoismo amamantarse de ellas porque son de un caudal fecundo, para con
su luz trabajar sin descanso. Espafia, tan yerma de figuras cientificas conoci-
daos, debe orear las auténticas y darlas a conocer al .extranjero; con ello séio:
se hard justicia y Patria. De Ferrdn dijo el Profesor argentino Avelino Gutié-
rrez que «es la figura més interesante en la Bacteriologia, después de Pasteur».

Ferran, hombre-nifioc de gusto exquisito, combatié tenaz hasta su muerte;
y si no pudo crear escuelas y discipulos que le defiendan, Dios se encargard
de que de la lectura de sus escritos surjan éstos espontédneamente, y su ciencia.
sea conocida en Espafia. A la postre serd fecundo.

Arnaldo Socias.

1T
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J. FERRAN vy J. PAULL.—La instantaneidad de la fotografia.

E. GARCIA DEL REAL.—Jaime Ferran. M. Aguilar, editor. Madrid.
JUAN PAULIS.—Ferran. Libreria Catalonia. Barcelona.

‘W. . B. BEVERIDGE.—1951. Teaching the Art of Research. «Research».
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BOTANISCHES INSTITUT DER HESSISCHEN LEHR= UND FORSCHUNGSAN-
STALT FUR WEIN=, OBST= UND GARTENBAU. GEISENHEIM AM RHEIN.
’ (ALEMANIA.)

LA INFLUENCIA DEL ENYESADO SOBRE LA FERMENTACION DE
LOS MOSTOS DE UVA

por
Hugo Schanderl.

El enyescdo es una prdctica muy antigua en la elaborccuon de los vinos
en los paises que bordean el Mediterraneo.

El iniciador de la Enologia espafiola, Prof. Juan Marcilla Arrazola, en su
gran obra «Tratado prdctico de Viticultura y Enologia espafiola», en el to-
mo Il (Enologia), pdgina 87, escribe: «El conocimiento del modo cémo actia
el yeso sobre los mostos durante la fermentacién no es todavia completo, pero
se poseen ideas mds exactas que las que se admitian como probables o como
ciertas hace pocos afios».

Marcilla tiene completa razén cuando indica que nuestros conocnmlentos
acerca de la accion del yeso sobre el vino todavia son incompletos. Hasta
ahora se conocian las reacciones ‘quimicas, pero no las microbiolégicas.

Las reacciones quimicas del yeso sobre el vino se pueden representar por
las siguientes ecuaciones graficas:

) CaSO, 4 2KHC,H,0, —> CaCH,0, + H,CH.0, 4 K.SO,
)  2CaSO, + 2KHC,H,0, — 2CaCH,0, + K.SO, + H,SO,
) H,SO, 4+ 2KHCH,O, — K.SO, -+ 2H,CH,O,

Los tres ecuaciones muestran que con la adicién del yeso reacciona espe-
cialmente el tartrato 4cido de potasio (antes llamado bitartrato de potasio)
del vino. De las tres moléculas de sulfato cdlcico se forman tres moléculas de
4cido tértrico libre y una molécula de écido sulfirico que queda en el vino,
mientras que tres moléculas de tartrato calcico se depositan en forma crista-
lina.

Con estas reacciones aumenta el contenido total de dcido y la concentra-
ci6n .de H libre, lo que, indudablemente, es una mejora para los vinos del
- Mediterrdneo, ya que con frecuencia son pobres en d4cido. El aumento de
H libre, que es determinable ionométricamente, y que se hace patente por
la disminucién de la cifra de pH, actia, en el orden microbiolégico, retra-
sando la evolucion de las bacterias sensibles al écido.
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Fisiolégiccrﬁente, se sabe que los mostos enyesados terminan su fermen-
tacién antes que los no enyesados. Esfo ya fué observado por Andonaud, en
1887 (citado ‘por Sannino: «Tratado de Enologia». Buenos Aires, 1948).

Hasta aqui alcanzaban nuestros conocimientos. Pero que éstos no - bastan,
'y que son necesarias nuevas investigaciones, lo indicé Marcilla con las siguien-
tes palabras: «En todas estas cuestiones existe un amplio campo para ensayos’
e investigaciones de gran importancia teérica y préctica («Enologia, tercera

edicién, pdgina 87). - . ‘ /
‘ En 1904, R. Schander, en Geisenheim, estudié los mostos con y sin adicién
de sulfatos, encontrando, sin dar importancia de cudl fermento se trataba, que
con el sulfato la fermentacién era acelerada (figs. 1y 2).-

Nosotros, en 1951, estudiamos nuevamente la accién del sulfato sobre la-
fermentacién de los mostos, y pudimos comprobar las indicaciones de Schan-
der, obteniendo los mismos resultados con el empleo de MgSO,, K.SO, Na,SO,,
(NH,),SO,, FeSO, o CaSO, (figs. 3 y 4). También pudimos verificar lo dicho
por Schander de que después de afiadir solucién acuosa de acetato de plomo
como indicador de las fermentaciones de Nessler, tan pronto como .aparecia
H,S. se formaba sulfuro de plomo negro. De esta manera se podia fijar el
tiempo y se hacia visible la intensidad de formacién del H,S.

Al mezclar con FeSO,, obtuvimes un depésito gris negré de levadura, que
contenia FeS intracelularmente unido. La ‘aparicion de H.S y sulfuro demuestia
que los sulfatos son reducidos por la levadura.

Nosotfros nos interesamos acerca de si aparecia H,SO, como producto in-
termediario después de que nuestro alumno Slobodan Filipovic (investigaciones
no publicadas todavia) encontré que la levadura de vino reducia fécilmente
el tiosulfato, y que como productos intermediarios se formaban dcido sulfu-
roso y sulfuros. 4

Para nuestros ensayos preparamos fermentos sintéticos con soluciones de
Lindner de la siguiente composiciény:

Un litro de agua comin; 5 g. de fosfato monopotdsico; 5 g. de sulfatc de
amonio; 150 g. de sacarosa y rastros de bios en forma de extracto de leva-
dura. o

Cantidades de 250 c. c. del preparado se introdujeron en matraces de
500 c. c; a cada matraz se afiadié 0,5 g. de un sulfato, y fué esterilizado
sucesivamente, dos veces por vapor. Dos matraces quedaron sin SO,.

Después de la esterllizacién, de cada matraz se extrajo una prueba, en
la que fué examinada iodométricamente la presencia de H.SO,.

‘A continuacién, cada preparado fué sembrado con una solucién de cé-
lulas de la variedad de levaduros Geisenheim 1933.

La fermentacién dlcanzaba su méximo después de dos dias. Al tercero
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y al sexto dia después de la siembra se extrajeron pruebas, en las que de
nuevo fué investigado iodométricamente el H,SO,.
Los resultados obtenidos estén representados en el cuadro ndmero 1.

v

CUADRO 1

. . n
CONSUMO EN C. C. DE SOL. DE YODO ’BZ POR 50 c. C.

Valor inigia] Despue;l’asde tres Despuedsiage seis
Solucién normal de 1 Lind- .
ner ... .. 0,6 4,6 6,5
Solucién normal de 2 Lmd B
ner ... . U 0,6 59 -85
+ 2g (NH) SO /1. 0,6 6,8 11,7
+ 2 g. NaQSOQ/l. 0,7 11,7 16,0
+ 2 g MgSO/L ... ... ... 0,5 70 . 10,1
+ 22 KSO/L ............ 1,1 5,0 6,8
4+ 2g CaSO/L ... ... ... 038 5,5 75 ;
+ 2 g FeSO/I. ... ... ... | 09 - 4.4 ) 8,0 f
i

El experimento representado en el cuadro 1 sélo nos dice que durante la
fermentacién se formaron substancios davidas' de yodo, ya que el consumo
de éste aumentd en todos los matraces. También en los dos mafraces de control
aumentd, ya que, a causa de un error, se les habia puesto solucion de Lind-
ner con sulfato, en vez de solucién sin suifato. ,

El preparado con MgSO, se fraté también segin el método de destilacion
de vapor de agua de Weinmann, para medir el contenido de H,SO, («Revista
de Investigaciones Alimenticias», tomo 87, pégina 49, 1944). Este método per-
mite aislar el dcido sulfuroso de las ofras combinaciones que fija el yodo.
El principio del método de destilacién de Weinmann consiste en que el é4cido
sulfuroso es desalojado al afiadir un dcido mds fuerte (25 por 100 de H,PO,
y vapor de agua). En cuanto a la técnica, es la siguiente: sobre un matraz
de destilacién con 25 c. c. de agua y 15 c. c. de H,PO, dl 25 por 100 se
coloca un embudo regulable con el liquido a examinar. Durante la ebullicién
se deja gotear el liquido 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 continuacién se titula
el H,SO, del destilado en presencia de H,SO, 'y una solucién de almidén con
yodo N/64. 4 "

El método de destilacién del dcido sulfuroso, segin Weinmann, fué creado
para la investigaciéon del SO, en los llamados «Submoste» (zumos dulces, no
fermentados). Al destilar mostos en fermentacién o’fermeﬁtados destilan tom-
bién ofras substancias que se combinan con el yodo; probablemente aldehldo
acético, que se originé en la fermenfccuon alcohdlica.
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~ Por eso también los resultados del método Weinmann en soluciones en fer-
mentacién son mds altos. Por ello, es necesario destilar también los testigos
(sin sulfato) y restar estos resultados de los de la destilacién de las fermenta-
ciones con sulfato afiadido. La diferencia representa las cantidades verdaderas
de dcido sulfuroso producido por la levadura. : '

El' reconocimiento del dcido sulfuroso por el método de Weinmann en
el matraz con MgSO, después de seis dias, dié como
resultado una formacién de 55 mg. de dcido sulfu-
roso por litro. En la investigacién normal, como la hace el quimico
vinicola para el reconocimiento del contenido de SO, en el vino, en presencia
de otfras substancias resistentes al yodo, se obtuvo un valor mucho més alto:
101 mg. de H.SO,/I.

Estos experimentos ya nos dieron el firme testi-
monio de que durante la reduccién de los sulfatos por
las levaduras se desarrolla como producto interme-
diario el H,SO,. )

Mediante nuevos experimentos pudimos verificar el resultado.

En ofra serie de investigaciones, para la levadura, se usé una solucién nu-
tritiva sintética ‘completamente falta de sulfato. Las cantida-
des de sulfato afiadidas lo fueron de tal manera que en- cada matraz hubiera
igual nimero de iones SO,, es decir, 0,8 g./l.

Los resultados iodométricos estén representados en el cuadro 2.

CUADRO 2

n
CONSUMO EN C. C. DE SOL. DE YODO ’_4 POR 50 c. c.

. Dias después de la siembra
Valor inicial 2 - —
, ’ 2 5 13 16 20 58
Testigo ntim. 1 ... ... 09 29 32 3,1 3,1 2,8 1,5
1 Testigo nim. 2 ... .. . 1,2 38 4.4 40 4.0 4,0 19
(NH),SO, ... ... ... 1,0 33 49 4,6 5,2 4,6 2,4
Na,SO, ... ... ... ... 1,2 3,7 - 6,7 6,7 74 6,6 39
KSO, ... ... .. .. 1,3 4.8 9,0 10,1 10,2 10,2 6,1
Mg SO, ... ... ... ... 1,6 5,7 7.8 78 72 6,8 3,0
Ca SO, ... ... ... ... 1,9 5,5 7.4 6,2 6,5 6,5 2,8

Cofo muestra el cuadro 2, el coeficiente de substancias iodadas subié en
los dos testigos durante el mdaximo de la fermentacion.

Los resultados comparados obtenidos por el método de destilacién de Wein-
mann demuestran que las diferencias entre los valores de los ensayos-con sul-
fato y el del testigo nimero 2 representan el coeficiente del dcido sulfuroso.
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P. e., en el experimento con K,.SO, se habian formado 62 mg. de
4cido sulfuroso durante la fermentacién de la leva-
dura.

En una tercera serie de experimentos se investigd la capacidad de dos va-
riedades de levaduras respecto a la reduccién de sulfatos: un representante de
lo especie Saccharomyces y un representante de las llamadas levadu-
ras apiculadas de la especie Kloeckeraspora Niehaus.

CUADRO 3
n
CONSUMO EN C. C. DE SOL. DE YODO —— POR 50 c. c.

a) Saccharomyces.

Valor Dias después de la siembra.

inicial _rghk B 7 ] _];1— _:[8— 68
Testigo sin SO, ... ... ... ... .| 02 2,2 10 3,3 0,7 0,4
K,SO, v oo e | 03 | 34 | 60 | 56 | 69 | 20
MgSO, ... ... oo 0,3 3,0 5,2 3.7 2,6 —_
Na,SO. wo e e e | 03 | 27 | 55 | 50 63 | 27
(NH),SO, . oo i il 03 | 33 | 64 | 58 | 58 | 53

b) Levadura apiculada.

Testigo sin SO, ... ... .. .. ..| 02 | 02 | 03 ( 03 14 | 23
K.SO, v oo v e e e e | 02 0.2 0.3 36 | 22 2,0
MgSO, oo v et e e e e | 03 0.3 03 22 5.9 48
NaSO, vo v oo e e e | 03 | 03 | 03 | 04 | 47 41
(NH,).SO, ... oo v e e | 03 | 03 03 | 05 | 07 50

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 H,SO,. Sélo que las levaduras apiculadas fermentan mds débilmente, y por
ello la produccién de H.S y la presencia de H,SO, es mucho mas lenta que
con las levaduras de la especie Saccharomyces. De las diferencias
entre el consumo de yodo del testigo y el del experimento con sulfato, dedu-
cimos que durante la fermentacién se forma hasta 36 mg./I. de H,SO,.

Como final se realizé una cuarta serie de experimentos con mosto de uva
al natural, que contenia alrededor de un 10 por 100 de azicar.

Se afadieron tres sulfatos diferentes y una levadura cultivada de vino
(raza Blankenhornsberg). La cantidad de dcido sulfuroso se  inves-
tigé por el método de destilacién de vapor de agua de Weinmann. Por lo
tanto, en el cuadro 4 representamos los valores de ,H,SO, directamente en mg./.
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CUADRO 4
mc. pE H,SO, POR LITRO
Valor inicial Dur.alrnte la fermenta-|Al final de_ ’la fer-
cién tumultuosa mentacién
2 g./l. MgSO, ... ... ... 4 11 11
2 g./1. MgSO, ... ... ... 5 14 13
2 g /1. K.SO, 5 14 ‘ 10
2 g /1. K.SO, 5 15 i 13
2 g./1. CaSO, 4 20 | 12
2 g/l CaSO, 5 16 ! 18

Si se resta el valor inicial durante la fermentaciéon se forman 16 mg. de
H,SO,. Si se hubiese usado un mosto con mdés azlcar, los valores del H,SO,
habrian sido también més altos. »

La formacién del H,SO, como producto intermedio durante la reduccién
de los sulfatos por las levaduras del vino esté comprobada tanto cualitativa
como cuantitativamente en estos experimentos. H,S0, es un producto de re-
duccién. Por tanto, durante la fermentacién, los sulfatos consumidos por la
levadura son reducidos, y como producto intermedio se forma H.SO,; éste
tiene que hacerse presente en el valor rH durante la medicién redox.

Para este objeto se afiadieron’ a sendos mostos de uva dos gramos de
K.SO,, Na,SO, y levadura cultivada. De cuando en cuando con el ionémetro

rH
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Figura 5—Grdfico de la marcha de las cifras TH en mostos de uva en fermentacién con

y sin sulfatos.

de Lautenschlager (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
contenian SO, fueron mucho mds reductores que el mosto sin adicién de
sulfato.
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Con esto, gracias al estudio del potencial reduc-
tor, queda demostrado que durante la fermentacién
de mostos de uva sulfatados se forma una substancia
de alto valor reductor; dicha substancia es el H,SO, en estado
naciente.

DISCUSION DE LOS RESULTADOS Y APLICACIONES PRACTICAS

El uso de enyesar los orujos desde tiempos antiguos en los paises vinicolas
del Mediterrdneo lo comprendemos ahora.

Los vitivinicultores, antiguamente, sin saberlo, emplearon la fuerza reduc-
tora de la levadura, obteniendo asi el H.SO, 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 accién del yeso
sobre la fermentacion y el desarrollo de los vinos.

Marcilla, en su «Enologia», subrayé las siguientes ventajas del enyesado:

1) Hacer mas dificiles y completas las fermentaciones de los mostos muy
dulces y poco dcidos, en los que se descuidé o se prescindié de la sulfitacién .
(véase capftulo VII, adicién de gas sulfuroso) y de la correccién de acidez.

2) Procurar para los vinos tintos un calor muy intenso y estable y para
los blancos una mayor brillantez. ’ '

3) Lograr que los vinos nuevos se «despojen» y se aclaren més rapida-
mente. .

4) Hacer posible la conservacién de los vinos, contribuyendo a prevenir
su alteracién, en los casos de elaboraciones defectuosas.

Estas cuatro ventajas del enyesado no pueden ser ocasionadas sélo por
la formacién de d4cido en el vino y por el aumento de iones H. Las ventajas
que subraya Marcilla tienen por causa principal “la aparicién de H.SO, en
estado naciente. _

Si los vinos tintos obtienen un color més intenso y los blancos una mayer
brillantez, la causa es la mayor fuerza reductora de los vinos por el H.SO.,.

Si la levadura durante la fermentacién disminuye el valor rH de los mos-
tos o vinos por la formacién de iones SO, o SO, se pone en peligro el des-
arrollo de los microbios aerobios, especialmente de las bacterias acéticds,
cuya accién es perjudicada. La consecuencia es una mejor evolucién de los
vinos. En paises c;ﬁlidos, y en la preparacién del vino tinto especialmente, las
bacterias acéticas son poco deseables, por ser enemigos peligrosos de la le-
vadura.

Los trabajos de mi alumno Filipovic (en prensa) demuestran que la leva-
dura es capaz de reducir también los tiosulfatos, bisulfitos, sulfitos y selenitos.

10
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En la reduccién del tiosulfato también se forma como producto interme-
diario el acido sulfuroso. :

Por. tanto, la fuerza reductora de la levadura es mucho més potente que
lo que antes se suponia.

RESUMEN

1) Se demuestra que la levadura del vino es capaz de reducir los sul-
fatos afadidos, dando como producto intermedio iones SO;, y como producto
final H.S y sulfitos.

2) Los productos intermedios de la reduccién de los sulfatos, iones SO,
han sido confirmados cuali y cuantitativamente.

3) Los resultados obtenidos muestran claramente la accién del enyesado
durante la elaboracién del vino, accién ya conocida desde tiempos remotos
en los paises del Mediterraneo.
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INSTITUTO 1. B. Y. S.
SERVICIO DE ANTIGENOS

OPTIMO DE LATENCIA (%)

APORTACION AL ESTUDIO DE LA TOXICOGENESIS DIFTERICA

por
J. Seoane Porria.

En una nota publicada recientemente (1) aludiomos a las frecuentes y am-
plias oscilaciones que se observan en el titulo de los diferentes lotes de toxina:
diftérica obtenidos en el medio de Loiseau y Philipp (2); fijabamos la técnica
seguida por nosotros en la preparacién de este medio; ddbamos un promedio de
los resultados obtenidos en las determinaciones fisicas y quimicas efectuadas.
sistemdticamente en un grupo de lotes; comentdbamos la influencia de las alte-
raciones cuantitativas de sus principales componentes; ddbamos cuenta de la
existencia de un factor, independiente del medio de cultivo, al que denomind-
bamos «éptimo de latencia», que influia sobre la produccién toxico-
génica del Corynebacterium diptherice, y anotdbamos los valores.
alcanzados en las toxinas obtenidas desde el conocimiento de la existencia de
este factor.

Séanos permitido prescindir aqui, en lo posible, de la primera parte de
nuestro trabajo; en primer lugar, porque ya hemos descrito minuciosamente o
técnica a seguir en la preparacién del medio de cultivo, sefialando 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 ofros medios de produccién para la toxicogénesis diftérica.

Vamos, pues, a exponer nuevamente los resultados de nuestras observaciones.
sobre el tema concreto a que se refiere el titulo de esta Comunicacién, ampliando:
datos y conceptos con nuevas aportaciones experimentales.

METODOS EXPERIMENTALES

En la publicacién citada (1) definiomos-el término «periodo de latencia»
como el tiempo que ‘media entre el final de la incubacién de un pase de unar
estirpe toxigena de C. diphtherice y lo fecha en que se verifica la
siembra de enriquecimiento, a partir de la cual, previa incubacién de veinte-

(*) Trabajo presentado en la sesién celebrada en Madrid por la Sociedad de Micro-
bidlogos Espafnoles el dia 26 de noviembre de 1951.
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‘veinticuatro horas, a 34° C., sembramos el lote de produccién (*). Durante este
periodo, en que la cepa de C. diptherice (**) se conserva en hipoxi-
biosis, en la oscuridad, a 20-22° C., segin el proceder descrito por Philipp (3),
s de suponer que las funciones propias del metabolismo bacteriano continden,
-si bien durante este estado de semilatencia se reduzcan al imprescindible recam-
bio nutricio que asegure la vitalidad del germen. Cabia esperar, por lo tanto,
-que durante un perfodo de tiempo prudencial en este estado de semilatencia,
no estando influida por causas externas que alterasen su restringido metabo-
lismo, una cepa de C. diphtherice. no acusaria variacién sensible en su
capacidad toxicogénica.

Sin embargo, hemos podido comprobar que la realidad es muy distinta, y
«al sembrar fracciones de un lote Gnico con pases de diferente antigiedad (es
decir, con pases de’ diferente periodo de latencia) de la ‘misma estirpe de
C. diphtherice, los titulos de las toxinos obtenidas, valoradas por flocu-
lacién, diferian ampliamente de unas fracciones a ofras. Esto nos demostraba
«que en las anomalios observadas jugaba un papel esencial el estado de con-
servaciéon de la cepa.

El estudio estadistico de los datos correspondientes a lotes de toxina dif-
térica obtenidos con anterioridad a este trabajo, parecian demostrar también
que los valdres mas altos en el poder floculante correspondion a aquellos que
habian sido sembrados con cepas de una antigiedad determinada y que este
factor era visiblemente constante.

El resultado de nuestras experiencias para fijar la situacién de los puntos
correspondientes al maximo poder toxigeno de una cepa en funcién del periodo
de latencia (fig. 1), nos ha llevado a la conclusién de que el poder floculante
de las toxinas obtenidas a partir de fracciones de un lote Unico, sembradas
con pases cuyo periodo de latencia es cero (es decir, sembradas inmediata-
mente después de una incubacién de veinte horas, a 34° C.), nos dan un
valor minimo que puede oscilar entre 20-24 Lf. A partir de este punto, la curva
representativa de estos valores crece, bastante regularmente, hasta alcanzar
un méximo que corresponde a toxinas cuya siembra se verificé con pases de
un periodo de latencia de ocho-diez dias. En este punto, al que denominamos
«6ptimo de latencia», obtenemos toxinas que titulan bastante regularmente
60-70 Lf, alcanzando en olgunps casos valores superiores a 100 Lf. A partir
de este méximo la curva va decreciendo para volver a aumentar y alcanzar
un segundo maximo, comparable en algunos casos al obtenido en el primer
ascenso, hacia los veinticinco dias de latencia. _

Conforme aumenta el periodo de latencia las curvas obtenidas sufren alter-
nativamente altas y bajas de poca intensidad, aunque algunas veces se pone de.

(*) Modificacién de Loiseau y Philipp (2) al medio de Martin.
(**)  Park Williams, ntimero 8 (Valls). :
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Figura I.—Grdfica representativa de los valores Lf de una toxina en funcién del “pe-

riodo de latencia” del pase sembrado.—Estos valores han sido obtenidos simulténeamente-

en fracciones de un lote tinico . del medio de cultivo de produccion, siendo también el
mismo el medio de conservacién de la estirpe en las diez primeras siembras.

manifiesto un tercer aumento, claramente definido, hacia los cuarenta y tres
dias. Generalmente, mdximos y minimos van distanciGndose progresivamente, y
acercdndose 'y decreciendo sus valores limites.

Para evitar los errores motivados por los desplazamientos del «éptimo de-
latencia». y conseguir toxinas de valor constante y elevado, hemos pen-
sado liofilizar una serie de pases de periodo de latencia comprendido entre
ocho y diez dias, y reservar el producto de liofilizacién' correspondiente al pase
en condiciones éptimas, sefialado por lotes testigo. ,

Dada la circunstancia de que la capa de aceite de parafina dificulta la
operacién, hemos procedido a la liofilizacién de los velos correspondientes a-
las siembras de enriquecimento en el medio de, Loiseau y Philipp, sin adicién
de azlcares ni' de acetato sédico, envasados en ampollas al efecto.

Las ampollas reservadas correspondion a un pase que produjo un lote
de toxina que titulé 62 Lf. Estas ampollas fueron conservadas o 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-
cacién. Las toxinas obtenidas titularon, respectivamente, 60 y 66 Lf.
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Figura 1l.—Dispositivo para la determinacién en serie del potencial Redox de cultivos

en hipoxibiosis: a) -Vaso de electrodos.—b) Embudo pare la adicién del cultivo y lavado

de electrodos.—c) Llave de vaciado.—d) Puente de solucién saturada de KCI, en gelosa

.al 2 por 100.—e) Electrodo de calomelanos—1) Electrodo de platino brillante—g) Elec-
trodo de platino dorado.—h) Electrodo de antimonio.
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Aunque parece ser que el periodo éptimo de latencia se conserva por
liofilizociép, acogemos estas datos con. la correspondiente reserva, dado el
corto nimero de pruebas efectuadas hasta la fecha.

Al considerar que un estudio sistemdtico de los potenciales eléctricos podria
ayudarnos a desentrafiar la etiologia de este fenémeno, hemos efectuado una
serie de determinaciones del potencial Redox del medio ‘de cultivo a partir
de su inoculacién.

Estas determinaciones potenciométricas, siguiendo a Hewitt (4), han sido
efectuadas directamente en el medio de cultivo tal como se encuentra, limi-
téndonos a hacer las lecturas en igualdad de condiciones (fig. I1).

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 representacién - gréfica del E, en funcién
del pH es prdacticamente constante cuando estos valores caen dentro de los
limites en que obra el C. diphtherice (es decir, dentro de su zona
fisiolégica). .

Hemos empleado como referencia el electrodo de calomelanos (en solucion
saturada de KCI), y como electrodos inertes los de platino brillante y platino
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Figura I11.—Gréfica representativa de las oscilaciones del potencial de oxidacién-reduc-
cion (tH) del medio de conservacion de la estirpe en funcién del “periodo de latencia” —
Ha sido empleado el mismo medio en la determinacién 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 simulténeas del pH hemos utilizado como electrodo
de medida el de antimonic electrolitico.

Dada la circunstancia de que la capa de aceite de parafina protege al
sistema de su contacto con el aire, la influencia perjudicial del oxigeno afmos-
férico es practicamente nula en estas determinaciones.

Las lecturas han sido hechas a 20° C.

La curva representativa’ de los valores rH (*) encontrados, -en funcién del
periodo 'de latencia (fig. Ill), sefiala un brusco descenso del potencial del medio
de cultivo que se inicia durante el periodo de incubacién e implica una intensa
actividad ‘del metabolismo bacteriano. Su méxima accién reductora coincide
con el «periodo 6ptimo de latencia». A partir de este punto, el potencial
oscila en sus valores limites hasta una-relativa estabilizacién, que suele ocurrir
alrededor de los tres meses y qie se mantiene aln después de cinco afios,
aprecidndose tan sélo una ligera tendencia a la oxidacién.

Los limites de caida del potencial Redox coinciden visiblemente con los va-
lores maximos en la capacidad toxicogénica de la cepa, sefialados anterior-
mente y las curvas representativas de ambas funciones (figs. | y IlI) pueden
considerarse précticamente simétricas.

CONSIDERACIONES -

El «perfodo éptimo de latencia» ‘varia, como hemos dicho, entre los ocho
y diez dias, y aon, en algunos casos, hemos tenido la ocasién de -comprobar
desplazamientos mds amplios. Estos desplazamientos son ocasionados por fac-
tores no sélo externos, y por lo tanto faciles de controlar, sino también internos,
dependientes del medio de cultivo. Unos y ofros estdn intimamente relacionados,
_por lo que esta divisién no tiene ofro objeto que facilitar la exposicion.

Entre las causas externas, de indudable efecto en el desplazamiento del
periodo éptimo de latencia, figuron frecuentemente las siguientes:

a) Oscilaciones de la temperatura.

b) Accién de la luz.

c) Alteracién del reposo.

d) Aireacién.

Las oscilaciones de la temperatura, aun dentro de estrechos limites, y lo
—_ : O Ej, +0058 pH’

(*) Este valor, a 20° C., viene dado por la expresion t+H = ——m—————

0,029
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accién de la luz, tienen gran interés por sus efectos catalizadores o inhibidores
en determinados procesos del metabolismo bacteriano.

-La alteracién 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 indicdbamos, son fécilmente controlables, pero hemos tenido ocasién
de comprobar su accién en algunos casos.

Un factor sumamente importante lo constituye la aireacién del medio de
cultivo antes de la siembra. Walker (5) y Gladstone y colaboradores (6) llegan
a lo conclusién de que el CO, es necesario en muchos casos para la iniciacién
del crecimiento bacteriano. Nosotros hemos tenido la ocasién de comprobar que
en los lotes de medio de cultivo recién esterilizados, y por lo tdnto prdctica-
‘mente exentos de O, y CO, disueltos, se retarda considerablemente la forma-
«cién del velo o éste no llega a formarse. Conforme al método preconizado
por varios autores, después de la esterilizaciéon abandonamos el medio a tem-
peratura ambiente durante algunos dias; durante este tiempo hemos tenido la
ocasién de comprobar variaciones en los potenciales eléctricos, que se esta-
bilizan * practicamente al cabo de cuatro-cinco dias, pasados los cuales utili-
zamos el medio. ‘

" Las causas internas dependientes del medio de cultivo, de mayor interés
que las anteriores y dificilmente controlables, podemos dividirlas como sigue:

e) Quimicas.

f) Fisicas. ‘

Unas y otras van intimamente ligadas a la naturaleza del medio. Adn en
el caso mejor estudiado por nosotros, y sobre el que se basan la mayoria de
nuestros ensayos (es decir, en el caso concreto del medio de Loiseau y Philipp),
es indudable que no pueden obtenerse dos lotes de composicién 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 liofiliza-
cion. Los valores obtenides en las dos fracciones de prueba (60 y 66 Lf) difie-
ren algo del poder floculante del lote testigo (62 Lf) e incluso en uno de los
casos ha sido mds elevado. Teniendo en cuenta que los lotes correspondientes
a estas fracciones de prueba dieron valores mds bajos (46 y 52 Lf), sembrados
con un pase (sin liofilizar) de ocho dias de latencia, deducimos que la compo-
sicién quimica cuantitativa y las propiedades fisicas del medio de cultivo de
produccién ejercen una indudable influencia en los valores absolutos alcan-
zados, independientemente del 6ptimo de latencia. ‘

Es de suponer que estos fattores, cuando afectan al medio de conservacion
de la estirpe, tengan también influencia en el desplazamiento del 6ptimo de

7
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latencia, probablemente. retardando o favoreciendo la fase logaritmica de cre-
cimiento.

El aumento de la proporcién de gérmenes Gram negativos, que va seguida
de irregularidades morfolégicas, con predominio de formas cocoides, mazudas,
ramificadas o anormalmente ldrgas, y que se traduce en una disminucién de
su poder toxicogénico, puede tener el mismo origen.

Estas anomalios van precedidas frecuentemente de retardo en su creci-
miento y se consigue fécilmente su regresién a formas tipicas al cambiar el
Jote del medio de cultivo, lo que también prueba su influencia sobre la cepa.

Por ofra. parte, asistimos frecuentemente a mutaciones espontdneas que se
traducen en una tendencia de las colonias S a pasar a la fase R. Esta tendencia
se pone de manifiesto por la aparicién de un porcentaje, mayor o menor, de
colonias en fase S-R cuando se disemina en placa. El origen de esia variacién
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-
minaciones del potencial Redox cuando se efectGan en sistemas bioldgicos, y
en especial en cultivos bacterianos, en que varfa constantemente no sélo el
potencial Redox. sino también el pH, la composicién quimica, el némero y ca-
racteristicas de los gérmenes (que se modifican al cambiar sus condiciones de
vida) y ofros.

Ademds, debemos tener en cuenta que los sistemas en los que entran en
sy composicién extractos de érganos, cisteina, carbohidratos, etc., suelen ser
sistemas_ irreversibles, en los que el potencial no se condiciona por la propor-
<ién entre las formas oxidadas y reducidas, sino que depende casi exclusiva-
mente de la concentracién de la forma reducida. Un potencial de este tipo
sélo puede utilizarse, por lo tanto, como medida aproximada de la capacidad
reductora del sistema, sin significacién termodindmica, por lo que no tiene
nada que ver con la energia libre (Michaelis y Rona, 13).

Por ofra parte, la presencia de oxigeno molecular ejerce en los electrodos
de metal una influencia propia y ademds 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, indifectamente,
del germen. ' ’

Es indudable que estos hechos sugieren numerosos ensayos relacionados
con las fases de germinacién, los fenémenos de ‘intermitencia en la fase loga-
ritmica descritos por Rogers y Greenbank (14) e Hirsch (15), la influencia de

8
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la temperatura, algunas de las modificaciones quimicas del substrato, y otras
muchas, asi como la posibilidad de su aplicacién a otros gérmenes productores
de toxina. Algunos de estos ensayos los tenemos actualmente en vias de expe-
rimentacién. 5 .

RESUMEN Y CONCLUSIONES

) E! poder floculante de una toxina diftérica estd condicionado por un
estado peculiar que adquiere la cepa sembrada durante su estado de laten-
cia y que parece conservarse por liofilizacién.

I) Las determinaciones potenciométricas verificadas en pases de diferente
antigiedad de una estirpe de C. diphtherice sefialan valores -distintos
del potencial Redox del medio de cultivo. Los valores minimos coinciden con
un aumento de la capacidad toxicogénica del germen.

[l) La mdaxima caida del potenciol Redox se corresponde, en todos los
«casos, con el «4ptimo de latencia» para la produccién toxicogénica.

Para la estirpe de C. diphtherice, Park Williams, nim. 8 (Valls),
conservada en la oscuridad, a 20° C., en hipoxibiosis, en el medio de Loiseau
y Philipp, sin adicién de azlcares ni de acetato ‘sédico, este limite de -caida del
potencial Redox suele ocurrir entre los ocho y diez dias de latencic.

Reconocimiento.

A los Drs. Ruiz Falcd, Cordén, M. Marzal, Otegui y Pascual Terrats, por
sus orientaciones, facilidades y desinteresada colaboracién.

SUMMARY

[) 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. v

l) The potentiometric valuations on cultures of various agesof a C. diph-
therice 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. : '

) The maximum declination of Redox potential is coincident, in every
case, with the «optimal latence» for the toxigenic production.

For the C. diphterios strain Park Williams no. 8 (Valls) 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-
tion is apt occur between the 8th and 10th day of latence.
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ESTUDIOS SOBRE LA FERMENTACION DEL ESPARTO

Hl. LA EVOLUCION 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 experimentalmente, en el laboratorio, la flora aerobia que concu-
rre en el proceso del enriamiento del esparto.

Prosiguiendo nuestros estudios, como alli ya indicamos, nos hemos dirigido
a realizar observaciones en balsas donde se realiza industrialmente la fermen-
tacién por una firma comercial de Granada, a fin de comprobar los resultados
experimentales y de conocer las peculiaridades biolégicas y bioquimicas que
concurren en el proceso de preparacion de esta fibra fextil. Nuestras observa-
ciones, que serdn objeto de una préxima publicacién (2), han logrado poner
de manifiesto que, fundamentalmente, la flora aerobia en las balsas no sufre
variacién en relacién con las caracteristicas bioquimicas 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 Clostridium del tipo del Cl. butyricum.

En esta publicacién vamos a dar cuenta de los resultados alcanzados en
relacion con la produccién de amoniaco observada durante el proceso fermen-
- tativo.

MATERIAL Y METODOS

Se ha utilizado el agua de las balsas de «Espartera, S. A.», entidad indus-
trial que lleva a cabo el proceso de enriomiento del esparto, el cual utiliza
para la preparacién de fibra destinada a la fabricacién de cordeleria y ense-
res de esta planta, en la vega granadina, a unos dos kilémetros de la capital.
Las tomas de las nuestras se llevaron a cabo utilizando largas pipetas que se

(*) Trabajo presentado en la sesién celebrada en Madrid por la Sociedad de Micro+
bidlogos Espafioles el dia 28 de enero de 1952.
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sumergian en el interior de la balsa, y el agua se transporté al laboratorio en:
matraces estériles y limpios quimicamente, con objeto de llevar a cabo su and-
lisis lo mdas répidamente posible, con un tiempo mdximo de media hora entre
el momento de la toma y el de dar comienzo a las preparaciones analiticas.

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 a 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 fibra vegetal, y se tienen asi durante
un espacio 'de tiempo que varia,-sin que haya ofra razén aparente que la tem-
peratura, entre los trece y los diecisiete dias (a veces los tienen menos de trece
dias). En este momento, determinado Unicamente por la experiencia prdctica
de los operadores, se vacia totalmente el agua de las balsas, llendndolas de
nuevo con agua limpia y dejdndolo estar asi hasta que se juzgue, también
empiricamente, que ha terminado el proceso, durante unos ocho a doce dias”
mas. El tiempo total del enriado en esta fdbrica oscila entre dieciocho a treinta
dias, aproximadamente.

Las aguas extraidas diariamente se analizaron en relacién con su aspecto
macroscdpico, reaccién y determinacién del amoniaco disuelto en ellas, asf
como se hicieron experiencias paralelas en la fibra antes y después de haber
sido sometida al enriado (en uno de los lotes solamente) para determinar su
contenido en nitrégeno. .

La presencia del amoniaco en las aguas se comprobd por el reactivo de
Nessler, asi 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 HCL.

La valoracion del amoniaco en las mismas se realizé por destilacién, deter-
 mindndose separadamente el amoniaco libre y el combinado. La suma nos dao
a conocer el total. ‘

La técnica de valoracién fué como sigue: se parte de 50 ml. 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 minimo las pérdidas de amoniaco que podrian existir al ser arras-
trado por el vapor producido en la ebullicién. Este refrigerante termina en
un tubo acodado cuyo .extremo final, libre y afilado, se introduce en un matra-
cito que contiene 10 ml. de solucién de H,SO, N/10. Se calienta el Erlenmeyer,
al 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 sulfirico se escape
amonfaco, y después se eleva mds la temperatura hasta la ebullicién, con-
tinuando la destilacién hasta que haya destilado un volumen aproximadamente
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igual a la mitad del que al principio pusimos. Pasado este tiempo se enfria al
chorro de la fuente en matraz de destilacién, se completa con agua hasta el
volumen primitivo, con objeto de que en la operacién siguiente, al afadir la
sosa no actle sobre un residuo orgdnico excesivo, provocando su descompo-
sicién, 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 ml. de H.SO, N/10. Se valora el ‘4cido sulforico en
ambos matraces con OHNa N/10, representando los resultados de la primera
valoracién el amoniaco libre, y los de la segunda el combinado. Los resulta-
dos se dan en miligramos de amoniaco por litro. Las temperaturas nos han sido
amablemente proporcionadas por el Observatorio Astronémico de la Cartuja
de Granada, situado a una altura y a una distancia aproximadamente de la
ciudad en relacién con la fébrica del esparto.

RESULTADOS

Las aguas son turbias desde el primer dia del enriado, debiéndose tal pro-
piedad a las materias que lleva el esparto consigo y que se extraen con su
maceracién, asi 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 fermentacién en las balsas transcurre de yn modo muy pare-
cido al que ya hemos descrito en las experiencias del laboratorio, acompafiada
de un olor desagradable y sui generis, que aumenta a medida que trans-
curre el tiempo y va acompafiado de un abundante desprendimiento de gases,
que forman espuma, la que se interfiere con la pelicula bacteriona y proto-
zoaria que se produce en la superficie de las balsas en funcionamiento y que
es de un tono negruzco acentuado.

Lo reaccién al papel de tornasol es primeramente écida, correspondiendo
a un pH aproximado entre 5,5y 6,0 (las medidas potenciométricas seran dis-
cutidas en ofra publicacién), para hacerse después ligeramente dcida o neutra
y con un final de alcalinidad franca. La acidez al tornasol se presenta siempre
en los primeros.dias francamente. )

En uno de los lotes enriados fué determinada la cifra de N total por el
método de Kjeldhal, resultando en el esparto crudo de 0,42 por 100 y descen-
diendo en el cocido a 0,28 por 100.

Las cantidades de amoniaco libre 'y combinado observadas en la fermen-
tacién de las balsas sometidas a nuestro estudio se ponen de manifiesto en las
grdficas. que se adjuntan. ‘
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En la gréfica nimero 1, correspondiente a la balsa que comenzé el 20 de
marzo de 1951 y terminé el 6 de abril (temperaturas medias: minima, de 9,5°,
y maxima, de 16,7° en este periodo), se observa que el amoniaco combinado
asciende gradualmente hasta alcanzar una cifra méxima de 88,5 mg. por

g
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litro, el dia 29 de marzo. En el dia 30, y correspondiendo con el cambio de
agua de la balsa, baja bruscamente la cifra a 3,4 mg. y comienza a aparecer
amoniaco libre, que antes no se habia observdo. El amoniaco 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 asi hasta el final
del mismo, con una cifra de 78,3 mg. por 1.000, mientras que el amoniaco
libre primero aumenta y luego permanece ligeramente estable, con tendencia
a la disminucién.

En la balsa comenzada el dia 14 de abril del mismo afio (grafica nom. 2)
y terminada el 6 de mayo (temperaturas medias: minima, 9,4°, y maxima, 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 amoniaco libre y combinado, hos‘rcl
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que, por fin, predomina de un modo evidente la superioridad del libre, que
persiste aumentando hasta el final del tiempo de enriado.

En la gréfica nimero 3, que corresponde a la balsa que comenzé el dia
11 de julio y terminé el 26 del mismo mes (temperaturas medias: minima, 29,6°;
madxima, 38,4°), observamos un ascenso rdpido y mucho mds elevado de la
cifra de amoniaco combinado durante la primera fase de la operacién, la
que subié hasta la cantidad de 329,8 mg. por litro de agua en la balsa, al
séptimo dia del comienzo de la operacién (influencia evidente de la elevada
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temperatura que se alcanzé en Granada en esta. misma época). En la segun-
da fase del proceso se acusé también la presencia del amoniaco libre, con
tendencia hacia la disminucién de su cantidad, hosta llegar o desaparecer,
mientras que la cifra del combinado aumentaba con una intensidad casi para-
lela al aumento observado durante el primer periodo.
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Los andlisis correspondientes al lote que comenzé el dia 20 de agosto y
terminé el 7 de septiembre (temperaturas medias: minima, 23,1°; maxima, 26,8°)
demostraron una marcha semejante a las anteriormente consideradas en la.
primera fase de la operacién (gréfica ndm. 4) y en la segunda fase, es decir,
desde que se cambid el agua de la balsa, comenzé también a aparecer la
cifra de amoniaco libre rebasando la del combinado, hasta que, por fin, y
ya finalizado el proceso, este Ultimo superd en cantidad-al primero.

La grafica nimero 5 corresponde a los valores analiticos de la balsa de
enriamiento que comenzd el 25 de agosto de 1951 para finalizar el 16 de
septiembre siguiente (temperaturas medias: minima, 15,3% madxima, 26,3°). En
ella observamos algo semejante a lo que. en grdficas anteriores se puso de
manifiesto, es decir, una primera fase en la que sin existir amoniaco libre,.
asciende el combinado hasta alcanzar en el décimo dia la cifra de 204 mg. por
lifro- Al cambiar el agua en el estanque, la cifra de este tipo de amoniaco se-
mantiene en las proximidades del cero, mientras que, por el contrario, apa-
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rece amoniaco libre, que aumenta, primero en cantidad bastante aprecioble,
para descender bastante répidamente en las épocas finales de la operacién.

En la grafica nimero 6 exponemos los resultados que ocurrieron en el en-
riado comenzado el dia 12 de septiembre, con temperaturas medias: minima
de 153°, y méxima de 21,3° Los datos que en ella se consignan sélo son
los correspondientes al primer periodo del enriado, y los observamos semejan-
tes en un todo a los que en tal perfodo aparecen descritos en todas las ante-
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tiores grdficas. No se completd el andlisis del agua de esta balsa hasta la
terminacién del proceso por circunstancias ‘ajenas a nuestra voluntad.

La gréfica nimero 7, correspondiente a la balsa que comenzé el dia 23
de julio de 1951 y termind el 12 de agosto (temperaturas medias: minima,
22,5%; maxima, 38,8°), es completamente diferente a las demés. La presencia
de amoniaco combinado sufre oscilaciones importantes en su cantidad rela-
tiva y ello se debe o que por una averia ocurrida en el embalse se salia el
agua, por lo que el enriado se condujo sustituyendo el agua perdida por la
averia diariamente o en dias alternos, en la cantidad igual a la de las pér-
didas ocurridas, y por ello existen las referidas oscilaciones. Sin embargo, en
los Gltimos dias de la operacién aparecié también amoniaco libre demostrable.

DISCUSION

En el trabajo anterior ya citado indicdbamos que, de acuerdo con las
propiedades bioquimicas de las bacterias aerobias, aisladas en experiencias
de enriamiento efectuadas en el laboratorio, los procesos de la fermentacion
del esparto ocurrian de manera diferente que el proceso de enriado de otras
fibras textiles, como el céiiamo y el lino, que han sido perfectamente estudia-
‘dos por numerosos autores.

Esta presuncion alli establecida queda apoyada por los resultados que
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“comunicamos en este trabajo, porque la fermentacion del lino ocurre con un
desprendimiento de dcidos, -que va aumentando gradualmente, hasta llegar
al punto de la acidez permanente de Eyre y Nodder (3). Las medidas poten-
ciométricas que Fuller y Norman (5) efectuaron en sus experiencias sobre el
enriado del cdfamo indican asimismo un aumento de acidez que se verifica
a través de todo el proceso de la fermentacién de esta fibra textil.

En el enriomiento del esparto existe también en una primera parte del
prbceso 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 mds evidente en los 0ltimos dias del proceso fer-
mentativo y aun, de manera mds 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 amoniaco, el cual va acompa-
fado de una pequefia cantidad de aminas, desprendidas también como con-
secuencia de la actuacién fermentativa de los microbios.

Ya hemos visto, cuando estudidbamos las bacterias cerobias que existen
en la fermentacién del esparto, que en su mayor parte producen gran cantidad
de amoniaco cuando las hacemos desarrollarse en agua de peptona o cuan-
do crecen en medios con nitrato. Hemos también realizado experiencias, las.
cuales serén posteriormente ampliadas, y hemos observado que si sembramos.
con las aguas de las balsas placas de Agar-esparto-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 estas bacte-
rias aerobias utilizan primeramente los azicares del medio, en virtud de ese
escaso poder sacarolitico que poseen, formando dcidos a sus expensas, pero
muy pronto, su capacidad proteolitica, hace que su metabolismo se dirija a la
utilizacién de las substancias nitrogenadas, produciendo amoniaco en cantida-
des superiores a los dcidos primeros y manifestdndose, como consecuencia, el
viraje del medio tornasolado.

Por otra parte, el estudio de los anaerobios que hay en las balsas de
fermentacion y que pertenecen preponderantemente al tipo del Cl. buty-
ricum, nos indica que el amoniaco no puede estar producido por esta clase
de microbios porque no pueden formarlo, pues no tienen cardcter proteolitico,
sino que su metabolismo es intensamente sacarolitico y tampoco tienen la pro-
piedad de reducir los nitratos. Estos gérmenes, por el contrario, son intensa-
mente formadores de dcidos y para que se desarrollen no precisan la alcali-
nidad, sino mds bien una depresién adecuada del potencial de éxido-reduccién
del medio en donde prosperan. Los anaerobios, pues, no pueden producir el
amonfaco que encontramos en el proceso del enriamiento del esparto.
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La formacién del amoniaco en la fermentacién del esparto comienza con’
el desarrollo de los gérmenes aerobios que se nutren a expensas de los pro-
ductos extraidos de la planta por la maceracién de la paja y va creciendo a
medida que aumenta la proporcién de semejantes gérmenes.

Si examinamos las grdficas que representan las cantidades de amoniaco
en el tfranscurso del proceso, podremos observar que la uniformidad de la
.curva es constante, si exceputamos lo que ocurre en la gréfica nimero 7, en
donde existen circunstancias diferentes a las demds, pero cuyos resultados
-apoyan las presunciones que se deducen de las restantes curvas.

Es algo que llama la atencién en todas las balsas examinadas, que a pesar
de la’ cifra elevada de amoniaco que se demuestra en el primer periodo de
la fermentacién, éste se encuentra en una forma combinada y' no’ libre como
‘@ priori podriamos suponer. Esta combinacién ocurre por unién quimica con
-ofras substancias disueltas en el agua de maceracién y existen indicios para
:suponer que aparece combinado, dando lugar a la formacién de sales amonia-
cales orgdnicas. Estos compuestos amoniacales van aumentando de manera li-
neal en las balsas hasta alcanzar alturas variables en relacién con las tempe-
raturas habidas durante el tiempo de la fermentacién, como podremos observar
en el cuadro adjunto, coincidiendo el aumento de la cifra de amoniaco con
el aumento de la capacidad metabélica de los microbios, como consecuencia
de la mayor temperatura. Al mismo tiempo, el periodo de enriamiento dismi-
nuye en las balsas sometidas a temperatura mas elevada.

En la grafica ndmero 7, expresién de los fenémenos que ocurrieron en una
‘balsa averiada, a la que se afiadia diariamente o alternativamente el agua
perdida, en cantidades variables, observamos subidas y bajodas de la cifra
.de amoniaco en relacién con lo cantidad de ogua ofadida. La temperatura
.«ambiente, alta,.hizo que las cifras de amoniaco fueran elevadas.

~CUADRO NUM. 1

RELACION ENTRE LA CANTIDAD DE AMONIACO Y LA TEMPERATURA AMBIENTE

. NH_ en la prime-
Fechas de comien-| Temp. medias |{Temp. mdximas ra fase NH, total al final

20 de las balsas — —
mg. por 1.000 | mg. por 1.000

20 de marzo ... .. . 9,5°-16,7° 16°-22° 88,55 98,76

14 de abril ... ... 9,4°-16,8° - 18°-27,2° 136,24 61,30

11 de julio ... ... 29,6°-38,4° i 31°-39,3° 329.8 153,0

23 de julio ... ... 92,50.38,8° 30°39,5° . 207,4 1258

20 de agosto .. ... 23,1°-26,8° 29°.37° 170,0 68,0

25 de agosto .. ...| 15,39-21,3° 209360 204,0 20,4

12 de septiembre.. 15,3°-21,3° 24°.30°. 163,2 —_—

10
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Podemos dividir en dos etapas el proceso de enriamiento, tal como se lleva
a cabo en la instalacién industrial que estamos estudiando, en relacion con
la operacién mecanica del cambio de agua en las balsas. Durante el primer
periodo, es .decir, cuando el agua permanece sin cambiar, aumenta ascen-
dentemente el amoniaco combinado. En el segundo periodo aparecen las dos
formas, libre y combinado. Para explicar semejante hecho, ‘nosofros suponemos
(hipdtesis que estamos ahora intentandp comprobar) que el amoniaco que for-
man los aerobios durante el primer periodo se combina con los dcidos orgd-
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 reaccidn aproximadamente neuira.

En el segundo periodo, al exiraer el agua primitiva desaparece con ella
todo el amoniaco combinado que existia en los tanques. Entonces los gérme-
nes -anaerobios, que ocasionan la descomposiciéon de las pectinas, no en- -
cuentran suficiente cantidad de los mismas para descomponer, en primer lugar
p;orque cesa la condicién de anaerobiosis al afadir agua nueva que llevard
oxigeno disuelto y cesardn en sus actividades metabdlicas, hasta que vuelva
a descender el potencial Redox de las aguas nuevas del tanque, por la accién
de los aerobios, y en segundo lugar, porque hayan podido desaparecer esas
pectinas o reducirse por agotamiento. Entonces no se producirdn dcidos orgd-

nicos en cantidad suficiente poro saturar el amoniaco que los aerobios no
cesan de producir y quedard éste disuelto en forma libre o evaporandose. Esto
ocurre algunas veces, como lo hemos visto en las graficas ndmeros 2 y 5. Otras
veces (gréfica 1) seguirdn formdndose dacidos en mayor cantidad, pero adn
no bastante para neutralizar todo el amoniaco existente, mientras que en otras
ocasiones (gréfica nim. 3), después de un periodo inicial en el cual la cifra
de amoniaco libre excede a la de los 4cidos grasos formados por los anaero-
bios, continda la actividad de estos Ultimos, cada vez mds acentuada, para
formar acidos que saturen todo el amonfaco producido por los aerobios que
intervienen en el enriado. ’ ‘

Mediante esta teoria podemos explicarnos algunos hechos que se observan
en la fermentacién, como la reaccién dcida primera que ocurre y que. pronto
se transforma en neutralidad o ligera alcalinidad, durante la primera fase, y la
alcalinidad final franca del Gltimo periodo. También puede explicarse el hecho
que a Ferndndez Prida y colaboradores (4) parece inexplicable, en relacién
con la alcalinizacién de las aguas de enriado del esparto que ellos observaron
en su laboratorio, sin intervencién aparente de causa exterior alguna, porque
las aguas de la maceracién, cuando estén fuera de la balsa y apartadas de
la fibra que sufre la fermentacién, contindan sirviendo de pdbulo nutritivo a
la fibra aerobia que continda alli desarrolléndose y produciendo amoniaco en
cantidades que saturan los dcidos grasos que formaron los anaerobios en la

11



50 VICENTE CALLAO Y EDUARDO ESTEBAN VELASCO

balsa y que fuera de aquellas condiciones ya no continban produciéndose
porque ya no encuentran fibra que fermentar. Al no haber dacidos grasos que
se combinen con el amoniaco, éste se disuelve como tal, aumentando asi la
alcalinidad. Es por ello por lo que para tener seguridad en los datos analiticos.
que se investigan en las aguas de fermentacién sea preciso realizarlos inme-
diatamente después de la toma de las muestras.

El origen del amoniaco y de las aminas que se forman durante el enria-
miento del esparto es cuestibn que estamos investigando en estos momentos.
Los gérmenes aerobios que ocurren en la fermentacién del esparto puéden for-
mar amoniaco en virtud de dos mecanismos diferentes: 1.° Por la reduccién
de los nitratos que pueden pasar a NO, y a NH,. 2.° Por su capacidad proteo-
litica, desintegrando las proteinas con la descomposicién final de los amino-
4cidos que las componen, bien por desaminacién, lo que explicaria la for-
macién de amoniaco, bien por descarboxilacién, lo que explicaria la preduc-
cién de aminas, que también ocurre.

Los aguos de enriado usadas en la fébrica granadina estudiada contienen
nitratos en cifras bastante perceptibles. Los datos analiticos de las cenizas' del
~esparto, tomados de la publicacién de Soler y Guzmén (6), no consignan la
presencia de nitratos en el esparto, por lo que si el amoniaco proviniese de
los nitratos no estaria, seguramente, en las elevadas cifras que lo hemos ha-
llado. '

Segin datos de Soler y Guzmdn, la fibra de esparto crudo posee cierta
riqueza en proteinas. Los andlisis en relacién con el contenido en nitrégeno
total de la misma, antes y después de haber sido sometida o la operacién
del enriamiento, son significativos y pueden darnos cierta luz en relacién con
el origen posible del amoniaco.

Nosotros hemos encontrado en un lote sometido a un enriamiento de die-
ciocho dias unas cifras de 0,43 por 100 de N en crudo y de 0,28 por 100 en
el enriado. Diferencia, 0,14 por 100. ) .

Las cifras que dan Ferndndez Prida y colaboradores también son elocuen-
tes, pues en uno de los lotes analizados por ellos a este respecto dan las
siguientes: ‘ '

Crudo, 0,48 por 100; a los nueve dias de enriado, 0,44 por 100; a lcs die-
ciocho dias, 0,38 por 100; a los veinticuatro dias, 0,35 por 100, y a los treinta
y cuatro dias, 0,06 por 100, lo que indica una pérdida progresiva del nitré-
geno de la paja, a medida que avanza la fermentacién, coexistiendo esa
ganancia progresiva durante la misma del amoniaco, que nosotros hemos
puesto de manifiesto. Parece ser, pues, qUe el amoniaco proviene de las pro-
teinas del esparto y a comprobar este aserto se dirigen actualmente nuestras
im)esﬁgociones.

12
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RESUMEN Y CONCLUSIONES

Se ha demostrado que la fermentacién del esparto transcurre con libera-
cion de grandes cantidades de amoniaco, el cual aparece combinado con ofras
substancias disueltas en las aguas de maceracién. Hay indicios para suponer
que estos substancias sean dGcidos grasos -inferiores.

En los Oltimos periodos del enriado aparece amoniaco libre. ",

La cantidad de amoniaco desprendida asciende a medida que progresa
el proceso, estéd en relacién con la temperatura y puede suponerse que se
forma por la accién de las bacterias aerobias que intervienen en la compleja
fermentacién del esparto.

Se ‘discuten las posibilidades del origen de este amoniaco.
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INSTITUTO I. B. Y. S.
LABORATORIO DE BIOQUIMICA

MODIFICACION DEL METODO DE G. RAMON PARA VALORAR
LA ANTITOXINA DIFTERICA (*)

por
“F. Cordén y A. Martinez.

En el curso de los trabajos emprendidos en el Laboratorio de Bioquimica
del «Instituto de Biologia y Sueroterapia (I. B. Y. S.)», de Madrid, con él fin
de desespeciar, por digestién con pepsina, el plasma antidiftérico equino (di-
<ho con mayor precisién, 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 cémodo y se-
guro para valorar la antitoxina, que- permitiera seguir el efecto de la diges-
tiébn proteolitica sobre la actividad «anticuerpo». En un tfrabajo sistemdtico’
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 valoracién requiere cuatro dias, con la consecuencia, prescindiendo del
enorme némero de animales exigido, de comunicar al trabajo un ritmo muy
lento. Quedaba, pues, como Unica alternativa la valoracién por el método
de floculacién de G. Ramon. )

Sabido es que a G. Ramon se debe la observacién de que la anfitoxina
diftérica, ademds de neutralizar el efecto téxico de la toxina a lo que debe
su formacién, precipita con ella en condiciones apropiadas. [De pasada re-
~cordaremos la importancia que esta observacién tuvo en favor de la corriente
tedrica hacia la unidad de los anticuerpos que poseen la misma especificidad,
a pesar de los efectos aparentemente distintos (precipitacién, aglutinacién,
neutralizacién del efecto téxico, etc.) que hoy se sabe debidos al distinto es-
tado fisico del antigeno; esta unidad se admite actualmente por todos los
inmundlogos y se completa, por ofra parte, con el descubrimiento moderno

“de la semejanza quimica entre los anticuerpos de distinta especificidad, que,
como es sabido, son todos seroglobulinas (en general v).]

(*) Trabajo presentado en la sesién celebrada en Madrid por la Sociedad de Mi-
<crobiblogos Espafioles, el dia 28 de enero de 1952.
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Dicha doble propiedad de un mismo anticuerpo permiti6 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 in
vitro del suero con el antigeno. Ramon, como es sabido, para establecer
su método aprovechd 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
précticamente equivalentes (la zona del éptimo de floculacién coincide con
la zona de equivalencia, en la que el liquido que sobrenada al precipitado
no tiene antigeno 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 titulo conocido, y se varia, en cambio,
gradualmente la cantidad de plasma o suero problema; se incuban las mez-
clas en termostato a menos de 50° y se tienen bajo observacién para apreciar
cudl 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 Ramén 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
digestién péptica impone al plasma problema: 1.9, influencia irreversible del
pH écido a que hay.que efectuar la digestion péptica; 2.2, influencia de la
presencia de productos floculantes procedentes de la demolicion de proteinas.
del plasma por la pepsina, y 3.°, modificaciones debidas a la alteracién de
la” molécula del anticuerpo por efecto de la hidrélisis péptica. Vamos a con-
siderar someramente cada uno de estos efectos perturbadores.

1. Influencia del ' pH a que hay que llevar el plas-
ma para.efectuar la digestion. El esclarecimiento experimental
de la influencia del pH se estudié directamente en plasma antidiftérico sin
digerir y sin pepsina llevado a pH écido, con el fin de excluir las restantes.
influencias posibles procedentes de la digestion. Anto todo, es evidente que
no se puede mezclar un plasma a pH écido con una toxina a su- pH habitual
(aproximadamente, 8,0) sin que las proteinas de uno u otro liquido, segin
sea el pH a que quede la mezcla, pasen por el punto isceléctrico, con peli-
gro de simples insolubilizaciones absolutamente independientes de. toda reac-
cién inmune. En nuestro caso, la mezcla, debido a que en ella la concentra-

(1) G. Ramon publicé una revisién detallada de sus comunicaciones acerca del mé-
todo de floculacién para dosificar algunas tcxinas y anatoxinas y los anticuerpos corres-
pondientes, en 1940. Revue de Immunol. 6: 65.



MODIFICACION DEL METODO DE G. RAMON 55

cién proteica de la toxina es mayor que la del plasma, queda a un pH pré-
ximo al de la toxing, y, como consecuencia, son las seroproteinas las quz se
insolubilizan en parte al pasor por el punto isoelécirico; tales precipitados se
redisuelven mal, y, por ofra parte, tampoco pueden eliminarse por filtracidn,
por ser, posiblemente, mds o menos ricos ef anticuerpos. Intentamos evitar esta
dificultad llevando el plasma écido al pH neutro inicial por la adicién brusca
de la sosa necesaria bajo una agitacién 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 asi devueltos a su pH inicial, de modo
que queden transparentes, se observa que el haber estado una vez en medio
4cido les ha producido un cierfo trastorno irreversible, debido al cual los™ pre-
cipitados inmunes se observan con dificultad verdaderamente extraordinaria,
el tiempo de floculaciéon se prolonga muchisimo (a veces dias) y, por Gltimo,
al comparar la valoracién de un plasma asi tratado con la de él mismo antes
de ser acidulado (es decir, en estado nativo) se obtienen resultados distinfos.

Pero hay todavia mds; cuando el plasma se lleva a un pH igual o inferior
a 2,7, que puede ser de eleccién para la digestién péptica, se enturbia de
modo irreversible —es decir, que no puede corregir la adicién brusca de sosa
bajo agitacién, ya que este modo de operar no tiene mds papel que impedir
la- formacién 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, Unicamente la posibilidad, cuando el plasma se mantiene trans-
parente en medio dacido, de observar los floculaciones inmunes al mismo pH
4cido, llevando previamente la toxina, por adicién brusca de écido, al pH del

1 6ol

[

. Grafica 1.
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plasma. Ahora bien, la condicién previa necesaria para que las valoraciones
asi efectuadas en medio 4cido sean correctas es que sus resultados coincidan
con los paralelos efectuados del modo ordinario. Es decir, aun suponiendo que
fueran fisicamente practicables, pensamos que la «valencia» (capacidad de
neutralizacién) del anticuerpo con respecto al antigeno podria 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 ofra y. se valoraron entre si los liquidos puestos al mismo
pH; de este modo se establecié la grdfica adjunta, dos veces con el mismo
resultado; en ella se contrapone la valoracién de un mismo plasma con una.
misma toxina o diferentes pH (gréfica 1).

Como se ve en la gréfica, el pH influye sobre la valencia aparente del
anticuerpo con respecto al antigeno (es decir, sobre la zona de floculacion
6ptima); concretamente, la valencia de la antitoxina con respecto a la foxina
parece aumentar al bajar el pH (@ pH 4,0 se observé, ademés, en ambos
experimentos, un resultado anémalo que tal vez se deba a que a este pH, inme-
diato al punto isoeléctrico (1), se insolubiliza una proporcién de anticuerpos
del suero superior'a la equivalente de antigenos de la toxina). Queda la duda
de si la alteracién de la valencia —del antigeno, del anticuerpo o de ambos—
en medio d4cido indica una modificacién real de la reaccién o se debe a una
mayor insolubilizacién 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 4cido,
ya que el perfil de la curva parece bien definido, sin més que multiplicar los
resultados obtenidos a un pH 4cido —por ejemplo, 3— por 0,6, que, segin la
gréfica, parece ser el factor de conversién del resultado en medio dcido en el
resultado obtenido en las condiciones ordinarias. Desgraciadamente, como se
dijo, los fléculos formados a estos pH dcidos se observan muy dificilmente, el
tiempo de floculacién es prolongadisimo y casi todos los fléculos aparecen casi
simultGneamente en muchas mezclas con distintas proporciones de antigeno y
anticuerpo, de modo que el método no resulta conveniente para ser utilizado
en la préctica de rutina. '

2. A laos alteraciones irreversibles que experimenta el plasma equino anti-
diftérico cuando es llevado a pH d4cido hay que sumar la aparicién en el
curso de la hidrélisis péptica 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 insolubilizacién mdxima con uno y otro producto, haciendo la
salvedad de que en ambos casos se trata de mezclas de multiples substancias anféteras

de distintos puntos isoeléctricos. En ambos productos, el punto isoeléetrico es, aproxi-
madamente, 3,8. ) . '
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constituidos por substancias procedentes de la demolicién de las seroproteinas.
Tales turbideces se redisuelven también dificilmente, y cuando se aglomeran
en precipitados fdcilmente separables, éstos pueden contener una cantidad
variable de anticuerpos. La indole de estos precipitados, de evidente interés
para el objeto general de nuestro trabajo (la desespeciacién 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 hidrélisis péptica, la globulina inmune (antitoxina diftérica)
estd sometida a una demolicién paralela a la de las globulinas normales del
mismo plasma; es sabido que no hay ninguna diferencia fisica ni quimica
entre seroglobulinas normales e inmunes, si se exceptia la cfinidad de éstas
con su antigeno. La aplicacién de la hidrélisis péptica a la desespeciacién
del plasma equino se funda, pues, simplemente en que la pérdida de la anti-
genicidad de las seroglobulinag (entre los que se cuenta el anticuerpo anti-
diftérico) se produce antes de que se destruya en gran proporcién la funcién
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 «seroproteinas de caballo») y, en cambio, conserve en parte su funcién
anticuerpo (es decir, que siga neutralizando la toxina diftérica), el soporte
substancial de la funcién anticuerpo ha de poseer forzosamente un tamafio
molecular menor que en .estado nativo.

Esta conclusién plantea nuevos problemas con respec’ro 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 antigeno 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  antigenos
(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 esta
en exceso solubiliza el precipitado inmune que da con su antigeno (o dificulta
su aparicién). Para que el método de Ramon pudiera -aplicarse para valorar
los digeridos habrio que demostrar previamente que esta propiedad se con-
serva en los fragmentos de la antitoxina con funcién 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 opinién con ayuda de experimentos propios rebasa también
‘el tema de esta comunicacién. Aunque responda a las nociones dominantes en inmunolo-
gia 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 desnaturalizacién la propiedad dicha, que es fundamental, como hemos
visto, para que el método de Ramon proporcione resultados correctos. Resulta
extrafio, 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
digestién péptica acorta extraordinariamente el tiempo de floculacién. A prio-
ri parece muy probable que la alteracién del anticuerpo, que ello supone
puede también traducirse ‘en que el exceso del anticuerpo asi alterado, no so-
lubilice ya el precipitado que él mismo origina con su antigeno.

Como las dificultades expuestas en los apartados anteriores 1 y 2 hacen
impracticable para nuestros propésitos el método de Ramon, no hemos estu-
diado si la demolicién péptica destruye la coincidencia entre el «6ptimo de
floculacién» y la «zona de equivalencia». Sin embargo, por analogia con lo
estudiado en nuestro método, parece muy probable que el anticuerpo con-
serve tal propiedad y, ademds, que los flocukados cuya aparicién inmediata
sefialan muchos autores sean precipitados no inmunes del tipo de los estu-
diados en 1 y 2.

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) que han sufrido una digestiéon pép-
tica, intentamos establecer una variante de este método de valoracién” por
floculacién que llene dicha exigencia; la siguiente técnica da, como veremos,
resultado satisfactorio.

Modo de efectuar la determinacién.—En una serie de tubitos. de ensayo
de unos ocho milimetros de didmetro, lo més iguales posible, se distribuyen
cantidades crecientes de plasma (suero, etc.) que normalmente difieren de la
anterior en 0,01 ml; hay que procurar, naturalmente, que el tubo primero
contenga los anticuerpos en defecto y el Oltimo en exceso (con respecto a la
cantidad fijo de toxina que en su momento sé afiadird 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 (1) un volumen igual al mayor de plasma (el introducido en el Gltimo tubo).

(1) En un principio, para evitar un arrastre variable de substancia inespecifica por
los precipitados inmunes, se pensé sustituir la dilucién con agua por la dilucién con
plasma equino normal, de modo que la concentracién de seroproteinas normales se man-
tuviera constante en la serie. La precaucién resulta superflua (por ejemplo, un plasma
nos di6é valorado diluyendo con agua, 121 U. f., y con plasma, las mismas 121 U. f.). El
perfil de las gréficas 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
inespecifico. ‘

6
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Se afiade a cada tubo 0,5 ml de toxina de Lf conocido, después de llevada
al pH que posea el plasma problema. Se afiade la cantidad de alcohol
de 96 por 100 necesaria para que, una vez recibida, el total contenga un
8 por 100 de alcohol puro (1); esta cantidad se calcula sin mas 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 fratarse de plasmas
muy pobres, no se apreciara bien la escala, puede guardarse la serie en ne-
vera hasta el dia siguiente), cuidando siempre de agitar antes de efectuar la
observacion. '

En la serie de mezclas de un ensayo asi fectuado, siempre que, como se
dijo, comprenda la zona de equivalencia (condicién naturalmente tan necesa-
ria en nuestro método como en cualquier otro) se observa, examinando si-
multdneamente 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 méximo); en los tubos siguientes o se mantiene la turbidez
o disminuye para luego volver a subir repetidas veces, formando una serie
de mdximos y minimos que, en ocasiones, alcanzan, o incluso sobrepasan, la
del primer mdximo. Lo observado se representa en las siguientes graficas,
perfectamente tipicas, segin nuestra extensa experiencia: .

! . A Il

34567 8910 3 4 567 89 10 34567809

Gréfica 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 ml. de

plasma contenidos en cada tubo. En cada tubo el plasma estd mezclado con 0,5 ml. de

toxina diftérica con 20 Lf/ml. Las flechas serialan los tubos de mezcla neutra (zona de
equivalencia). :

(1) Esta concentracién de alcohol es la médxima que no produce nada de precipitado
ni con el plasma ni con la toxina por separado; es decir, que no origina, pricticamente,
precipitados no inmunes. Pensamos que el dato es de aplicaciéon muy general, en primer
lugar porque la composicion de los plasmas es muy constante y la proporcion de ellos
en la mezcla relativamente baja, y en segundo, porque en las toxinas manejadas por nos-
otros se requiere para que se enturbien que el alcohol se afiada hasta mucha mayor
concentracién (al 26 por 100).

(2) En general, si se dispone de alcohol .de graduacién 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 de
toxina medidos en cada tubo, corresponden al tubo del primer mdximo.

Estudio critico 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 titulo de antitoxinas del mismo plasma, siguiendo en todas el
método anteriormente descrito. En alguna serie hemos de-
terminado el mismo plasma, puesto siempre en las mismas condiciones (es-
tado nativo, sin digerir, pH neutro), variando Unicamente de modo predetermi-
nado su dilucién, 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 décido (plasma
y toxina a pH 3,1, 2,7, 2,6, 2,1), 3. después de llevado a pH 4cido y devuelto
a las condiciones de neutralidad. Nuestras conclusiones han sido las siguientes:
la valoracién por nuestro método es posible en medio dcido y, ademds, 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, diluciéon 1.2 ... ... ... ... 126 U. {.
id. id. 22 . ... ... ... 118 »

id. id. 32 ... ... ... 116 »

id. id. . 42 ... ... ... ... 124 »

En medio dcido (pH 3,1), dilucion 1.2 ... ... ... ... 124 »
id. id. T oid. 22 ... ... ... 124 >
Llevado a pH 2,1 y devuelto a pH 7,0 ... ... ... ... 104 >
id. 2,7 id. e e e e 119

id. 3,1 id. e e e e 109

2. En segundo lugar se compararon los resultados obtenidos por nuestro
método y por el de floculacién de Ramon, valorando por uno y ofro plasma
puesto en varias condiciones. He aqui los resultados:

Ensayo primero.—Lla valoracién de un mismo plasma en condicio-
nes ordinarias dié los siguientes resultados: '

Por el método de Ramon, valoracién 1.2 ... ... 96 U. f. ) Promedio
id. . id. 22 ... 126 » [ 111U f

id. . id. 3.2 no flocula.
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Por nuestro método, valoracién 1.2 ... .... 111 U. 1.
s ’ a
Ij Ij g‘a ]]?? 7 ) Promedio-
id. id. 2 . 105 U. £,
id. id. - 42 . 100 »
id. id. 52 .. 100 » |

Ensayo segundo.—La valoracién de otro plasma, en condiciones or-
dinarias y en medio é&cido, dié por ambos procedimientos: '

126 U. f.

Por el método de Ramon, pH 7,0 valoracién 1.2 .
. Promedio:
id id. 22 105 » 115 U §
id. - id. 32 114 » o
pH 3,0 no flocula.
Por nuestro método, pH 7,0, valoracion 1.2... 126 U. f. .
( Promedio
id. id. id. 22... 118 »
120 U. f.
id. id. id.  32&.. 116 » \
id. pH 30, id. - 14.. 124 » | Promedio
id. id. id. 22, 124 > 124 U. f.

De la comparacién 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 prdacticamente coincidentes con los de
éste; obsérvese a este respecto que la determinacién segin el método de
Ramon da al primer ensayo un valor més alto y en el segundo un valor mas
bajo que los correspondientes obtenidos por el nuestro. 2. En dichas condicio-
nes ordinarias, nuestro método resulta mds 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 aln- valorar perfectamente con

nuestro método); también parece que nuestro método es mds exacto (desvia-
cién tipica de cada determinacién: para nuestro método, 4,7 U. f.; para el de
Ramon, 13,0). 3. Nuestro método permite valorar en condiciones en que re-
sulta imposible conseguirlo con el de Ramon; y 4. Por Ultimo, es mds cémodo
_que éste porque sustituye la vigilancia durante un tiempo, a veces -prolongado,
para apreciar la primera floculacién, por una observacién momenténea 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
conclusién hemos tenido que comparar los resultados por él obtenidos con los
del método de Ehrlich (neutralizacién 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 digéridos; es evidente, por ofra parte, que
tampoco puede utilizarse como referencia la determinacién del plasma nativo
que se digiere, ya que la digestién destruird una proporciéon de anticuerpos in-
determinada a priori. La comborocién de la pérdida por digestion péptica,
apreciada por nuestro método y por el de Ehrlich, resulta, como hemos dicho,
satisfactoria; por ejemplo, en un caso se parti6 de 250 ml de plasma de
126 Uf/ml, de ellos se obtuvieron 30,7 g. de una fraccién globulinica con
814 Uf/g., que después de someterlos a digestién péptica rindieron 230 ml. de -
un producto con 90 Uf/ml. Valorados simulténeamente los tres productos’ por
el método de Ehrlich, se obtuvieron como resultados, respecfi\}omenfe, 145, 879
y 104 unidades de Ehrlich/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 Ehrlich, que, en definitiva, expresa
directamente la eficacia para la aplicacién terapéutica de las antitoxinas con
-que se trabaja.

RESUMEN

I. Se exponen las dificultades insuperables para valerar los anticuerpos
-antidiftéricos en digeridos dcidos de plasma (suero, seroglobulinas) por el mé-
todo de floculacién de Ramon. ‘

Il.  Se describe y estudia criticamente un nuevo método, que permite deter-
minar, répidamente y con suficiente precisién, tales anticuerpos, después de so- -
meter los productos que los contienen a digestién 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
«of the New York State Department of Health, 654-656. '
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EL METODO DEL ASPERGILLUS NIGER PARA
LA DETERMINACION DE ELEMENTOS EN SUELOS

. PUESTA A PUNTO DEL METODO PARA DETERMINACIONES DE MAGNESIO

por
Manvel Ignacio Candela Martinez.

FUNDAMENTOS DEL METODO
Base fisiolégica.

Es sabido que los microorganismos necesitan para su vida, crecimiento y re-
produccién, de determinadas substancias, y que muchos de ellos precisan, en
cantidades considerables, compuestos inorgdnicos de los que los suelos estdn
ricamente provistos. De aqui que haya sido preocupacion reiterada el utilizar
algunas especies de hongos y bacterias que dieran con su crecimiento una idea
del contenido de!l medio en que se desarrollaban. Entre todos los microorga-
nismos, el hongo Aspergillus niger (estirpe M de Mulder), necesita
para su normal crecimiento los siguientes elementos minerales: nitrégeno, fés-
foro, potasio, magnesio, azufre, hierro, zinc, cobre, manganeso, molibdeno v,
posiblemente, niquel, vanadio, cobalto y galio. Esté claro que si omitimos en
una solucién de cultivo que contenga, desde luego, una substancia del tipo
de los hidratos de carbono como fuente de energia, uno de estos elementos.
esenciales, el crecimiento del hongo se reducird sensiblemente y, por otro lado,
la adicién de cantidades crecientes del elemento a estudiar que vayan desde
contenido deficiente a suficiente producirdn paralelamente un incremento en
el peso del micelio seco obtenido, asi como una variacién en la esporulacién
del hongo. De aqui se desprendé, légicamente, que es preciso utilizar produc-
tos quimicos de alto grado de pureza que proporcionen soluciones de cultivo
de toda garantia, ya que la sensibilidad del hongo acusa estas mismas impu-

(*) Trabajo presentado en la sesién celebrada en Madrid por la Sociedad de Micro-
biélogos Espafioles el dia 18 de febrero de 1952.

Estd en curso la extensién del presente método a la determinaciéon de K, P, Fe, Cu,
7n, Mn y Mo en suelos, que esperamos poder publicar en plazo breve.
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rezas, y, aun en estas condiciones, es necesario efectuar un proceso de purifi-
‘cacién, incluso en el caso de trabajar con productos para andlisis.

A este efecto, se han sugerido dos métodos diferentes: uno, que utiliza re-
sinas cambiadoras de iones, y otro meramente quimico. Respecto al primero,
-consideramos dificil su realizacién, dado, por otrc parte, que no es sencillo
adquirir dichas resinas en la actualidad. En cuanto al segundo, haremos una
-exposicién en el curso de este trabaijo.

El' plan utilizado consiste en determinar el peso de los micelios secos obte-
nidos afiadiendo 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 Aspergillus
niger. 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 gréfica, 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 solucién de cultivo una cantidad conocida de este suelo o planta
en lugar del elemento en cuestién, y més tarde, conociendo el peso del micslio,
obtenido de esta forma, se pasa a la curva y se conoce asi la cantidad que
buscamos.

Trabajos anteriores.

En el afio 1909, Butkevic y Kosceleckii introdujeron métodos ' biolégicos de
.determinacién de elementos inorgdnicos en suelos por medio de hongos del
.género Aspergillus vy, posteriormente, una serie de investigadores han
desarrollado este mismo método utilizando -otros microorganismos. Actualmente
estd comprobado que por su sensibilidad frente a la riqueza en oligoelemen-
tos del medio de cultivo, por las caracteristicas mecénicas y fisicas del micelia
y por la sencillez de su cultivo, el Aspergillus niger, en determina-
das estirpes, resulta el mds apropiado para la determinaciéon de elementos
‘minerales en suelcs. ' :

Ha sido Mulder, en 1939, quien ha puesto en practica un método biols-
-gico que no solamente tiene un interés cientifico y de investigacién, sino una
indudable aplicacién frente a los métodos quimicos colorimétricos y espectro-
-graficos, ya que nos proporciona el contenido de los elementos diferentes de
los suelos en estudio con una precisién que llega, en el caso de olgﬁno de
ellos, como el molibdeno, al orden de las centésimas de v, y es esencialmente
interesante porque suministra, no ya el contenido total, de escaso interés des-
de el punto.de vista agriccla, sino las cantidades de dichos elementos que re-
sultan asimilables por las plantas, proporciondndonos, por consiguiente, el
-estado actual efectivo en elementos y no, como ocurre en los métodos quimi-

2
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cos, el contenido independientemente de su situacién, caso éste que puede
fécilmente conducir a resultados desconcertantes y nocivos para los cultivos
agricolas. -

Posteriormente a Mulder han sido desarrolladas en el extranjero 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 Niklas en Alemania (1930) di6 las normas
que, poco mds o menos, se vienen utilizando en la actualidad, por su parte,
Steinberg (1935) proporciena las orientaciones para la purificacién de las so-
luciones de cultivo, caso éste de gran interés porque presentan serias dificul-
tades, dada la complejidad de los medios empieados. Nicholas en Long Asthon
y Gerretsen en Groningen nos proporcionan los trabajos mds recientes en este
aspecto.

En Espafia, por nuestra parte, no conocemos que se haya efectuado ningin
trabajo hasta el presente en el que se utilicen estos métodos para la determi-
nacién de elementos minerales en suelos y plantas, aunque es cierto que por
algunos investigadores se utilizan los métodos biolégicos para la determina-
cién de aminodécidos y vitaminas. '

PREPARACION DE LA SOLUCION NUTRITIVA
Composicién.

Hemos utilizado las soluciones nutritivas propuestas por Nicholas Y Fielding,
la mas completa de las cuales es como sigue:

- Dextrosa ... ... ... ... ... 80 g. FeCl.6 HO ... ... ... ... 3 mg.
KNO, ... ... «o. vv vev oe.. &5 g. ZnSO,7 HO ... ... ... ... 2 mg.
- NaH NaHPO, ... ... ... 06 g. MnSO,.4 HO ... ... ... ... 0,3 mg.
MgSO, ... cev ol 1T g NaMoO,.2 HO ... ... ... 0,5 mg.
Ca (NGO, oo oo vee vee oe. 0,6 g.. CuSO.5 HO ... ... ... ... 0,6 mg.

Ca(N®,),.8 HO ... ... vee oo 0,2 mg.

Co(NO,),.6 HO ... ... ....... 0,1 mg.

Ni(NO,)..2 HO ... ... ... ... 0,08 mg.

NaVvO,4 HO ... ... ... ... ... 0,08 mg.

De esta solucién 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 grdafica que
nos proporcionard la relacion entre el crecimiento del hongo y el contenido
de dicho elemento, o bien por la muestra del suelo o cenizas de hojas, que
nos proporcionard, una. vez llevado el peso del micelio obtenido a los datos
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anteriores de la serie patrén, el contenido en dicho elemento de la substancia
estudiada. .

Las sales de la solucién de cultivo deben ser, como hemos indicado, re-
activos para andlisis o productos purisimos, y se disuelven en un litro de agua
bidestilada en vidrio pyrex.

Purificacién.

Si la purificacién es necesaria porque los productos de que se parta no
sean de comprobada garantia, hemos de resolver dos problemas: primero, el
de la dexirosa y los macroelementos (potasio, fésforo, magnesio, calcio), y se-
gundo, los elementos-trazas, oligoelementos o elementos vestigiales.

Para purificar los macroelementos y le dextrosa se efectda la solucién de
los mismos, exceptuando los fosfatos, que han de ser recristalizados previa-
mente, y se les trata segin 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-
ciobles de impurezas. '

Para la eliminacién del Mg de la solucién bésica de cultivo hemos encon-
trado que el método de mds garantia consiste en utilizar las 8-hidroxiquinoleina
(oxina) en solucién alcalina de la siguiente manera: a una solucién de sales
minerales, en ausencia de fosfatos, incluyendo la dextrosa, se afiaden cinco
centimetros cObicos de solucién al 2 por 100 de oxina en écido acético 2n, y
después suficiente amoniaco para ajustar el pH exactamente o 8. La solucién
se coloca en una estufa a 33° durante veinticuatro horas. Después se filtra
y se elimina el exceso de quinoleina mediante el lavado de la solucién repe-
tidas veces con cloroformo redestilado en porciones de 50 c. c. cada vez, y
luego con éter redestilado, hasta tener la completa seguridad de la total eli-
‘minacién de los productos toxicos. Entonces se ajusta el pH a 5 con clorhidrico
para andlisis y se afiaden los elementos vestigiales y el fosfato, previamente
recristalizados, completando la solucién hasta un litro con agua bidestilada.
Es conveniente afiadir algo de sulfato magnésico a la solucién de macroele-
mentos antes de- la purificacién, porque esto facilita la eliminacién de 'los Olti-
mos vestigios presentes como impurezas.

Esterilizacién.

Las condiciones en que el Aspergi llus ni ger ha de ser cultivado
hacen que no sea precisa una esterilizacién, si es que la solucién se utiliza al
poco tiempo de ser preparada. Ofro caso es cuando pasan algunos dias

“desde que se prepara la solucién hasta que se hace la inoculacién y se verifica



Fig. 1.

Colonia de Aspergillus 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 dias, en medio agar-malta, y los de la derecha,

cultivados en las mismas condiciones con agar-malta-
dextroncn.nentonn
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.

el ensayo. En este caso, una esterilizacién 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

Preporacidn de la suspensién de esporas.

Hemos utilizado en nuestro trabajo estirpes de Aspergillus niger
M de Mulder, traidas de Inglaterra y Holanda, y que fueron subcultivadas pre-.

viamente en tubos inclinados de agar-malta-dextrosa, segin la siguiente com-
posicién:

Extracto de malta ... ... ... ... ... 20 g.
Peptona ... ... ... ..o 1 g ‘
Dextrosa ... ... voo cev ier ie el 20 g.
Agar ..o 20 g
Agua ... ... oo ieiieed el oe e .. 1000 c.oc.

Como puede verse en la figura 2, la produccién de esporas es sensible-
mente mayor utilizéndo este medio en vez del que tradicionalmente se usaba,
y cuya composicién era:

Extracto de malta ... ... ... ..o .. 25 g.
Agar ..o 20 g.
Agua ... ool e i e e e «. 1000 c.c.

De esta forma conseguimos, en primer !ugar, disminuir el tiempo . de incu-
bacién, y, en segundo lugar, una mayor facilidad para obtener una suspension
de esporas lo suficientemente densa como es necesaria.

Es preciso, sin embargo, tener un gran cuidado en la preparacién de esta
suspensién, pues es fécil arrastrar particulas de micelio o incluso trozos del
agar en el que ha crecido el Apergillus, y, en ese caso, se introducen
facilmente 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 facil 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.

l.a preparacion de la suspensién de esporas se efectla como sigue: se sub-
cultiva la estirpe adecuada de Aspergilus niger en tubos inclinados
de agar-malta-peptona durante unos seis dias a 322, y con un asa de platino
se recogen las esporas, que se pasan. a una cantidad de agua bidestilada
estéril de unos diez centimetros cObicos, aproximadamente, hasta obtener una

7



70 MANUEL IGNACIO CANDELA MARTINEZ

suspensién de esporas abundante, de forma que el liquido de la misma parezca
negro. Cuatro o cinco gotas de esta suspensién son suficientes para cada matraz
en que se haga el cultivo.

Condiciones de cultivo.

Las series patrén se preparan tomando 50 c. c. de la solucién bésica para
matraz Erlenmeyer de litro, a los que se afiaden unas cuatro gotas de la sus-
pensién de esporas y las contidades crecientes de la sal del catién 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 v ; en el tercero, 50, y en los sucesivos, 75, 100, 150, 200, 250, 300,
400, 500, 600, 700, 800y 1.000 ¥ de Mg, respectivamente. Los matraces se
tapan con vasos de 50 c. c. invertidos sobre el cuello, en lugar de utilizar
tapones de algodén. De esta forma se reduce el riesgo de contaminaciones
metdlicas y es suficiente para evitar las confaminaciones con otros microorga-
nismos. Mds tarde, se incuba durante seis dias a 32° C.

Variacién del pH con el crecimiento.

El mayor desarrollo del hongo hua de producir forzosamente una mayor
formacion de dacidos, como el citrico, y, por consiguiente, seria légico pensar
pH
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«que hay una correlacion absoluta entre el contenido creciente del metal en
cuestién, desarrollo del hongo y pH decreciente del medio al final del cul-
tivo. Por eso resulta interesante determinar la acidez de la solucién empleada
después de efectuado el ensayo, observando que hay una absoluta periodicidad
en aquellas tres variables. La curva adjunta muestra esta variacién en las
experiencias hechas por nosotros. ‘

Después de los seis dias de cultivo, y antes de interrumpir el crecimiento
del hongo onodlendole un liquido esterilizante, se debe determinar el pH de
cada ‘matraz para conocer la variacién 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-
lucién. 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 infroducir errores
por diferencias de tratamiénto. Una vez lavados y puestos en los mismos vasos
que cubrian los matraces, los micelios se pasan a una estufa, donde se tienen
durante unas doce horas a 55°, y después otras dos horas méas a 105°. Una
vez frios, se pesan y se construye una grdfica, 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 disolucion.

ANALISIS DE SUELOS

Habiendo llegado a una serie de experiencias en las cuales los resultados
sean concordantes dentro de ciertos limites, y construidas con ellas las curvas
de relacién entre el crecimiento del hongo y el contenido del catién a estudiar,
se pasa al estudio de la situacién en dicho elemento de algunas muestras de
suelo.

. .
Toma de muestras y preparacién de los suelos para el andlisis.

Siendo preciso tomar cantidades pequefias de suelo para las determina-
ciones, es altamente importante que las muestras se tomen a partir de un buen
nomero de diferentes sitios en el campo (por ejemplo, 10 & 20 por hectdreq)
y que se mezclen bien. Todas las muestras se deben secar en aire y las de
arcilla molerse bien, hasta un tamafio muy fino. Las de arena, se tamizan en
un cedazo de acero, exento de rabin, con mallas de dos ‘milimetros. Las pie-
dras y particulas groseras deben eliminarse, pero han de ser tomadas en cuenta
para efectuar el cdlculo de la cantidad total del efemento a investigar.
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Es interesante fomar las muestras de suelo para este tipo de ensayo, de
los sitios cercanos a plantas en crecimiento, preferentemente de las zonas de
raices, 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, mas os-
tensibles que las que apareceriaon '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 solucién de cultivo, exenta por
completo del metal a investigar, y en ellos se introdice una cantidad conocida,
pesada exactamente, de suelo, preferiblemente un gramo. Entonces se cultiva
en las mismas condiciones utilizadas para las series patrén y, posteriormente,
se lava, seca y pesa de igual manera, llevando estos datos a la curva patrén,
obtenida previamente, donde, por interpolacién, podemos determinar el conte-
nido de dichos suelos en el metal asimilable. i

Es mucho mejor efectuar estos ensayos por duplicado o tripilcado para
cada muestra, tomando como buenos los mds concordantes.

Estudio especifico del ensayo para el magnesio.

Damos a continuacién una idea de los resultados obtenidos en la puesta
a punto del método para la determinacién de Mg en suelos y plantas.

La purificacién de la solucién de cultivo se efectud, como indicdbamos
antes, utilizando la 8-hidroxiquinoleina, "que nos proporcioné espléndidos re-
sultados, ya que pudimos obtener, como se demuestra en las fotografias ad-
juntas, una mayor exactitud, y, desde luego, un crecimiento précticamente nulo
en el ensayo en blanco con 0 v 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 produccién de esporas.
En todos nuestros ensayos la esporulacién es mds intensa que en lo comuni-
cado por Nicholas y Fielding. Ellos no aseguran que en la prueba en blanco
(0 ¥ de Mg) no se produzca crecimiento; nosotros lo hemos obtenido nulo en
todos los casos. )

Respecto al bioensayo de suelos, obtuvimos muy poca concordancia con los
resultados logrados por la Seccién de Andlisis del Instituto de Edafologia para
estos mismos suelos, si bien es cierto que.' el Aspergillus acusa la pre-
sencia solamente del Mg disponible, y que dicha disponibilidad depende de
diferentes factores, especialmente del tipo 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-

10
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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 garantios de éxito, hacer un trabajo
en el que se apliquen a los suelos.cantidades crecientes del elemento en cues-
tién; en este caso, en forma de sulfato magnésico, y observar si los resultados
obtenidos tienen reciproca correlacién con los del método del Aspergillus.

La figura 4 representa la curva patrén que relaciona el contenido en Mg

de la solucién de cultivo y el peso del micelio después de seis dias en estu-
fa a-32°
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Fig. 4.

En las figuras 5, 6, 7 y 8 se puede observar lavariacién del crecimiento
y esporulaciéon del micelio con cantidades crecientes de Mg. De esta forma,
en la figura § el contenido por cada 50 c. c. de solucién es en v de Mg como
sigue: 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
Oltimo, en la figura- 8, y también de derecha a izquierda, 400, 500 y 600.

DISCUSION

El problema fundamental que presenta el método biolégico de determina-
cién de suelos por medio del Aspergillus niger es, desde luego, el de

11
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la purificacién de la solucién de cultivo, hasta conseguir dejarla absolutamente:
libre de los respectivos elementos a estudiar. Los métodos utilizados normal-
menfe, incluyendo el que emplea resinas cambiadoras de iones y el que utili-
za un fundamento quimico, agudizan adn més la complejidad del problema,
asocidndola con la preparacién de los medios para trabajos con cultivos puros.
Si no se lleva un extremo cuidado en la preparacion de esta solucién, es muy
posible que en ella se hallen presentes cantidades suficientes de impurezas
para suministrar lo necesario al Aspergillus niger en su crecimiento.
Asi, en el caso del molibdeno, como el hongo puede detectar diferencias de
0,0001 v y el limite de sensibilidad de los reactivos quimicos es 0,1 v por 50
c. c., es problema casi insoluble obtener dicha purificacién.

La extrema sensibilidad del método para la determinacion de algunos ele-
mentos minerales en suelos necesita del maximo cuidado en la limpieza, pre-
paracién y caracteristicas de las vasijas de vidrio, que deben ser de la mejor
calidad, asi 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 precaucién.

Los limites efectivos en que el método se desenvuelve, dados en ¥ por
50 c. c. de solucién 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 a0,05. '

Hay ofros criterios, aparte del peso, que nos dan con alguna aproximacién.
el contenido de los elementos existentes; sin embargo, hay une serie de facto-
res . internos que influyen, indudablemente, en estos sintomas. Asi, 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 el
Cu, 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 correlacién y reiteracién aceptables.

Algunos investigadores extranjeros dan, por otro lado, gran importancia:
al tratamiento previo del suelo y a su esterilizacién, habiendo podido observar
nosotros que no existe influencia muy notable en este sentido. Asi pues, no se
nos han presentado contaminaciones en ninguno de los suelos ensayados-con ta

suficiente importancia como para influir en el desarrollo del método dentro de-
los limites permisibles en el mismo.

El pH de los suelos influye, como es sabido, de” manera notable en la dis-
ponibilidad de los elementos minerales que él contiene. A pesar de la sensible
periodicidad, que nosotros hemos observado, en la variacién de la acidez de-
la solucién de cultivo con el crecimiento del hongo, no se puede utilizar —y esto
es lamentable— esta magnitud para la determinacién del contenido en elemen-
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tos minerales asimilables en el suelo que se estudie, dado que éstos variaran
en su disponibilidad cen el pH inicial del suelo.

Por las razones dichas anteriormente, es necesario ajustar previamente el
pH inicial de la solucién de cultivo, porque, de esta forma, se capacitard al
hongo de manera mds idénea para la extraccién de los elementos de que se
trate.

Las desventajas principales que tiene este método son, aparte de la exce-
siva duracién de los ensayos, el peligro de que se presenten mutaciones o
variaciones al hongo y las posibilidades de obtener diferentes resultados:
1.9, por el uso de diferentes estirpes del microorganismo, y 2.°, por la varia-
cién posible del contenido de la solucién de cultivo, ya de por si bastante com-
plicada. En nuestro caso, estos dos inconvenientes se han reducido al- minimo
al utilizar siempre la misma cepa de Aspergillus niger, recibida de
Long Asthon (Inglaterra) y porque realizamos con el mayor cuidado la prepa-
racién de las soluciones de cultivo.

A continuacién, en la tabla siguiente, damos algunos datos numéricos de
los resultados obtenidos en cierto ndmero de ensayos de suelos para Mg, reali-
zados por nosotros:

15
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Nim. Muestra pH ‘ Peso mic. Anal. quim. | Anél. biol. Observaciones
1 238-1V 2,55 0,6448 o Micelio total con bastantes esporas.
2 . 2,3 -0,7009 10,03 185 Micelio delgado, bastantes esporas.
3 2,32 0,6793 Micelio blanco, zonas esporuladas.
4 239-V 2,3 N 0,4794 . Manchas blancas, muchas esporas.
5 2,3 0,4576 7,61 65 Micelio blanco, bastantes esporas.
6 2,3 0,4087 Micelio delgado, pocas esporas.

7 240-1 2,5 o - 10,3830 Micelio delgado, todo negro.

9 : 24 0,3566 4,42 50 Manchas blancas, fondo negro.

8 i 2,3 0,4036 Todo esporulado.

10 ’ 242.V 3,7 h 0,4043 Micelio blanco, pocas esporas.

12 B 3.9 0,4410 0,45 50 Rodales blancos, fondo negro.

11 i 3,6 0,5844 i Cubierta total, 4dreas blancas.
I o - _

13 ! 156 2.4 T 0,3129° Micelio casi cublerto de esporas.

14 i 2,38 0,2979 75 46 v

15 2’44 0,3021 2 . B k)

16 . 158 2,45 0,2983 ' Micelio total, bastante espeso.

17 2,4 ) 0,2365 150 : 40 Micelio total bastantcs esporas.

18 2,39 0,2876 E ’ ”

19 232-11 2.4 0,2551 Micelio delgado, pocas esporas negras.

.20 2,45 0,2278 35 34 Micelio total, pocas esporas.

21 2,5 0,2361 Micelio tenue, pocas esporas.

22 235 3 0,2830 Micelio total, todo esporas.

23 2,9 0,2971 240 46 Cubierta parcial de esporas.

24 3,1 0,2883 Cubierta completa de esporas.

Notas—FEl pH fué determinado al cumplirse el tiempo prescrito para el cultivo. El anélisis qulmzco de las cuatro primeras muestras (238-IX, 239-V,.
2401 y 242-V) viene expresado en % en MgO. El de las cuatro tltimas (156, 158, 232-11 y 235) viene dado en Kg. de Mg. por hectirea de terreno.
El andlisis biolégico, en vy de Mg. por g. de suelo.

.
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RESUMEN

1) Se utilizé la estirpe M de Mulder de. Aspergillus niger como
ensayo biolégico para la determinacién del Mg y otros elementos, resulfcmdo
la respuesta de dicho hongo especifica y cuantitativa.

2) La sensibilidad del método para el caso del Mg se ha comprobado
varia entre 25 y 500 .

3) Se ha utilizado como criterio cuantitativo Unicamente el peso del mi-
celio seco, aunque en el caso de las soluciones patrones se ha observado una
perfecta periodicidad en la variacién del pH con el contenido de Mg de las
soluciones. ‘

4) Ha sido desarrollado un método para dejar libre de Mg la solucién
de cultivo empleada en los ensayos, totalmente satisfactorio.

5) No se han encontrado interferencias con otros microorganismos, habien-
do ensayado la necesidad de la esterilizacién previa de suelos y soluciones.

6) El ensayo para suelos.di6 resultados satisfactorios, aungue no sean con-
cordantes con los andlisis quimicos 'de los mismos, si bien los obtenidos por el
método biolégico proporcionan una mayor seguridad a la hora de determinar
los requerimientos de sales minerales de los suelos de cultivo.

7) Se puede sugerir la utilizacién, en condiciones andlogas, de ofro tipo
de microorganismos, sean hongos o bacterias, y seria interesante emplear al-
gunas estirpes caracterizadas en suelos espafioles.

SUMMARY

In the present paper a study is initiated about the application of the As-
pergillus niger method to the determination of mineral elements in agfi-
cultural soils. Some observations and modifications on the already published
literature are given.
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INFORMACION

PROFESORES EXTRANJEROS EN LA SOCIEDAD DE MICROBIOLOGOS

En el pasado mes de mayo celebréd la Sociedad de Microbidlogos Esparioles
wuna sesién especial, con motivo de la estancia én Madrid de los Profesores
Olympio da Fonseca, Director del Instituto «Oswaldo Cruz», de Rio de Janeiro;
Paul Hauduroy, Director del Instituto de Higiene y Bacteriologia de Lausana, y
Giuseppe Penso, del Instituto Superior de Sanidad de Roma y Secretario Gene-
ral de la Asociacién Internacional de Microbidlogos. ’

Primeramente, el Presidente de la Sociedad, Dr. Ruiz Falco, dirigié un cor-
dial saludo en nombre de la misma a los Profesores citados y propuso fueran
nombrados Socios de Honor los dos primeros, ya que el Profesor Penso lo era
con anterioridad, siendo aprobada dicha propuesta. A continuacién fueron pre-
sentadas. diversas comunicaciones cientificas, con intervencion de, ademds de
los cientificos extranjeros, los espafioles Prof. Socfas y Dr. Rubio. ‘

Finalmente, el Prof. Penso expuso el estado de los trabajos preparatorios
del préximo Congreso Internacional de Microbiologia, que se proyecta celebrar
el préximo afio en Roma, e invité cordialmente a asistir a dicha Reunién a los
microbidlogos espafioles.

CURSO EN EL INSTITUTO «FERRAN», DE MICROBIOLOGIA

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 Seccién de
Virus del Instituto, Dr. don Eduardo Gallardo, y los miembros del Instituto de
Edafologia y Fisiologia Vegetal, Drs. don Miguel Rubio y don Romén Vicente.

El Dr. Gallardo desarrollé cinco conferencias, con el tema «Caracteres ge-
nerales de los virus y técnicas para su estudio», iniciadas el 25 de febrero y
proseguidase en dias alternos. El Dr. Rubio pronuncié tres conferencias: «Historia,
sintomatologia. y transmisién de los virus de las plantas», «Propiedades fisicas
y quimicas de los virus de las plantas» e «ldeas sobre la naturaleza de los virus
de las plantas», en los dias 17, 18 y 21 de marzo, respectivamente.
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Por Ultimo, el Dr. Vicente se ocupé de los «Virus bacterianos» los dias 24 y
26 del mismo mes.

ACTAS DE LA SOCIEDAD
MADRID

Acta de la sesién celebrada el dia 26 de noviembre de 1951.

Bajo.la presidencia de don Antonio Ruiz Falcé se abre la sesién, a las veinte
horas, en un salén de los locales del Consejo Superior de Investigaciones Cien-
tificas sitos en Medinaceli, 4. N

Se aprueba el acta de la sesién anterior. .

El sefior Seoane Porréa lee su trabajo «Optimo de latencia». El Secretario
da lectura a la propuesta de ingreso como socios de don Miguel Romero Rodri-
guez y don Lorenzo Monzén Rivas, Farmacéuticos, de Sevilla, presentados ambos.
por don Miguel Martinez y don Lorenzo Vilas, siendo+aprobada.

Y no habiendo més asuntos que tratar, se levanta la sesién a los veinte
cuarenta y cinco.

. Acta de la sesion celebrada el dia 28 de enero de 1952.

Bajo la presidencia de don Antonio Ruiz Falcd se abre la sesién, a las
veinte horas, en un salén de los locales del Consejo Superior de Investigacio-
nes Cientificas sitos en Medinaceli, 4.

Aprobada el acta de la sesién anterior, el sefior Vicente Jordana da lec-
tura a una comunicacién de los sefiores Callao y Esteban Velasco titulado
«Estudios sobre la fermentacién del esparto. lll. La evolucion del amoniaco
en el proceso del enriado del esparto». A continuacién, el sefior Cardén lee
un trabajo, hecho en colaboracién con el sefior Martinez, con el titulo «Modi-
ficacién del método de R&dmon para la valoracién de la antitoxina diftéricas.

Y no habiendo mds asuntos que tratar, se levanta la sesién a las veintiuna
horas. '

Acta de la sesiéon celebrada el dia 18 de febrero de 1952.

Bajo la presidencia de don Antonio Ruiz Falco se abre la sesidn, a las
veinte quince, en un salén de los locales del Consejo Superior de Investigacio-
nes Cientificas sitos en Medinaceli, 4.

Se aprueba el acta de la sesién anterior. El sefior Santamaria lee su tra-
bajo «Empleo de los medios sintéticos de Wickerham en los estudios sobre
nutricién de los microorganismos», haciendo a continvacién el sefior Socias
algunos comentarios sobre el trabajo.
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 El sefior Candela expone su comunicacién «Determinacién del Magnesio y
ofros elementos en suelos, mediante el Aspergillus niger.». El se-
fior Xandri, primero, y el sefior Socias, después, solicitan algunas aclaraciones,
que son contestadas satisfactoriamente por el sefior Candela.

Y no habiendo mds asuntos que tratar, se levanta la sesién a las veintiuna

treinta.



BIBLIOGRAFIA

Anales de Medicina Piblica, Vol. Ill, ndmeros 1-4. 1951. Santa Fe.

Hemos recibido Gltimamente el volumen Il de los Anales de Medicina Pibli-
<a, érgano de la Facultad de Higiene y Medicina Preventiva de la Universidad
Nacional del Litoral de la Reptblica Argentina. Este volumen es conmemorativo
del quinto aniversario de la creacién de dicha Facultad, cuya direccién ostenta
el Dr. Lorenzo A. Garcia, que es asimismo organizador del Centro. -

Del sumario destacaremos, por su especial interés para los microbiélogos,
tres trabajos: «Problemas de la defensa contra la guerra microbiolégica» y «An-
tibidticos. IV. Viomicina», ambos del Dr. ltalo Peragallo; y «Observaciones sobre
el empleo del método gasométrico en la evaluacién de la actividad antibiética
de la estreptomicina sobre E. coli», 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. Né&jera, miembro fundador -de la So-
ciedad de Microbidlogos Espafioles y activo colaborador de esta Revista en su
fase inicial. EI Dr. Néjera, que ocupa las cétedras de Epidemiologia y Geogra-
fia Sanitaria, colabora con seis interesantes trabajos de su especialidad en el
volumen de que nos ocupamos, asi como también con numerosas notas criticas

de libros.

INDICE DE ARTICULOS DE REVISTAS

Bajo este epigrafe sé efecta la publicacién sistemdtica, por orden cronolé-
gico, de los titulos de los trabajos que han aparecido en los Gltimos afios en las
principales revistas microbielégicas. En este nimero se recogen los titulos corres-
pondientes a los tomos 74 y 75 (1948) de Annales de I'Institut Pasteur (Biblio‘recc
del Instituto de Edafologia y Fisiologia Vegetal.—I. E.).

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

Los precios y condiciones se detallan al final de esta Seccién.
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Fotocopias en microfilm.

Microfilm negativo: cada fotograma (24 X 36 ‘mm.), 1 peseta.

Microfilm positivo (indicado cuando hay fotograbados): cada fotograma
2 pesetas.

Carpeta «Filmoteca» para diez filmofichas: 2 pesetas.

Minimo pagable en todo encargo: el valor de una filmoficha, 5 pts. en ne-
gativo y 10 pts. en positivo. _

A partir de 1.000 fotogramas, precios especiales por convenir.

Opciones que se presentan: en negativo o en positivo; en rollo continuo o
en filmofichos; con carpeta «Filmoteca» o filmofichas sueltas; metiendo en cada
fotograma dos péginas o sélo una.

Salvo aviso en contrario se servirdn los encargos en microfilm negativo, en
filmofichas y en carpetas, y el meter una o dos pdginas por fotograma se su-
pondrd se deja al discernimiento del Servicio, segin sea el original.

La modalidad «filmoficha», por la gran facilidad de ordenacién, archiva-
cién, localizacién rapida de las cintas y manejo de lectura, supera con mucho
a la modalidad en rollo. Se llama «filmoficha» una tira de pelicula de cinco
fotogramas y medio (en otros sistemas seis), en que caben diez pdginas de
libro ordinario (libro abierto, o sea, dos pdaginas cada foto). El medio fotograma
que se afiade (uno entero en otros sistemas) se destina a «referencia», es decir,
autor, titulo 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 pdginas o cincuenta fo-
lios) en léculos perfectamente adaptados con sus referencias numéricas y espa-
cio preciso para titulos, pdginas y toda clase de indicaciones Utiles.
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Fotocopias en papel.

Formato: 9 X 12 cms.: en mate, 3 ptas.; con brillo, 3,75 ptas.
» 13 X 18 cms.: en mate, 4 ptas.; con brillo, 5,25 ptas.
» 18 X 24 cms.: en mate, 6 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 estdn sujetos a cierta variacién, segin vengan factura-
das las partidas de papel.



