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C.S.I.C.
ESTACION EXPERIMENTAL DEL ZAIDIN. GRANADA

FORMACION DE ALDEHIDO ACETICO
EN LA FERMENTACION ACETONO -BUTILICA *

POR
V. CALLAO y E. MONTOYA

La presencia de acetaldehido y su papel en las fermentaciones
butirica y acetono-butilica ha sido muy discutido desde que se inicid
el estudio de las mismas. Neuberg y Aristein (1921) anunciaron su ais-
lamiento en un proceso fermentativo de esta indole, merced a la conocida
técnica de captacién por el bisulfito, lo que dio pie a Donker (1926)
Kluyver (1931), en unién de otros hechos conocidos, para formular su
clasico esquema, en el que atribuye al acetaldehido el papel de compuesto
intermediario clave, tanto en la fermentacién butirica como en la ace-
tono-butilica. Posteriormente, los trabajos de Johnson y col. (1933) v
Bernhauer y Kiirschner (1935), que demostraron que el acetaldol es un
compuesto toxico que no puede ser transformado por el Clostridium
acetobutylicum, hicieron perder actualidad al esquema de Donker, aun
cuando los diltimos autores citados consiguieron transformar el acetal-
dehido en butanol mediante dicho germen con un rendimiento del 60 %.
De otra parte, los resultados obtenidos por Neuberg y Aristein (1921)
no pudieron ser reproducidos por ningn otro investigador, por lo que
Peldan (1941) llegé a la conclusién de que el acetaldehido aislado por
estos autores tuvo su origen en una contaminacion de los cultivos uti-
lizados por gérmenes ajenos a las fermentaciones estudiadas. Por ultimo,
los estudios de Werkman y cols. (Wood, Bronwn & Werkman (1945).
con C'® sobre la bioquimica de la fermentacion acetono-butilica, pa-
recen demostrar - definitivamente que el acetaldehido no juega ningan
papel en la formacién de los productos finales de esta fermentacion.

(*) Trabajo completo correspondiente a la comunicacién presentada al VII
Congreso Internacional de Microbiologia. Estocolmo, 1958. (Abstracts, p. 400, 23 c.).
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194 V. Callao y E. Montoya

No obstante lo antes expuesto, hemos creido interesante investigar
la presencia de acetaldehido en la fermentacién acetono-butilica, por con-
siderar que, si bien es posible que no intervenga en la formacién del
alcohol butilico o la acetona, si es, en cambio, muy probable que ac-
tiie como intermediario en la formacién del alcohol etilico que se produce
en la citada fermentacion. I

La técnica empleada para aislar el acetaldehido de los mostos en fer-
mentacién ha sido la de captacién por el oxalato de fenilhidracina (OF),
usada con éxito por Bolcato y cols. (Bolcato, Scevola & Bettinetti, 1950;
Montoya & Bolcato, 1955) para poner de manifiesto en la fermentacion
acetono-butilica la presencia de fosfato de triosa, acido pirtvico y bu-
tiraldehido. Los resultados que exponemos a continuacién demuestran

de manera definitiva la presencia constante del aldehido acético en la
fermentacién que nos ocupa.

MATERIAL Y METODOS

Organismo.

En todas las experiencias realizadas se ha utilizado el Clostridium
acetobutylicum (Bergey, 1947), raza nim. 17 de nuestra coleccion, aislado
en 1952 v conservado en tierra estéril; la pureza de este microorganismo
se controlé cuidadosamente en todas las experiencias realizadas.

Medios de cultwo.

Como medio de desarrollo se ha utilizado mosto de maiz al 3 % (I)
y como medio de fermentacion mosto de maiz al 5 % (II). Tanto en uno

como en otro caso se afiade a los mostos el 0,1 % de autolizado de
levaduras.

Cultivos experimentales.

A partir de la tierra que contiene las esporas del Cl. acetobutylicus
se inoculan tubos con 15 ¢. c. de medio I, que se someten seguidamente
a un choque térmico (100° C. uno y medio minutos) y a continuacion
se incuban. Con los cultivos asi obtenidos se inoculan matraces Erlen-
meyer de 300 ¢. c., -conteniendo 250 c. ¢. de medio I, los cuales, después
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Aldehido acético en la fermentacion acetono-butilica 195

de dieciocho horas de incubacién, sirven a su vez para inocular matraces
con 5.000 c. c¢. de medio II, donde se realizan las experiencias; la
anaerobiosis inicial necesaria se consigue haciendo pasar a través del
mosto una corriente de anhidrico carbdnico estéril. En todos los casos,
la temperatura de incubacién es de 37° C.

Adicién del OF.

Se utiliza una disolucion de OF al 0,75 %, cuyo pH se ajusta a 4,5
mediante la adicién de hidréoxido sodico al 10 % ; esta disolucién se co-
mienza a afiadir al mosto a las 18 - 20 horas de inoculado, o sea cuando
el desprendimiento de gas es maximo y el pH ha descendido a alrededor
de 4. En total se afiaden 8 grs. de OF por cada 5.000 ¢. ¢. de mosto,
en un intervalo de tiempo comprendido entre cuatro y cinco horas, se-
gun las distintas experiencias. Hacia el final de la adicién del OF la
fermentacién suele detenerse.

Recogida de los productos captados.

Una hora después de la dltima adicion de OF, se acidula el moste
con 4cido sulfiirico hasta conseguir una concentracién del mismo del
3 %, con objeto de liberar los productos captados de su combinacién con
la fenilhidracina; el mosto asi acidificado se filtra con la ayuda de un
poco de tierra de infusorios, para separar la masa bacteriana y los restos
de maiz, siendo seguidamente destilado. Las primeras fracciones de este
destilado se precipitan con una solucion sulfarica de 2.4-dinitrofenil-
hidracina. El precipitado, formado por las 2,4-dinitrofenilhidrazonas
{2,4-DNF) correspondientes a los productos volatiles captados, se lava
para eliminar los restos de acido sulftirico y se deseca a 60° C.

El precipitado obtenido en la manera descrita estd compuesto en su
mayor parte por acetona-2.4-DNF, por lo que es conveniente, antes de
proceder a la separaciéon de los compuestos que lo integran, eliminar
parte del exceso de este producto, lo que se consigue extrayendo el
precipitado con una pequefia cantidad de alcohol etilico hirviente que
disuelve practicamente todas las sustancias que acompafian a la aceto-
na-2,4-DNF y s6lo una parte de ésta; los productos extraidos se recupe-
ran por evaporacion del alcohol.
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Separacion cromatogrifica.

La mezcla de dinitrofenilhidrazonas que se obtiene por el procedi-
miento descrito se disuelve en bencina (p. e. de 60-100° C.) con el 10 %
de acetato de etilo y se cromatografia en una columna de allimina de
Brockmann de 45 cm. de altura y 2,50 cm.? de seccion; el desarrollo
de la cromatografia se lleva a cabo con bencina-acetato de etilo al 3 %,
siendo necesario para obtener una buena separacién pasar de 400 a
500 ¢. ¢. de esta mezcla.

Una vez desarrollada la cromatografia, las distintas bandas coloreadas
se separan mecanicamente y se eluyen con éter sulftrico. Los productos
“obtenidos se recuperan por evaporacion del éter, se recristalizan en alco-
hol etilico y se identifican por sus puntos de fusién y curvas de absor-
cién de sus soluciones alcohélicas en el espectro visible.

RESULTADOS

Siguiendo las técnicas antes descritas, en la columna cromatografica
se diferencian, de abajo a arriba, las siguientes bandas o zonas colo-
readas.

1.* Ancha, intensamente coloreada en amarillo, de limites impre-
cisos; estd compuesta por una mezcla de acetona-2,4-DNF y butiral-

dehido-2.4-DNF.

22 Mas estrecha que la anterior y coloreada menos intensamente ;
esta compuesta por acetaldehido-2,4-DNF.

3*. Muy estrecha y con una coloracion apenas perceptible; por la
pequefiisima cantidad de sustancia que la origina, no ha podido ser anali-
zada convenientemente, pero de las pruebas efectuadas parece deducirse
que estd compuesta por formaldehido-2,4-DNF. '

4." Una serie de bandas estrechas, bien delimitadas, de color amari-
llo, anaranjado y pardo, que contienen compuestos no identificados.

En todas las experiencias realizadas, tanto el nimero de bandas como
- sus caracteristicas fueron constantes.

De acuerdo con lo -dicho en el capitulo de técnicas, el acetalde-
hido-2,4-DNF se aisla eluyendo la banda correspondiente con éter sul-
flirico y evaporando seguidamente este ‘disolvente; el residuo se purifica
por recristalizacién en alcohol etilico.
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Aldehido acético en la fermentacion acetono-butilica 197

La identificacion se llevd a cabo determinando el punto de fusién
de los cristales aislados, que resulté ser de 162° C., no observandose
variacién en el mismo cuando el producto derivado de la fermentacion
se mezcla con acetaldehido-2,4-DNF sintético. De otra parte, la sustan-
cia aislada disuelta en etanol muestra en e] espectro visible un maximo
de absorcion a 5.580 Pox, al igual que el acetaldehido-2,4-DNF sintético.

La cantidad de acetaldehido-2,4-DNF encontrada oscila de 10 a

35 mgrs. por litro de mosto de maiz fermentado, segtin las distintas
experiencias.

DISCUSION

Dado el cuidado con que se ha controlado la pureza de los cultivos
de Cl. acetobutylicum empleados, no cabe atribuir la produccion de ace-
taldehido a gérmenes ajenos a la fermentacién acetono-butilica. Por
tanto, es necesario admitir, confirmando asi los resultados de Neuberg
v Aristein en 1921, que el aldehido acético se produce de una manera
constante en la fermentacién acetono-butilica y que, por consiguiente,
debe intervenir de alguna forma en el mecanismo bioquimico de la
misma.

Segtin dijimos, las altimas investigaciones sobre el mecanismo bio-
quimico de la fermentacién acetono-butilica parecen demostrar que el ace-
taldehido no juega ningtin papel en la formacién del butanol y la acetona,
por lo que en ausencia de otros datos llegamos a la conclusiéon de que
posiblemente s6lo interviene en la produccién de alcohol etilico, como
intermediario en la reduccion del 4cido acético.

RESUMEN

Mediante la técnica de captacién por el oxalato de fenilhidracina, se
ha comprobado la presencia de aldehido acético en los mostos de maiz
fermentados por el Clostridium acetobutylicum. Los productos captados,
precipitados bajo la forma de 2,4-dinotrofenilhidrazonas (2,4-DNF),
fueron separados por cromatografia en alimina de Brockmann, usando
bencina-acetato de etilo 3 % como disolvente.

El acetaldehido-2,4-DNF se aisldo en cantidades que oscilan entre
10 y 35 mgrs. por litro de mosto fermentado.
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En ausencia de otros datos, se presume que el acetaldehido presente
en los mostos en fermentacion actiia como intermediario en la reduccién
del 4cido acético a alcohol etilico.

SUMMARY

The presence of acetaldehyde in the fermentation of corn mash by
Clostridium acetobutylicum has bheen investigated using the phenyhydra-
zine oxalate trapping technique. The trapped products were precipitated
by adition of 2,4-dinitrophenylhydrazine (2,4-DNP), and separated by
chromatographic method with Brockmann’s alumina, using a 3 % so-
lution of ethyl acetate in benzine as solvent,

The amount of acetaldehyde-2,4-DNP isolated was of about
10 - 35 mg. per liter of fermented mash.

It is presumable that this compound is intermediator in the reduc-
tion process of acetic acid to ethyl alcohol.
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MICOSIS URINARIAS ‘SUBORDINADAS A LA
PRESENCIA DE SUSTANCIAS ANTIBIOTICAS

POR
Antonio PORTOLES y Enrique FEDUCHY

Es mayor cada dia la aplicacion cuali y cuantitativa que de los anti-
bioticos se hace y, asimismo mayor también, el nimero-de publicaciones
-que —como consecuencia de ello— tratan de micosis post-antibioterapia;
ahora bien, estas publicaciones parecen limitarse tan s6lo a los casos de
moniliasis y a estudios que relacionan muy estrechamente la causa con
el efecto en cuadros patologicos definidos. Esto nos impulsé a emprender
ia tarea de ir aislando e identificando especies fiingicas en una serie de
orinas que mds tarde, a la vista de los resultados, habriamos de clasificar
en grupos, para presentar con visién estadistica estos datos. (

Por otra parte, esta relacion levadura-antibiético no se limita, en
nuestro criterio, a una mera consecuencia, sino que, desde un punto de
vista microbiolégico, ha de tener distintas facetas, como son: @), papel de
los antibidticos en la deteccion de micosis; b), influencia de estas sus-
tancias en la implantacién o aparicion de infecciones micéticas, y ¢), sig-
nificacién de estos inhibidores para la biologia de las especies fungicas.

Puntos, los tres, que pretendemos examinar por separado en la primera
parte experimental. ’

PARTE EXPERIMENTAL

1. Estudio general.
Materiales y métodos.
Las muestras estaban integradas por orinas de personas sanas y

enfermas, procedentes de distintos mediosrhospitalarioé y recogidas en
las condiciones normales aconsejadas para esta clase de trabajos.



200 Antonio Portolés y Enrique Feduchy

Las técnicas, siempre dentro de las ordinarias para cultivos y clasi-
ficacién en Micologia (seguimos las claves del Lodder), se han modifi-
cado en algunas ocasiones de acuerdo con los propésitos-de nuestras
experiencias; asi, la deteccién de especies micéticas se hizo por examen
en fresco del sedimento urinario, para ver abundancia de células levadu-
riformes en relacién con otros elementos organicos; por frotis tefiidos,
para comprobar su estado citolégico, y por cultivos. El aislamiento se
practicé sobre medios sdlidos que se fueron variando en el transcurso
de la experiencia, de acuerdo con la positividad de sus resultados, rela-
cionando las imagenes microscopicas de los sedimentos con los desarro-
llos obtenidos; su composicion basica se indica en el cuadro que sigue
a continuacion:

CUADRO 1

Composicién de los medios-base sobre los que se afiadiran los inhibidores.

MEDIOS
Gramos o c. c. de sustancias -
I 1I 111 v
SaCaroSa ... ... ie cer e eee eee e s — 2 — —
Glucosa ... ... ... oo oeer e e 5 — 2 2
Peptona ... ... .. oo o eee e e 3,75 1
Extracto de malta ... ... ... ... ... ... — 100 100 100
Glucosamina ... ... ... ... .. oo .l .. — — — 1
Glicerina ... ... ... ... ... ... ... . 1,25 — — —
Agua ... ... ... ... ... ... ... ... ... 25 —_ — —
Agar ... oo e e e e e 3,75 1,8 1,8 1,8

También, en algunos casos, hemos efectuado el recuento de células
viables de levadura mediante centrifugacién de 10 c. c. de orina en un
tubo graduado a 3.500 r. p. m. durante 20’, al cabo de los cuales se
retiraron g c. c. del liquido sobrenadante y del c. c. restante, previa ho-
mogeneizacién por agitacién, sembramos en superficie 0,1 ¢. ¢. (= I c. c.
de orina a concentracién original) de las dos dltimas diluciones de la
escala al 1/10, 1/100, 1/1.000 y 1/10.000 sobre medio sdlido en placa.
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Micosis urinarias vy sustancias antibidticas 201

A) Intervencion de los antibidticos en la deteccion de micosis.

Hace algtin tiempo que se empezaron a usar sustancias antibidticas
inhibidoras del crecimiento bacteriano para conseguir cultivos de leva-
duras libres de contaminacién, como un avance positivo frente a los
casi ineficaces métodos clasicos de medios a pH 4cido: también nos-
otros, en 1955, utilizamos la penicilina con estos propdsitos, aunque mas
tarde, al resultar ineficaz ésta, comenzamos a emplear antibiéticos como
la estreptomicina y asociaciones de penicilina-estreptomicina, para pasar
después a otros de espectro mas amplio, como es la aureomicina, propues-
ta por Hesseltine y cols. (1952); pero segin era logico, mas tarde, al
aparecer cepas aureomicin-resistentes y conociendo, ademas, las discre-
pancias entre Pappenfort y cols. (1951), Moore (1951) y Huppert y cols.
(1953) por una parte y Lopes Netto y cols. (1955), Janke, Marseluo y
Segretain, por otra, sobre si esta sustancia podia o no provocar acciones
estimulantes “in vitro” en el desarrollo levaduriforme, fue obligado bus-
car entre el arsenal antibidtico la sustancia o sustancias capaces de pro-
porcionar crecimientos de levaduras libres de bacterias.

Ultimamente, en el estado actual de la evolucién hacia la antibiotico-
resistencia por parte de las cepas bacterianas mdis frecuentemente ais-
ladas en orina, y en un intento de buscar el medio mas idéneo para el ais-
lamiento de especies micéticas, hemos ensayado diferentes inhibidores, ob-
servando, a la vez que su eficacia, la proporcionalidad de gérmenes que
se resisten a esta accion bacteriostatica, segtin se indica en los resultados
que se resumen en el cuadro 2.

Los inhibidores, a las concentraciones que se indican por c. c. de
medio, se agregaron al medio fundido y enfriado a 50° C. en el momento
de su utilizacion.

Seria inttil conceder, dado el ntimero de cepas de cada grupo, un
valor absoluto a las cifras %, pero en este caso nos sirven para obtener
una imagen relativa de comparacién de los resultados para cada antibio-
tico, con la que es posible calificar el grado de eficacia, que es mayor para
la asociacion de estreptomicina-cloromicetina.
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B) Aparicion de wmicosis urinarias post-antibioterapia.

En este apartado nos es posible distinguir tres aspectos de la cues-
tién, aunque nosotros nos ocupemos tan solo de su frecuencia y mo-
mento de aparicién:

1. En cuanto a su origen, muy estudiado y discutido dltimamente,
parecen haber quedado circunscritas a tres las hipétesis fundamentales
(Rimbaud y Rioux, 1955) de alergia medicamentosa por una sensibili-
zacion local de las mucosas al antibiotico, desequilibrio micético-bacte-
riano que permite la exaltacion vital de las levaduras y destrucciéon de
la flora con poder vitamino-sintético elevado, que provoca la carencia
local o total en riboflavina.



Frecuencias en % de contaminaciones positivas, para algunas especies bacterianas crecidas sobre diferentes medios inhibidores.

CUADRO 2

GRUPO 1 GRUPO II GRUPO I1I
Para un total de 74 casos Para un total de 110 casos Para un total de 128 casos
ESPECIES BACTERIANAS CRECIMIENTOS l C ECI’MIENTOS CRECIMIENTOS
CONTAMINANTES + Num. | R + Num. + Niim.
; ~ de de ) de
En En En En casos En En En En casos En En En En casos
nimero % nimero % atimero % namero % ndmero Y% nimero %
Estafilococos... ... ... 375] 12 750 16 25,0 4 1,11 36 0 00! 1 331 30
Difterimorfos, ... ... 80,0 6 60,01 10 46,1 5381 13 -4- 21,0 5 26,3] 19
Enterococos ... ... ... 3331 11 733 15 36,3 3 27,21 11 5 35,6 1 785] 14
Colibacilos ... ... ... 18 78,2 6 260| 23 13 3751 14 350 40 2 4,1 1 20| 48
Proteus ... ... ... ... 6 85,7 71,4 7 75,0 1 12,5 4 36,3 2 18,1 11
Piocianicos ... ... ... 3 1100 3 1100 100 2 100 6 100 6 100 6
INHIBIDORES ... .. .. Pénicilina Estrepto- Penic. 20 Aureomi- Clorom. 30 | Clorom. 30
50 U. micina 8o. Estr. 40 cina 40 Penic. 15 Estrep. 40
EFICACIA . + |+ ++ ++ +++ | ++++
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2. En c¢uanto a su frecuencia de aparicion, la hemos estudiado
comparativamente estableciendo con las muestras de orina tres grupos
asi clasificados:

CUADRO 3

Clasificacién de las muestras de orina examinadas.

Enfermos Enfermos
tratados por antibicticos no tratados por antibiéticos Personas aparentemente sanas
Cistitis Pielonefritis Diabéticos Hepaticos Hombres Mujeres
132 26 48 7 42 57

Las especies levaduriformes detectadas microscopicamente en el sedi-
mento y aisladas sobre medios solidos con inhibidores del crecimientc
bacteriano, fueron clasificadas y resultaron pertenecer a trece especies
diferentes agrupadas en cinco géneros de levaduras, cuyos porcentajes
se indicaran més adelante. Por otra parte, a veces, las células de levadu-

‘ra (figs. 1-2-3) alcanzaban un extraordinario desarrollo de la fase pseu-
domicelial (fig. 3).

Es preciso hacer constar que, en el grupo de enfermos diabéticos mi-
coOtico-positivos no tratados por antibioterapia, el ntimero de células de
levadura observadas microscopicamente al examinar en fresco sus sedi-
mentos de orina, era muy elevado, hasta el punto de que para cerciorar-
nos hubimos de hacer varios recuentos en placa, con los que obtuvimos
valores que oscilaron de 20 a 78 por 10* células/c. c. de orina; sin em-
bargo, algunos recuentos efectuados en enfermos sometidos a trata-
miento antibidtica nunca alcanzaron valores superiores a 20 por 10%
células. Esto nos hizo pensar en la influencia de la concentracién de
azlicar, aunque no pudimos demostrar —comparando los datos del re-
cuento con los de las glucosurias analizadas— proporcionalidad alguna
entre ambos.

Los resultados finales de estas frecuencias de aparicién y su expre-
sion grafica se indica en el cuadro y gréafico que sigue:
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Resumen de los resultados obtenidos.

CUADRO 4

Cuadros clinicos | Tratamiento antibiético dt‘cﬁ;:(;s :‘:;:352; :;i?::::s' Especies encontradas
Cistitis......... Penicilina, penici-' 131 3 | 128 |86 C. albicans.
lina - estrepto- i 7 C. tropicalis.
micina, aureo- ! 7 Rh. glutinis.
micina, terra- 4 Rh. rubra.
micina. | 3 Rh. 11[11('1'1(1,(/1'110.'?(1.
% 8 T. candida.
i i 6 T. wversatilis.
f ! 5 T. famata.
’ I 2 Cr. albidus.
\ |
Pielonefritis..! Los mismos que 6 8 ‘ 18(*) | 8 C. albicans.
| an t eriormente, | - | 3 C. tropicalis.
E tetraciclina . 2 T. fainata.
i cloromicetina, 1 7. candida.
| ) 1 T. versatilis.
i 2 Rh. mucilaginosa.
I Rh. glutinis.
. 1 Cr. Laurentii.
Diabéticos En el momento| 48 17 31 18 C. albicans.
del examen no 3 C. tropicalis.
existian. 2 T, candida.
1 T. glabrata.
! 1 T. versatilis.
i I Rh. rubra.
1 Rh. glutinis.
1 C. mycoderma.
| 3 Trich. cutancus.
Hepdticos Idem. 7 6 1
Aparentemen-
te sanos..... Idem. 57(H)| 78 8(H) | 18 C. albicans.
42 (M) 13(M) | 2 Rh. rubra.
| 1 Rh. glutinis.
|

(*) En este grupo existe un caso en el que se

rentii 'y C. albicans en el mismo enfermo.

aislaron conjuntamente Cr, Lan-
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CUADRO 5

Frecuencias de apariciéon por especies.

Frecuencia
en nimero de casus
ESPECIES MICOTICAS

Tipicas Anormales
Candida albicans ... ... ... ... ..l 110 20
Candida tropicalis ... ... ... ... ... 13 —
Candida mycoderma ... ... ... ... 1 —
Rhodothorula glutinis ... ... ... 3 7
Rhodothorula rubra ... ... ... .. 7 -
Rhodothorula mucilaginosa ... ... 5 -
Torulopsis candida ... ... ... ... 12 -
Torulopsis wversatilis ... ... ... ... - 8
Torulopsis famata 7 -
Torulopsis glabrata R 1 -
Cryptococcus albidus ... ... ... .| 2 - )
Cryptococcus Laurentii ... 1 —
Trichosporusi ’ézttaneus 3 —

3. En cuanto al momento de aparicion de estas levaduras, no hemos
encontrado antecedentes, por lo dificil, quiza, de precisar “in vivo” los
fenémenos que condicionan el periodo que media entre la administracion
de antibidticos y la deteccion de células micoticas.

Es cierto que son muy distintas las variables que pueden influir (de
tipo ecoldgico, naturaleza y dosis del antibiotico, caracteristicas de la
infeccion, condiciones del organismo, huésped, etc.); pero a pesar de
ello, nosotros, en ocho casos de infeccién urinaria por especies colifor-
mes en los que pudimos seguir muy de cerca el estudio microbiolégico y
el tratamiento, detectamos con aceptable exactitud, por examenes diarios,
€l momento en que aparecen células de C. albicans. Estos datos, que se
expresaran en el grafico B, permiten sacar deducciones, a modo de en-
sayo, y acerca de alguna de las circunstancias que influyen en el inter-
valo de aparicién de las células micéticas.
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C) Los antibibticos en la biologia de las especies micdticas.

Independientemente de cuanto llevamos dicho acerca de la influencia
(indirecta) que los antibidticos antibacterianos pueden tener para la de-
1eccion, aparicion y frecuencia de levaduras en infecciones de etiologia
microbiana compleja, existe otro grupo de sustancias antibidticas, entre
- las que destaca la nistatina, que por su condicién de antibibtico antiftin-
gico influye (directamente) en la biologia del hongo, alterandole y des-
truyéndole unas veces, y modificando su fisiologia normal otras; es de-
cir que, si sustancias antibidticas son las que condicionan indirectamente
la aparicion de especies micéticas, también pertenecen a este grupo de
sustancias las que intervienen directamente en su desaparicion. ‘

Estas alteraciones de las células micdticas, distintas a las producidas
por antagonismos de tipo ecoldgico (figs. 4 y 5) en fendmenos de sus-
titucién de flora microbiana, se manifiestan por hinchamiento (figs. 6
y 7), separacién de la pared por retraccion del citoplasma (fig. 8) y
posterior exteriorizacion de vacuolas y granulaciones hasta disgregarse
(figs. 9, 10 y 11) con la consiguiente desaparicién de la célula por des-
truccidén (figs. 12 a 14); pero, sin embargo, a veces, no se alcanza por
completo la desintegracion, sino que las células de levadura resisten el ata-
que, quedando patentizadas estas alteraciones en caracteres morfologicos o
fisiologicos anormales, revelados en el casi 18 % de las especies encon-
tradas y estudiadas por nosotros y todas ellas procedentes de enfermos
a los que se habia administrado nistatina.

Estas alteraciones se resumen en un 15,5 % de cepas de C. albicans
que presentan anormalidades en la fermentacién y asimilacién de galac-
tosa y algunas de ellas con células de mayor tamafio; un 70 % de Rh.
glutinis con tamafio celular mas pequeflo del normal, analogo al de la
variedad rubescens y algunas de ellas con disminucién en la asimilacién
de la galactosa, deficiencia en la hidrolisis de arbutina, asimilacién de al-
cohol o de nitratos o bien variaciones en la tonalidad de pigmentacién;
v en el 100 % de T. versatilis que han resultado tener un mayor tamafio
del normal.

Y, por altimo, antes de pasar al examen monografico, queremos se-
fialar que las modificaciones o alteraciones por antagonismos de tipo
ecoldgico que antes hemos mencionado, tienen también su importancia
en la deteccion de levaduras, ya que -hemos tenido ocasion de observar en

11
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algunas ocasiones que pese a existir células levaduriformes (es cierto
también que con marcada alteracién de tipo granuloso) en los frotis,
estas no crecian o tardaban en hacerlo bajo las condiciones habitualmente
empleadas. Después de algunos ensayos con determinadas sustancias,
urea, algunos aminoacidos o vitaminas A, B, etc., hemos visto que la
glucosamina al 1 % favorece el desarrollo levaduriforme de estas células
diversamente afectadas por antagonismos de tipo ecolégico.

II. Examen monogrdfico.

Se han empleados cultivos, en estado puro, y sembrados en estria
sobre agar de malta, pertenecientes a tres cosechas sucesivas, reunidas
en grupos considerados aisladamente uniformes.

Se procedié a su rejuvenecimiento en extracto de malta y estria en
agar del mismo medio, comenzando las siembras en los diferentes medios
para los estudios de clasificacién, siendo las claves las de Lodder-Kreger-
Van-Rif, que se resumen en los cuadros 6 a 13.

12



CUADRO 6

GRUPOS DE LEVADURAS CLASIFICADAS coMmo Torulopsis wversatilis.

Familia Cryptococacea. Subfamilia Cryptococoidea. Genero Torulopsis.

Niim, FERMENTACION DE AZUCARES ASIMILACION DE AZUCARES Asimi- | Asimi- | Hidr6-
GRUPOS de lacign | lacion | lisls | Seudo-
cepas | Glucosa G::)l::' Sacarosa| Maltosa | Lactosa |Rafinosa| Glucosa G;‘::' Sacarosa| Maltosa | Lactosa | NOgK | alcohol |arbutina micelio
WE | 2 |+ |+ |+ | | = | | e — ]
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CUADRO 6 (Conclusién)

GRUPOS

Caracteres en extracto de malta

Caracteres en estria sobre agar malta

Colonias gigantes

Observaciones

10 E
10 I
10 G
10 H
1 I
1Y
1 R

A los tres dias a 25°

Células redondeadas, algu-
gunas ligeramente elipti-
cas.

Presenta . pequefias vacuo
las y varias de ellas con
corpiisculos refringentes
en cada vacuola, ambas
series muy coincidentes.

Tamafio (3.0-5.7) X (5.8
6.8) u Figura 15.

Al mes en el mismo medio
a 17° acuse depbsito y
débil anillo.

A los cinco dias.

Superficie ligeramente ru-
gosa, blanca muy brillan-
te, bordes lobulados.

"A los treinta dias

Superficie y bordes practi-
camente lisos, poco bri-
llantes, mas bien mates,
color blanco-grisaceo. No
forma seudomicelio.

En figuras 17y 18 se apre-
cian dos colonias gigan-
tes correspondientes a las
cifras o Ey 11 L.

El color y aspecto de laf

masa es en ambos blanco
y mate, pero la superfi-
cie acusa diferencias, con-
cava la parte central y
contorno finamente es-
triado casi liso en la 1.2,
y con granulaciones so-
bre fondo estriado y par-
te central céncava en la
segunda.

Las células en extracto de
malta son de mayor ta-
mafio que las descritas
por Lodder en esta es-
pecie:

(2-4) X (3-5) ¢

No forma seudomicelio,
pero el frotis sobre agar
de patata acusa agrupa-
mientos ramificados de
levadura. Figura 10.

g & szj01.00 owoqip
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CUADRO 7

GRUPOS DE LEVADURAS CLASIFICADAS coMo Torulopsis glabrata.

Nam. FERMENTACION DE AZUCARES ASIMILACION DE AZUCARES Asimi. | Asimi- | Hidr6-
lacién lisis | Seudo-
GRUPO de lacién
Galac- Galac- N de dela | micelio
€epas | Glucosa| ~y ..~ |Sacarosa| Maltosa | Lactosa |Rafinosa| Glucosa| “y o~ | Sacarosa| Maltosa | Lactosa 0K | alcohol arbutina
T B B e B e I I et e Bt B B
APM
GRUPO Caracteres en extracto de malta Caracteres en estria sobre agar malta | Colonia gigante en gelatina de malta Observaciones
135 A los tres dias a 25° A los cinco dias a 25° Colonia muy lisa con lige-| La descrita por Lodder-W.
AP-AM ra cavidad en el centro. Kreger-Van Rig., proce-|

Células ovales, ovales-re-
dondeados.

(3,8-48) X (4,2-6,7). Figu-
ra 20.

Al mes a 17°

Trazas de anillo, depésito,
liquido claro y trazas ve-
lo en la superficie.

Estria blanco-grisacea, bri-
llante pero finamente
granulada.

Células. redondas y elipti-
cas con corpisculo re-
fringente. )

Al mes a 17°

Superficie débilmente es-
triada, color algo oscuro,
células elipticas, eliptico-
redondas.

Figura 21.

de de origen humano.
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CUADRO‘ 8

GRUPOS DE LEVADURAS CLASIFICADAS coMo Iorulopsis famata.

Nim. FERMENTACION DE AZUCARES ASIMILACION DE AZUCARES Asimi- | Asimi- | Hidr6-
d lacién lisis | Seudo-
GRUPO e lacién | "4e" | gela
cepas | Glucosa C't‘g::' Sacarosa| Maltosa | Lactosa |Rafinosa | Glucosa Gt"g::' Sacarosa| Maltosa | Lactosa | NOgK | alconot |arbutina micelio
pe |7 |+ || —-|=]-|-|+]|+]|+|+]-|=-|=-]+]-
GRUPOQ Caracteres en extracto de malta Caracteres en estria sobre agar malta Seudomicelio sobre agar patata Colonias gigantes
D 10 A los tres dias a 25° Al mes a 17° No forma seudomicelio. I.a colonia a los sesenta dias)

Células elipticas, eliptico-
ovales, pequefias,
Al mes a 17°

Depésito, anillo y liquido
claro. )

(2.6-3.2) X (3-2-3.5).- 1
Figura 22.

Estria lisa, color crema os-
icuro, bordes lisos tam-
bién.

a temperaturas 17 -20°
presenta aspecto liso,
oquedad central no muy
acentuada, color blanco,
mate. Figura 23.
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CUADRO o

GRUPOS DE LEVADURAS CLASIFICADAS coMo Torulopsis candida.

Niim. FERMENTACION DE AZUCARES ASIMILACION DE AZUCARES Asimi- | Asimi- | Hidré-
GRUPOS de tacién | lacién | sl seudo-
Galac- Galac- No_K de € 1a | micelio
cepas | Glucosa tosa | Sacarosa| Maltosa | Lactosa |Rafinosa| Glucosa| ~{ " |Sacarosa| Maltosa | Lactosa 3 alcohol | arbutina
| -
B 10 10 — — — — — — + + + + — — | tdepn| —
136 1 _ — —_ — - —_ + + 4 |debit| L — |Adebit| -
AP-AM [ l
GRUPOS Caracteres en extracto de malta Cultivo en estria de agar malta Colonia gigante sobre gelatina malta Observaciones
B 1° A los tres dias a 25° A los cinco dias @ 25° | En figura 26 y 27 seapre-| Las células del cultivo en
, ] . . cia el aspecto a los vein- malta son de mayor ta-
Células redondas vacuola-; Superficie brillante, ,blanca, te dias a temperatura pa- mafio que la descrita pa-
das, con una o dos vacuo-|  ligeramente grisicea y| 3 17200 y en la figura| ra la especie.
las pequefias. c(llveblln'iente lgbalgda, bCOE- 28 a los sesenta dias.
; < v - es algo ondulados. Cé- . L.
Vmécnelu;;:;anzz " 8! lulas redondas finamente| En la primera superficie li-
: : granuladas. sa, color crema y borde
(3.8-7) X (4.2-7) » blanco estriado y festo-
, Al mes a 17° nado. En la tercera apa-
136 Células redondas y vacuo- 7 rece marcadamente fibro-
AP-AM ladas, con gemacion o no| Crema brillante, fugoso, sa la parte central, color
figura 25, muy similares con bordes finamente es- crema, y al borde fina-
a las del grupo B, pero triados. mente estriado y blanco.

mayor tamafio.
(5.8-10.2) X (1.4-10.2) .

En ambos grupos se pre-
senta el mismo aspecto.

SOIYOLQUUD SDIIUDISHS & SDIDULIN SISO
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Familia Cryptococécea. Subfamilia Rhodotoruloidea. Género Rhodotorula.

CUADRO

10

GRUPOS DE LEVADURAS CLASIFICADAS COMO Rhodotorula glutinis.

Nim. FERMENTACION DE AZUCARES 'ASIMILACION DE AZUCARES Asimi- | Asimi- | Hidro-
GRUPOS de lacion | lacion lisis | Seudo-
Galac- s No.K de de la micelio
cepas | Glucosa tosa |Sacarosa| Maltosa | Lactosa |Rafinosa| Glucosa | Galactosa | Sacarosa | Lactosa 3 alcohol |arbutina
F o t === =1=]=|+ |+ [+e| — | +|+ | +|-
G 1w t - =] =|=-|-1=-1+ |+ ]+ =1|+|+]+]-
137 O e O T e e I e e e o S S
AP-AM
oo (1| —|=|=-|—=|=-|=-|+|=-1-]|-=-1+|+]+]-
AP-AM
146 Ll - -] =] =-1=-|=|+ -]+ -1|+]|-+]-
AP-AM .
104 A 1 — - — — - — + + + - + - s -
104 B 1 — — — - - - + + + - + - by -
s
104 C 1 - - - - - - + +_ + - + — ¢ -
wo |t |- |-|=-|=|-|=|1+ 7+ |+ -|=-|=-1+1]-
wP |1 — | === ==+ + ]+ = ]=|=-]+]-
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CUADRO 10 (Continuacion)

GRUPOS Caracteres en extracto de malta Caracteres en estria sobre agar malta Colonias gigantes
F 10 . A los tres dias a 25° A los cinco dias a 25° En figuras 33 y 34 se aprecia colo-
(Fig. 30) | Células redondeadas, contenido vacio| Superficie brillante, lisa, en las par-| ™2 gigante de cepa F de vemte
. . . - | _20°, D
G 1° o liso, destacando solamente un| tes mas densas, ligeramente abufio- d‘uas a 17-20% presenta superficie
corplisculo refringente. Células en| lada en el pico superior, color rosa hs'a, borde estrecho y finamente es-
gemacién. vivo. triado, color rosa vivo.
Al mes a 17°
Al mes a 17° .
7 Estria rugosa, de aspecto fibroso, co-
Depbésito y anillo rosado. lor rosa vivo (coral).
137 A los tres dias a 25° A los cinco dias a 25° Figuras 35 y 30, colonia de cepa 146
AP-AM Depésito y anillo rosado, Igual aspecto que las anteriores, con AP—A;Oa 1‘:: veinte y sesenga.ﬁilas
140 Depésito y anillo rosado. color rosa vivo, a 17-207 ambas rosa VWT y briftan-
AP-AM Eliptico redondeadas. , te, muy caractenstlc.as, a segunda,
Al mes a 17° marcadamente nerviada.
146 o .
AP-AM Al mes a 17 Supenrficie lisa, rosa vivo (coral) y
Depbsito y anillo rosa vivo. brillante. Bordes finamente estria-
(Fig. 32) dos y en la base rugosa. Células

redondeadas corciisculo

fringente.

con re-

SDNJOIQUUD SDIDUDISHS & SDIADULIN SISOILJYT




CUADRO 10 (Conclusi6n)

GRUPOS Caracteres en extracto de malta Caracteres en estria sobre agar ma'ta Colonias gigantes
104 A A los tres dias a 25° A los cinco dias a 25° Figuras 37 y 38, colonia de la cepa,
.\ 1
104 B Células redondeadas o eliptico-redon-| Igual aspecto que las anteriores pero 4o ‘?‘P AM, de los’ dos cul'txvos
(Fig. 16) deadas. color rosa asalmonado. de veinte y sesenta dias craterifor-
Contenido liso o ligeramente vacuo- me en el cer'ltro, bordes convexos
104 C lado. Menor ntimero de células, Al mes a 17° color rosa vivo.
con corpasculo refringente, que| Estria mas lisa que las anteriores de
las anteriores. este tiempo y el color rosa més
A . opaco.
mes a 1
7 Células de igual aspecto.
Depésito y anillo rosado.
146 O A los tres dias a 25° Al mes a 17° Figuras 30 y 40, colonia de la cepa,
(Fig. 31) Eliptico-redondeada con 2-4 cor-| Estria rugosa, color rosa ligeramen- 1137 AP-AM a los \lr'emte dias y a
146 P plsculos refringentes. Algunas cé-| te amarillento. 0s sesenta, aspecto 10 y finamen-
. lulas en gemaciéon. Se acusa menor te radiado, respectivamente, son
(Fig. 32) mas similares a G que a la 145

tamafio que las anteriores.

- Al mes a 17°

Depésito y anillo rosado.

AP-AM.

QI
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CUADRO 11

GRUPO DE LEVADURAS CLASIFICADAS coMo Candida mycoderma.

Familia -Cryptococicea. Subfamilia Cryptococoidea. Género Candida.

Ntim. FERMENTACION DE AZUCARES ASIMILACION DE AZUCARES Asimi- | Asimi- | Hidr6-
lacién lisis | Seudo-
GRUPO de lacién
Galac- Galac- de | dela | micelio
cepas | Glucosa tosa Sacarosa| Maltosa | Lactosa |Rafinosa | Glucosa tosa Sacarosa| Maltosa | Lactosa N°3K alcohol | arbutina
|
2 I I B B B I B e e e e N e e e
AP-AM
GRUPO Caracteres en extracto de malta Caracteres en estria sobre agar malta Colonia gigante Seudomicelio sobre agar patata
141 Celulas eliptico alargadas, A los cinco dias a 25° En gelatina malta a los| Seudomicelio, ramificado,
AP-AM algunas francamente veinte dias, colonia blan-| con células mas alarga-

alargadas. Figura 41.
Presentan dos corpiiscu-
los refringentes, uno en
cada polo; a las veinti-
cuatro horas, acusa ya
formacién de velo.
Figura 41.

Superficie mate, blanco
gris, como cristal esme-
rilado.

Células elipticas algo alar-
gadas, con dos pequeiios
corptisculos refringentes.

Al mes a 17°

Superficie blanca mate.

ca lisa, tenuemente raya-
da con borde finamente
estriado. Figura 42.

das en cadenas y sobre
ellas las blastoesporas de
menor tamafio y elipticas.
Figura 43.
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CUADRO 12

GRUPOS DE LEVADURAS CLASIFICADAS coMo Candida albicans.

N

Nim. FERMENTACION DE AZUCARES ASIMILACION DE AZUCARES "Asimi- | Asimi- | Hidré-
GRUPOS de . lacién lagieén ‘:Lsil: Seudo-
cepas | Glucosa ‘,”t‘:,'::’ Sacarosa| Maltosa | Lactosa |Rafinosa| Glucosa G&l:ac- Sacarosa| Maltosa | Lactosa | N0gK | aiconol |arbutina micelio
A B3|+ 4=+ =]+ -1+ 4+ =]=-1=-1=-]+
Cr 1+ + -1+ —-—|—-t+| |+ +| -1 - - | +
E 10 s+ |+ -+ -1=-|+l-|+]+|-|-1-1-|+
T T T T e e o e I S I o T B B B N
AP-AM
138 tl+ |+l -+l ==+l =-1+1+|=-1-1-1-1+
AP-AM
139 rl+~ )+ -+ |-+ -+t =11 -] -]+

AP-AM

Q
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CUADRO 12 (Conclusidn)

GRUPOS

Caracteres en extracto de malta

Caracteres en estria sobre
agar malta

Seudomicelio sobre agar de patata

Colonias gigartes en gelatina malta

A 1°
C1°
E 1°
134

AP-AM

138
AP-AM

139
AP-AM

A los tres dias a 25°

‘Células redondas en gema-
cién.

Contenido liso o con algln
pequefio corpusculo re-
fringente, aisladas o reu-
nidas en grupos.

Células de diferente tama-
fio, oscilando la media
entre: (2.9-5.5) X (3.0-
7.1) @

El aspecto de las células
correspondientes a los 6
grupos es muy similar,
Figuras 44 y 45.

Al mes a 17°
Presentan deposito y ani-
llo, acusando A0 C,° li-
gero polvo . flotante.
Las 136, 138, 139, AP-AM
anillo y liquido, claro.

A los cinco dias.

Superficie blanca, jugo-
sa, brillante, lisa y los
bordes también lisos.

A los treinta dias.

Presentan superficie li-
sa, blanco marfil ma-
te. Los bordes tam-
bién lisos, destacin-
dose solamente ligera
‘ondulacién en los gru-
pos C y E, mas mar-
cada en el primero.

Al microscopio, las cé-
lulas acusan corpfiscu-
los refringentes bien
destacados.

Las del grupo 139 AP.
se destacan por su
menor tamafio, pero
con el mismo aspecto.

Seudomicelio tipico con
blastoesporas reunidas en
racimos globosos y colo-
cados a lo largo de un
filamento formado por
células alargadas.

En las figuras 46, 47, 48 y
49 se aprecia el conjunto
y detalle, tomados de cul-
tivo sobre frotis de agar
de patata sobre porta,

" sembrado con la cepa E.

En las figuras 50 y 51 se
aprecian seudomicelios de
las cepas A, C, y 139
AP-AM. Pero definidos
por estar cultivados en
masa de agar mas densa
y en caja Petri, ademas
el desarrollo mas avan-
zado da lugar a fusién a
los racimos globosos.

En las figuras 52 y 53 se apre-
cian las colonias gigantes per-
tenecientes a la cepa Ar°.

Son dos fases de desarrollo, la
3.2 de unos treinta dias a 17-
20° y luego a nevera.

La 22, sesenta dias a 17-20°. En
esta segunda fase se aprecia la
liquidacién de la gelatina.

Las colonias de cepa EI° figuras
54 y 55 son similares a las de
la cepa A1° lisas con ligeras
estrias, liquidan la gelatina.

La colonia de cepa C figura 56
presenta rugosidades mnerviadas
y bordes granulados y la colo-
nia figura 57 liquidando la ge-
latina. Las colonias de esta cepa
‘estan en una fase de transicién
entre las E y C 138-AP (figu-
ra 5o
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CUADRO 13

GRUPOS DE LEVADURAS CLASIFICADAS COMO Trichosporon cutaneus.

Familia Cryptococicea. Subfamilia Trichosporoidea. Género Trichosporon.

Num. FERMENTACION DE AZUCARES ASIMILACION DE AZUCARES Asimi- | Asimi- | Hidro-
GRUPOS de lacion | lacién lisis | Seudo-
Galac- Galac- N de dela | micelio
C€€Pas | Qlucosa| ~y o |Sacarosa| Maltosa | Lactosa |Rafinosal Glucosa| ~¢ " |Sacarosa| Maltosa | Lactosa 04K | alcohol 'arbutina
A N e e e e e e e e e R R
S T B e e e B e O I S B B B B
D I B e e e e e (R I T S (N N N
GRUPOS Caracteres en extracto de malta Caracteres en estria sobre agar malta Seudomicelio Colonias gigantes
152 L A los tres dias a 25° A los cinco dias a 25° Forman abundante seudo-| A los sesenta dias a 17-20°
152 M Células elipticas y células Estria muy rugosa y fibro- mlzeho con Celslas aflar- Presenta aspecto muy fi-
muy alargadas, otras pa- sa, CoOmo gruesas nervia- gadas y ‘en cadena . 1or- broso, color pardo ama-
152 N > v e mando zigzag y sobre . )
recen tranosmiceliares. duras, color crema. rillento y horde finamen-
ellas figuran colocadas

En su interior presentan
vacuolas y corpusculos
refringentes. Figuras 6o,
61 y 62.

Al mes a 17°

Nerviaduras mas destaca-
das, color més oscuro.

las blastoesporas, de for-
ma eliptica, eliptico - re-
dondeada, colocadas en
forma caracteristica. Fi-
gura 63.

te estriado, blanco yeso.
Figura 64.
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— 1

CONSIDERACIONES ACERCA DE LOS RESULTADOS

Efectivamente es posible comprobar una vez mds la subordinacién
existente entre las micosis humanas y la presencia de antibidticos, y asi
como muchos autores describen localizaciones en faringe, bronquios y
pulmones, boca, estdmago e intestinos, aparato genital femenino o hi-
gado y otras visceras —siempre relativas a un concepto de patogeni-
cidad— nosotros en 311 muestras de orina procedentes de personas sa-
nas y enfermas, tratadas o no con antibidticos, hemos aislado 200 cepas
de levaduras, que si bien es verdad, algunas procedian de personas sanas
o enfermas que, al menos en el momento del examen no estaban someti-
das a antibioterapia, lo cierto es que del 74,05 % de estas muestras
procedentes de enfermos tratados con distintos antibidticos, un 93,4 %
fueron micotico-positivos. Para una visién comparativamente mdis clara
de los resultados presentamos el

CUADRO 14

Casuistica ocasional de casos micdtico-positivos en orinas.

Un 318 % de aparentemente sanos, de los cuales 21,2 %
son micotico-positivos.

De 311 casos exami-

Con antibioterapia son el 74,05 %, v
nados ... ... ... ...

de ellos un 93,4 % micbtico-posi-
Un 68,2 % de enfer- tivos.

mos Sin antibioterapia son 25,95 %, de

los cuales hay 54,5 % micético-po-
sitivos.

En estos resultados hay que suponer, ademas, que parte de los mi-
cotico-positivos aparentemente ajenos a la antibioterapia tengan una
remota etiologia de origen antibiotico, ya que dado el general uso y abuso
que de estos agentes terapéuticos se hace, es posible que intervinieran
en su implantacién modificando, definitivamente, el equilibrio de la flora
microbiana compleja.

Prescindimos en este trabajo del concepto estrictamente patdgeno
que puede representar la coexistencia de estos microorganismos en in-

25



224 Antonio Portolés y Enrique Feduchy

{ecciones bacterianas del aparato urinario, interesindonos tan sélo por
los posibles puntos de contacto que pueden existir entre levaduras y
antibiticos, al influir éstos en su origen o implantacién organica in vivo,
deteccion por cultivo i witro, que condiciona, a su vez,' el tratamiento
por antibidticos de otra naturaleza para lograr su destruccién o des-
aparicién. ‘

Las consecuencias que se deducen de las observaciones acerca del in-
tervalo de aparicién de levaduras en relacién con el tratamiento, son
paralelas a los resultados obtenidos in witro con vistas a lograr un
perfecto aislamiento de estos microorganismos: en el primer caso se ve
que el periodo de aparicién de levaduras es tanto mas corto cuanto mas
intenso es el tratamiento antibiético e independiente de su naturaleza
quimica, lo mismo que en el segundo una eficaz asociacién inhibidora
antibacteriana trae como consecuencia el cultivo aislado de las colonias
levaduriformes. Asimismo, la aparicién de micosis en orina es tan rapida
(tres dias) cuando intervienen tres antibi6ticos entre los que se establece
una potente accion sinérgica antibacteriana, aun cuando entre ellos no
existan inhibidores de tipo tetraciclinico que son los mas responsabiliza-
dos de las micosis post-antibioterapia, como ficil es conseguir cultivos
de levaduras aisladas si se conociera a priori el comportamiento frente
a los antibidticos, de las especies que integran la flora microbiana com-
pleja de la que se quieren aislar.

Asociaciones de 30 gam. de cloromicetina con 40 gam. de estrepto-
micina/c. ¢. de medio se han mostrado de gran eficacia en el aislamiento
de colonias de levadura a partir de orinas, segin se puede ver en el
cuadro 2, aunque si la contaminacién es debida a proteus o piocianicos
su eficacia se ve notablemente disminuida. En este aspecto es preciso se-
fialar también que hemos observado que el 1 % de glucosamina en el
medio favorece el desarrollo de células levaduriformes que en los frotis
se encontraban alteradas o “envejecidas” quizd por antagonismos de
tipo ecoldgico.

El intervalo normal de aparicion de levaduras viables, en los casos
de infecciones urinarias por floras microbianas complejas sometidas a
antibioterapia, parece oscilar entre ocho a quince dias desde que se
inicia el tratamiento, aunque siempre dependiendo de la actividad bac-
tericida de los agentes terapéuticos porque en un caso de asociacién si-
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nérgica de penicilina, estreptomicina y cloromicetina, hubo aparicién de
ievaduras a los tres dias de tratamiento.

Sin duda, es mucho mayor el porcentaje de C. albicans encontrado
por nosotros frente al de las otras levaduras; esto y su mas frecuente
agresividad pueden ser la causa de que todos los trabajos de esta indole
consultados se refieran casi exclusivamente a moniliasis. No obstante
esto, también hemos de conceder importancia a las otras especies detecta-
das y cuya frecuencia puede observarse en el grifico A, del que es po-
sible establecer el siguiente orden de apariciéon por géneros:

Candida —s Torulopsis —s Rhodothorula —s Cryptococcus —» Trycophiton

Por dltimo, en los casos en que pese a no existir antibioterapia, se
detectan levaduras, coincidiendo con glucosurias de concentraciéon varia-
ble, se observa en el sedimento en fresco un aumento en la proliferacion
de estos microorganismos sin que hayamos podido demostrar relacion
entre la concentracion del azticar en las muestras de orina y la densidad
de contaminacién micética.

RESUMEN Y CONCLUSIONES

1. Se hacen ensayos que demuestran la utilidad de asociaciones de
40 gam. de estreptomicina con 30 gam. de cloromitecina para la detec-
ci6n de colonias aisladas de levadura, en muestras de orina.

2. Se observa, para algunos casos con posibilidad de comparacién,
una cierta relacién entre el intervalo de aparicién detectable de las leva-
duras y la potencia antibacteriana efectiva del tratamiento.

3. En el 74,05 % de las muestras, que fueron tomadas post-anti-
bioterapia, se encontraron el 93,4 % con presencia de levaduras; el
resto de las especies encontradas proceden de enfermos no tratados por
antibiéticos y de personas aparentemente sanas. '

4. Ademis de un 65 % de C. albicans se han detectado y clasifi-
cado otras especies: 6,5 % de C. tropicalis, 6 % de T. candida, 5 % de
Rh. glutinis, 4 % de T. versatilis, 3,5 % de T. famata, 3,5 % de Rh. ru-
bra, 2,5 % de Rh. mucilaginosa, 1,5 % de Tr. cutaneus, v % Cr. albidus,
0,5 % de C. mycoderma, 0,5 % de T. glabrata y 0,5 % de Cr. Laurentii.
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226 Antonio Portolés y Enrique Feduchy

SUMMARY

1. We fulfil experiments to show the utility of associations of 40
gam. streptomycine with 30 gam. chloromicetine for the detection of
isolated yeast colonies, in samples of urine.

2. We observe, for some cases with the possibility of comparison,
a certain relation between the interval of appearance detectable of yeast
and the effective antibaterian power of the treatment.

3. In the 74,05 % of the samples, taken post-anti-biotherapy, 93,4
por 100 presented yeast; the rest of the species found came from sick
people not treated with antibiotics or from persons who were apparently
healthy.

4. Besides a 65 % of C. albicans some other species have been de-
tected and classified: 6,5 % C. tropicalis, 6 % T. candida, 5 % Rh. glu-
tinis, 4 % T. versatilis, 3,5 % T. famata, 3,5 % Rh. rubra, 2,5 % Rh.
mucilaginasa, 1,5 % Tr. cutaneus, 1 % Cr. albidus. 0,5 % C. mycoderma,
0,5 % T. glabrata and 0,5 % Cr. Laurentii.
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FiGuras 1, 2y 3

DIADULLIN SIS0

Imégenes de tres frotis de sedimento urinario, donde se aprecian claramente las' células de
levadura; uno de ellos (fig. 3) muestra amplio desarrollo de seudomicelios.
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FIGURAS 4 ¥ 5
Imagenes de células de levaduras con alteraciones analogas a las de- envejecimiento, produ-
’ cidas posiblemente por antagonismos microbianos.



Ficuras 6, 7 y 8

Aumento del tamafio celular y separacién de la pared y
de nistatina.

Figuras 9, 10 y 11

Exteriorizacién de vacuolas y grdnulos como fases que preceden a

la desintegracién celular.
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Ficuras 12, 13 y 14

Ultimas fases que conducen a la desintegracién celular producida por la nistatina.

Ficuras 17 v 18

Torulopsis versatilis. Colonias gigantes sobre gelatina de malta a los Go dias, correspondien-
tes a las cepas 10 E (fig. 17) v 11-1 (fig. 18).
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TP 893

Células de cultivo en malta de 72 horas de levaduras 10 G Torulopsis wversatilis.
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FF1Gura 16

Celulas de cultivo en malta de 72 horas de levaduras 10 E Torulopsis versatilis.
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Ficura 19

Desarrollo sobre agar de patata de frotis

de Torulopsis wversatilis (levadura
que no acusa seudomicelio.

Ficura 20
Colonia gigante en gelatina de mal-
ta de Torulopsis Candida, cepa By,.
Superficie lisa color crema, borde
estriado, blanco.
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Figura 21 Ficura 23 =

. . .. . S
Colonia gigante en gelatina de mal- Colonia gigante en gelatina de mal- L3
ta de Torulopsis glabrata, cepa 133, ta a los 6o dias de Torulopsis fa- L5
AP-AM. mata, cepa D. =2
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Ficura 27 Freura 28
Colonia gigante en gelatina de mal- Colonia gigante en gelatina de mal-
ta de Torulopsis Candida, cepa 136- ta de Torulopsis Candida, cepa B
AP-AM, en fase mas avanzada, ini- en fase mas avanzada que en fig. 27.

ciando granulaciones.
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Ficura 20 Ficura 22
Torulopsis glabrata, células en malta a Células de Torulopsis famata, cultivo
las 72 horas de la cepa 135. AP-AM. en malta de 72 horas, cepa D.
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Células de Torulopsis Candida en malta a las 72 horas, correspondientes a las
cepas 130-AP (fig. 25) y By (fig. 24).
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Ficuras 29, 30, 31 y 32

Células de cultivo en malta de Rhodotorula glutinis, variedad rubescens, de las
cepas 104 D (fig. 20), F o (fig. 30), 146 O (fig. 31) y 146 P (fig. 32).
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Ficura 33 Ficura 34

Rhodotorula glutinis, cepa F. Rhodotorula glutinis, cepa F.

Fieura 36 FIGURA 37
Rhodotorula glutinis, cepa 146- Rhodotorula  glutinis, cepa 140-
AP-AM, AP-AM.

FFreura 335

Rhodotorula  glutinis, ccpa 146-
AP-AM.

Frcura 38
Rhodotorula  ghitinis, cepa 140-

AP-AM.
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45

Ficuras

cepa 134 AP-AM

cultivo de 72 horas en m

Células de Candida albicans,

(ﬁag. 414) y A1° Qﬁ'g' 45)‘
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68

Ficuras 46, 47, 48 v 49
. Aspectos de seudomicelios de Candida albicans, sobre agar de patata, con aspecto caracteristico
en los agrupamientos de blastosporas.
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F16uras 50 y 3I
Seudomicelio de Candida albicans, detalle de los racimos globosos de blastosporas
del seudomicelio.

Ficuras
52y 53

Colonias gigantes de Candida albicans sobre gelatina de malta, a los 6o dias;
cepas Ao comenzando en (fig. 53) a liquidar la gelatina.

IF16URAS
54 Y 55

Colonias gigantes en gelatina de malta de Candida albicans, cepa E. En la figu-
ra 55 comienza liquidacién de la gelatina, aprecidndose aun aspecto fibroso.
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Ficuras 56 y 57

Colonias gigantes de Candida albicans, cepa C, sobre gelatina de malta. Se aprecia
francamente cl aspecto fibroso de fase mas avanzada vy la liquidaciéon de gelatina
en figura s57.

Ficuras 58 y 50

Colonias gigantes de Candida albicans, cepa 138-AP-AM, sobre gelatina de malta,
Comienza a manifestarse la fase granulada y la liquidaciéon de la gelatina.

41



240 Antonio Portolés v Enrique Feduchy

F1curas 60 v 61

Células de Trichosporon cutancum, de cultivo de malta a las 72z horas, aprecian-
dose formas de comienzo de seudomicelio.
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04

A0

FiGurA 62

Células de Trichosporon cutanewm, de cultivo de malta a las 72 horas, apreciin-
dose formas de comienzo de seudomicelio.
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Ficura 63 Ficura 64

Seudomicelio de Trichosporon cutaneus, de Colonia gigante sobre gelatina de malta de
frotis sobre agar de patata, presentando Trichosporon cutaneus, de aspecto muy fi-
tipico aspecto en zig-zag y las blastosporas. broso caracteristico.

%

Ficura 65

FEstrias sobre agar patata de

Candida Candida Torulopsis
mycoderma albicans Candida



C.SILC
INSTITUTO «FAIME FERRAN», DE MICROBIOLOGIA
SECCION DE SANTIAGO DE COMPOSTELA

ESTUDIOS SOBRE PRODUCCION
DE ACIDO CITRICO POR FERMENTACION

IV. Factores que influyen en la fermentacién en sumergido.

POR
José Luis MALO ECHEVARRIA y Benito REGUEIRO VARELA

INTRODUCCION

En el primer trabajo sobre produccién de 4cido citrico por fermenta-
cién, Malo & Regueiro (1957) decian que pocas variaciones se habian rea-
lizado en los métodos de Currie (1917), hasta la aparicién de la técnica
de fermentacién en sumergido por Perquin (1938). Los numerosos auto-
res que habian estudiado esta fermentacion {micamente estudiaban las va-
riables o factores en relacién con el microorganismo medio de fer-
mentacion o factores fisicos con wque trabajaba cada uno. Este fue
también el objetivo de nuestros anteriores trabajos (1958, 1958 a).

Los problemas que hemos visto en la fermentacién en superficie,
con medio sintético, también se presentan en la fermentacién en su-
mergido, aparte otros que afectan a la aireacién. Por tanto, se hace
preciso reinvestigar todos los factores, para adaptarlos a las nuevas
condiciones de crecimiento y en las condiciones en que nosotros tra-
hajamos.

Desde luego, la fermentaciéon en sumergido presenta evidentes ven-
tajas sobre la superficial, sobre todo en lo fundamental de produccién
del producto a obtener en la fermentacién. Por esta razén todas las
fermentaciones de tipo aerobio tienden a realizarse por este método,
a No Ser que se opongan razones economicas. -

De todas maneras, siempre es conveniente el estudiar los factores
o variables en las dos formas de crecimiento.
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En el presente trabajo se estudian los factores que en la fermenta-
cion en superficie hemos encontrado como mas fundamentales en la
produccion.

REVISION BIBLIOGRAFICA

Como deciamos antes, después de los trabajos de Currie (1917),
poco original encontramos sobre produccion de 4cido citrico por fermen-
tacion, hasta la aparicién de la tesis doctoral de L. H. C. Perquin (1938}
en Delft (Holanda).

Aplica este autor el método introducido por Kluyver & Perquin (1933),
de cultivo de microorganismos en sumergido, a la produccién de 4cido
citrico. ‘Como dicho trabajo fue publicado en holandés, recibié poca aten-
cién, aunque representa el trabajo fundamental sobre produccion de
acido citrico en fermentacién sumergida, por lo cual es necesario su cono-
cimiento. ,

Después del anterior trabajo, encontramos como mas importantes los
de Karow & Waksman (1947) y Shu & Johnson (1948). A partir de
¢stos se han publicado otros que veremos mas adelante.

Para sistematizar algo esta revision vamos a tratar aqui sélo de los
trabajos de produccién de 4cido citrico en fermentacién sumergida, so-
Lre medio sintético y en escala de laboratorio, tratando por orden los
factores: microorganismo, medio de fermentaciéon y factores fisicos.

Microorganismos.

Puede decirse, en términos generales, que hongos que producen dcido
citrico en superficie también lo producen en sumergido, aunque esto se
admite con ciertas reservas. La capacidad de produccién varia mucho
de unas razas a otras; asi Perlman (1949), estudiando setenta razas de
Aspergillus niger de origenes diferentes, observa que todas dan acido
citrico, pero solo unas pocas en cantidad remunerable (se considera como
tal, la que produce mis de un 50 % de conversién). Esto indica que
fisiolégicamente unas razas deben ser diferentes de otras. Encuentra el
autor como mejores las esporas jOvenes, cuya conservaciéon conviene sea

a haja temperatura.
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 El fenémeno de “variacién biolégica” que vimos cuando hablamos
de la fermentacién en superficie, también ocurre en la fermentacion en
sumergido, lo cual también aqui indica que una colonia es una mezcla
de razas originadas por variaciones naturales. Por seleccién pueden se-
pararse unas razas de otras, que aunque no difieran morfolégicamente,
si varian en su capacidad de produccién de acido citrico.

El método de seleccién de razas productoras de 4cido citrico, por
mutaciones inducidas, tuvo poco éxito; sin embargo James & Rubbo &
Gardner (1956), consiguen por irradiacién ultravioleta y rayos X, a
partir de la raza de Aspergillus niger 72-4 Wis., unos mutantes que no
solo difieren en la capacidad de producir mas 4cido citrico, sino también
en sus caracteres morfoldgicos. Usan los métodos generales de Shu &
Johnson (1947). En otro trabajo, Gadner & James & Rubbo (1956),
indican un método de aislamiento de las razas productoras, sobre un
medio indicador de acidez.

Shu & Johnson (1947), estudian el efecto del medio de esporulacion,
sobre la produccion de 4cido citrico en fermentacién sumergida. Utilizan
un medio sintético con azticar, sales inorgédnicas y agar, al que afiaden
diferentes iones metalicos. Si en dicho medio se aumenta la cantidad de
zinc, nitrato amoénico y fosfato monopotasico, se retarda la esporulacién,
que en cambio se adelanta aumentando el manganeso o afiadiendo ex-
tracto de malta. La presencia de manganeso en el medio de esporulacién
rebaja un 35 % la produccién de acido citrico en fermentacién.

Esto, en sumergido; en superficie no influye. En dieciocho pases suce-
sivos por medio de esporulacidn, no se observa cambio significativo en
la actividad de la raza estudiada: “72-4 Wis.”

Shu & Johnson (1948), estudian la interdependencia de los compo-
nentes del medio de fermentacién, y Martin & Steel (1954) estudian la
influencia del empleo de un inéculo vegetativo en vez de indculo de
esporas, observando que el tipo y cantidad del mismo influyen en los
resultados finales. )

Medio de fermentacion. .
Cuando se utiliza un medio sintético, su composicion es: azficar, sales

inorgénicas e iones metalicos. También aqui influyen los “elementos
traza”, como vimos en la fermentacién en superficie.



246 José Luis Malo y Benito Regueiro

De aziicares se utilizan sacarosa, y glucosa sobre todo. La cantidad
optima es de 10-5 % ; si se pone mas, la fermentacién se alarga y, por
tanto, la eficiencia disminuye. Algunas razas de hongo no toleran can-
tidades elevadas de 4cido citrico, y entonces se precisa terminar antes las
fermentaciones. Pero también si se pone en cambio poca cantidad de
azticar, como parte de é| se utiliza en la formaciéon de micelio y pro-
duccién de energia, disminuye la cantidad correspondiente a la forma-
cién de acido citrico. El azicar que se transforma en 4cido citrico se
expresa en por ciento de conversion.

Shu & Johnson (1948) aconsejan tratar el azlicar para separar las
impurezas metalicas.

Como fuente de nitrogeno se utilizan, en el medio de fermentacién
sintético, varios productos (nitratos, sales amonicas, aminoécidos, etc.)
sin observarse diferencias apreciables. Mientras no se conozca bien este
factor, interesa siempre no poner exceso de nitrogeno en los medios.

Shu & Johnson (1948) estudian la influencia de las sales inorgéni-
cas, encontrando como mejor fuente de nitrégeno el nitrato aménico al
0,25 %, y como necesario, el sulfato magnésico, que por debajo de 0,05
por 100 da rendimientos muy bajos. El fosfato también es necesario, y
no solo como buffer o alimento, pues se observa una mayor produccién
de acido citrico cuando se afiade mis fosfato del necesario para el
crecimiento.

En cuanto a los iones metalicos, quizds sean el factor del medio de
fermentacion que mas influyen en la formacién del 4cido citrico. Esta es
la razén por la que fueron estudiados por numerosos autores, axistiendo
grandes divergencias entre ellos, quizds sobre todo debido al empleo de
razas de hongos diferentes.

En el trabajo mencionado de Shu & Johnson (1948), se estudia la
produccién de 4cido citrico en relacién con los iones metalicos, viendo
que el hierro y zinc eran necesarios para el crecimiento aunque su nivel
variaba con la raza utilizada. Dan la hipotesis de que el acido citrico
se acumula cuando ciertos componentes (por ejemplo, los iones metali-
cos) de los sistemas enzimaticos se encuentran a un nivel por debajo del
normal. Asi el zinc y el hierro, en cantidad inferior a la precisa para
el crecimiento, hacen aumentar la cantidad de &cido citrico. Sin em-
bargo, si esta concentracion de metales baja mucho, la utilizaciéon de
azticar se hace muy pobre y no se forma tanto acido citrico.
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Karow & Waksman (1947) encuentran que el zinc y manganeso son
necesarios para la produccion de &cido citrico. ’

También Karow & Waksman (1947) dicen que la adicién al medio
de suplementos organicos inhibe la produccién de acido citrico, en las
condiciones en que ellos los emplean, aun cuando se aumenta el creci-
miento del hongo.

Como en la fermentacién en superficie, Moyer (1953) estudia el
efecto del metanol en la produccion de acido citrico en sumergido, en-
contrando que varias razas de hongo producen bastante 4cido citrico,
cuando se afiade metanol a un medio con cantidades elevadas de iones
metalicos.

Factores fisicos.

Muchos, son los mismos que hemos visto en la fermentacién en su-
perficie, pero otros intervienen debido a la nueva técnica utilizada. En-
tre los estudiados por diferentes autores tenemos los siguientes:

La esterilizacién no es factor muy importante, debido a que como
dijimos anteriormente el pH que se utiliza hace dificiles las contamina-
ciones. Steel & Lentz & Martin (1955), observan que la fermentacién
es sensible a los cambios de las condiciones de esterilizacién. Un au-
mento en la presién no influye, pero un aumento en el tiempo de la
misma puede variar resultados, aunque éstos afectan mas a la morfo-
logia que a la produccién. También observan variacién segtin el tiempo
de enfriamiento de la esterilizacién. Malo & Regueiro (1957) estudian
estos factores en superficie, no encontrando tales variaciones.

También Steel & Lentz & Martin (1955) estudian la influencia del
pH inicial, encontrando que el 6ptimo es 7.0 en las condiciones en que
trabajan. En cambio Shu & Johnson (1948) utilizan un pH inicial de 3.8,
y que si se eleva mas, se acorta el tiempo de fermentacién, aunque no
hay reduccidén de produccion de acido citrico.

En la temperatura de fermentacién, casi todos los autores utilizan
de 25° a 28°, aunque ésta varia también seguin la raza utilizada. Steel &
Lentz & Martin (1955) encuentran el 6ptimo a 31° en las condiciones
que ellos utilizan.

El factor que diferencia la técnica de sumergido de la de superficie
es la aireacién. Como la fermentacién citrica es de tipo aerobio, se

5
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comprende que cuantas mas células estén en contacto con el oxigeno del
aire, mis metabolismo y més produccién de sustancias se producirin.

En la fermentacion superficial, solamente una capa de células estd en
contacto con el oxigeno disuelto en el medio (que es el finico que pasa a
la célula), mientras que ‘en el método sumergido en micelio ocupa todo el
volumen de medio y el oxigeno se disuelve en mayor proporcién, debido
a la aireacion y agitacién del medio por diferentes métodos.

En escala de laboratorio, los matraces con el medio se ponen encima
de unas mesas de agitacién, que al mover violentamente los matraces
hacen que el aire filtrado se mezcle con el medio y el oxigeno se disuelva
en mayor proporcién en todo el volumen. :

Shu & Johnson (1948). observan las diferencias en este factor, se-
glin se agite en rotacién o en vaivén, observando que la {nica diferencia
es el tiempo de fermentacién, que en el primer caso es de doscientas
horas, y en el segundo de doscientas ochenta horas.

Shu (1953) estudia la importancia de la aireacién en la produccic'm
de acido citrico, encontrando que si el medio se airea con aire se pro-
duce un 42 % de conversion; si la aireacién es con oxigeno, esta con-
version sube al 70 %. Mayor rendimiento se logra si el gas de aireacion
contiene anhidrido carbénico. '

METODOS

A lo largo de este trabajo se ha empleado el mutante: Aspergillus
niger 72-4 (13), que se conserva en tierra por el método indicado en
nuestro primer trabajo.

También indicamos alli la técnica de induccion de mutaciones por
radiaciones ultravioleta, que se realiza en una parte de este trabajo. Los
medios de esporulacién y de fermentaciéon son los mismos indicados
para superficie.

Con relacién a la técnica de fermentacidn sumergida, utilizamos ma-
traces Erlemmeyer de 500 c. c. de capacidad con 50 c. c. de medio de
fermentacion. Estos matraces se colocan en un aparato de agitacién de
vaivén, al que un motor de un HP. da go golpes por minuto con un
recorrido de 10 cm. El aparato va dentro de una cimara de 28° (fig. 1).

6
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Para buscar las condiciones dptimas de aireacion, se hace necesario
el determinar cuales son aquéllas en las que se disuelve mas oxigeno en
el medio; ésto lo hacemos utilizando matraces de diferentes tamafios y
con cantidades diferentes de medio.

El oxigeno disuelto puede determinarse por varios procedimientos,
pero encontramos como mdis sencillo para nuestro objeto el método de
Cooper & Fernstrom & Miller (1944) de oxidacién del sulfito.

FIGura 1

En los matraces pone, en vez de medio, una solucién de sulfito que
se pone en agitacién; a intervalos de tiempo se toman cinco c¢. c. de
muestra, se le afiade una solucién yodo-yodurada y el exceso de yodo
titula con thiosulfato; el gasto de éste aumenta con el tiempo de airea-
cién, pues cada vez hay menos sulfito que reaccione con yodo y, por
lo tanto, hay mas yodo libre. Se ponen controles de matraces con solu-
‘cién de sulfito sin agitar.

Resultados obtenidos en unas pruebas son los que se indican en la
figura 2.
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El factor que mas afecta a la aireaciéon de un medio es el del creci-
miento del hongo; es decir, el micelio. Por esta razén, para completar
este estudio del factor oxigeno disuelto, realizamos una experiencia
igual a la anterior, pero en presencia de micelio que se recoge proceden-
te de una fermentacién en sumergido y que se lava con agua en un em-
budo Buchner. Se prepara una suspension del mismo y afiade en dife-

1: 500/ 30 c.c
2: 50/ 75c¢C.c
3: 500/400¢.c

4:1000/ 00¢.C.
$:4000/ {50c.c
6:1000/ 200¢. ¢

- " A "
9 L} {0’ 1% 20’
CURVAS DE AIREACION

TI

Ficura 2

rentes cantidades a varios matraces de 500 c. c¢. que contienen un volu-
men final de 50 c. c. de solucion de sulfito.

Observando los resultados obtenidos que se dan a continuacion, se
nota que la aireacion en todos los casos es muy parecida, sin que la
cantidad de micelio parezca que ejerce influencia alguna, aunque des-
de luego su presencia frena la aireacion haciendo la disolucién de oxi-

8
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geno mas lenta. Esto puede verse en el cuadro siguiente, que indica los
gastos en c. c. de tiosulfato:

5 w1y 20 25'
Micelio: 0,0 % ... ... ... 4,6 56 60 62 6,5
7 2,0 % v ion e 3,3 36 37 38 40
” 40 %o oo ool . 31 3,7 40 4,2 4,2
” 6,0 % ... ... ... 31 39 39 40 40
” 80 % ... ... ... 32 32 40 39 39
7100 %oeee e e 29 35 36 35 3.5.

Los resultados de la fermentacién se observan por determinaciones
en muestras que se realizan a los diez dias de fermentacién. El volumen
de micelio se hace por centrifugacion de 10 c. c. en tubo de la misma
capacidad, a 2.500 r. p. m.; durante diez minutos, se lee el tanto por ciento
del sedimento. El pH se determina en modelo Beckman G. El aziicar
remanente se determina por la técnica de Shaffer Somoggi (1933). La
acidez titulable, por el método usado por Karow & Waksman (1947).
I.a separacion de elementos traza por la oxina, por el método usado por
Chesters & Rolinson (1951).

Por altimo, se hace determinacion colorimétrica de 4cido citrico, por
el método de Perlman & Lardy & Johnson (1944), encontrindose en
todos los casos. que coincide con la determinacién de acidez titulable, lo

cual indica que todo el acido que se forma en las fermentaciones reali-
zadas es acido citrico.

RESULTADOS

1.°  Influencia del agua del medio de fermentacion.

Se trata de ver la influencia que tiene el agua en la que se diluyen
los componentes del medio sintético de fermentacién, en la produccién
de 4cido citrico en sumergido. Las técnicas y métodos son los indicados
en la parte correspondiente, y las variables son: 1, medio preparado con
agua destilada; 2, medio preparado con agua corriente.

Los resultados se indican en la figura 3.
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En agua destilada, el pH es mds bajo, se produce menos micelio, la.
utilizacién de azficar es mas lenta, pero en cambio la formacién de
acido citrico es tres veces superior a cuando se emplea agua corriente.

% MICELIO CITRICO % AZUCAR
AZUCARY,
Sof 20-
1 o 18
g X
4ok * P {6
(2]
2 444
3o 12
10
20 zf 8
| = N .
xR :; )
)
1o " {a
42
o 1 12 | 1 ]2 ]2 o
MiceLIO AZUCAR CITRICO
Ficura 3

2.° Influencia del tratemiento por 8-hidroxiquinolina.

Interesa ver si la fermentacién sumergida produce, el tratamiento-
por oxina, los mismos resultados que en la fermentacion en superficie..
El aztcar disuelto en agua destilada se trata por la oxina y después se-
afiaden las sales inorganicas. Se usa un control (I) preparado igualmente,.
pero sin tratamiento. A los diez dias los resultados obtenidos se expresa--
ron segun se ve en la figura 4. ,

En el medio tratado por la 8-hidroxiquinolina (oxina), el pH es maés:
bajo, la produccién de micelio es menor, el consutho de aziicar muy bajo-
y la formacién de acido citrico es casi la mitad de la que se produce en.
el medio control, sin tratamiento.

10
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% MICELIO CITRICO % AZUCAR
. AZUCAR %
50+ 420
418
P
40} a & 116
" 2
L]
T 414
30} ) {12
& 3
b < o ? 41i0
'° o )
20k ~ p
0 < 8
n-
L LJ 16
0F 44
° [ 2 ] 2 [ 2 °
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3.° Relacion entre el azicar vy la falta de iones metdlicos.
En medio basal, preparado con agua destilada y sales inorganicas, se
-estudia la influencia de la fuente de carbono (sacarosa y glucosa) y al
tiempo la falta de alguno de los iones metélicos, segtin el cuadro si-

guiente:
Matraz Zinc Cobre Hierro Mangsneso
I 25 6 130 10
2 — 6 130 10
3 25 — 130 I0
4 25 6 — 10
5 25 6 130 —_

1
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Estas cifras expresan gammas /100 c. c¢. de medio de fermentacién.
Los resultados obtenidos son los siguientes:

Matraz pH Volumen mizelio Aziicarremanente Citrico/100 medio % conversién
Sacarosa :
I 2.35 60 % 6,10 % 1.197 mgs. 8,5 %
2 2.05 40.% 8,70 % 1.301 " 9,2 %
3 2.65 50 % 5,50 % 416 7 2,9 %
4 2.55 50 % 7,90 % 520 7 36 %
5 2.55 40 % 5,20 % 937 7 44 %
Glucosa :
I 2.65 35% 3,30 % 468 mgs. 33%
2 2.80 40 % 4,40 % 364 7 2,6 %
3 2.75 60 % 6,40 % 416 7 2,9 %
4 2.50 60 % 6,40 % 832 7 59 %
5 2,70 40 % 5,30 % 364 7 2,6 %

Comparando estos resultados se observa que, en general, el pH final
¢s algo mas elevado en el caso de utilizarse glucosa. En cuanto a los
resultados de produccién de micelio, los resultados pueden considerarse
parecidos en todos los casos. En cuanto a la utilizacién de azficar (saca-
rosa y glucosa), en general es mayor en el caso de la glucosa, aunque en
este caso la ausencia de cobre y hierro hace disminuir dicho consumo,
lo que en el caso de la sacarosa producen el zinc y el hierro. En cuanto
a la produccion de é4cido citrico, es mayor en el caso de emplear saca-
rosa, sobre todo empleando todos los metales o solamente el zinc; uti-
lizando glucosa, se aumenta un poco en ausencia del hierro.

4.° Influencia del zinc en la fermentacion swmergida.

Como habiamos visto en la produccién de 4cido citrico en superficie,
un aumento de produccién del mismo cuando se afiadia zinc al medio
basal, tratamos de ver si esto mismo ocurre en la fermentacién en su-

12
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perficie y asimismo si esta influencia es cuantitativa. Hemos obtenido
los resultados siguientes:

Matraz pH ‘g’:gg“zn ,e‘,\nzal;c:;te Citrico/100 medio % conversién

00,0 Zn/cc.v 2.45 40 % 9,90 % 625 mgr. 4,4 Yo

125 7 255 37 % 7,30 % 521 37 %
250 7 250 45 % 900 % 416 7 29 %
375 7 237 65 % 910 % 572 7 40 %
500 7 250 60 % 840 % 465 7 33 %

Se observa que el zinc casi no afecta a la utilizacion de azficar y
formacién de acido citrico; en cambio. si parece que aumenta la produc-
cion de micelio (fig. 5).

AZUCAR %
CITRICO: % AZUCAR VARIABLE ZINC

FiGura 5

P

13
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5.° Influencia de otros iones metdlicos en la fermentacion sumergida.

Ampliando la experiencia anterior, probamos la posible influencia
del cobre, hierro y manganeso (ademas del zinc) en la produccién de
acido citrico y de forma también cuantitativa. Las cantidades que se
afiaden por 100 c. c. de medio y los resultados obtenidos se pueden ver
en las figuras 6-8.

En todos los casos, la produccién de micelio (40-50 %) no parece
sea sensiblemente influida por los metales, ni sus cantidades. Tampoco
influye mucho la utilizacién de aziicar, como puede observarse en las
curvas correspondientes. En cuanto a la formacidon de &4cido citrico, en
el caso del zinc disminuye a medida que aumenta aquél, manteniéndose
igual a partir de la adicién de 50 gammas/100 c. <. El cobre y manganeso
casi no afectan la formacién de 4cido citrico, y el hierro hace disminuir
su formacién a medida que se adiciona mas cantidad.

6.° Influencia del metanol.

Vista su influencia en la fermentacién en superficie, se prueba su
accién en la fermentacidon sumergida, y los resultados se expresan en la
figura g.

En una prueba preliminar se habia observado que el metanol es el
alcohol de bajo peso molecular que mejores resultados producia, pues
el etanol, daba mas bajo rendimiento y los demds tenian cierto efecto
toxico sobre la formacién de 4cido citrico. El pH y el volumen de mice-
lio van bajando a medida que aumenta la concentracién de metanol; la
utilizacién de azficar casi no varia; en cambio, la- formaciéon de acido
citrico llega ser maxima con 5 % de metanol (17,4 %).

14
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7.°. Relacion entre metanol vy los iones metdlicos.

Se estudia aqui la influencia de la presencia o ausencia de los iones
metalicos en presencia de metanol (al 4 % y 5 %), segun el cuadro si-

guiente :

Matraz Zinc Cobre Hierro Manganeso
I — — — J—
2 — 6 130 10
3 25 — 130 10
4 25 6 — 10
5 25 6 130 —
6 25 6 130 10

Estas cifras son gammas por 100 c. ¢. de medio. Se hace en medio
hasal con agua destilada. Los resultados son los siguientes:

Matraz pH Volumen Azlicar Citrico/100 medio % conversion

4 % metanol:
1 go 25 % 9,40 % 989 mgr. 7:0 %
2 1.95 30 % 9,70 % 98 " 7.0 %
3 2.45 40 % 4430 % 1.666 7 11,9 %
4 2.30 55 % 5,70 % 2304 " 17,1 %
5 2,35 40 % 4,30 % 2394 7 17,1 %
6 2.35 35 % 4,50 % 208 7 14,8 %

5 % metanol:
1 1.80 20 % 10,20 % 937 mgr. 6,6 %
2 1.0 25 % 9,60 % 1.041 " 7,4 Yo
3 2.50 40 % 4,50 % 937 " 6,6 %
4 2.30 55 % 4,00 % rogr 7 74 P
5 2,40 45 % 4,70 %o 2.394 7 17,1 %
6 2.40 45 % 4,90 % 1613 7 11,5 %

17
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En ambos casos, la ausencia de todos los metales o solamente del zinc
hace disminuir la produccién de micelio; en cambio la ausencia de hierro
lo aumenta. . ‘

También con las dos concentraciones de metanol, la utilizacién del
aziicar disminuye, cuando faltan todos los metales o solamente el zinc.

En cuanto a la produccién de acido citrico, con un 4 % de metanol,
disminuye cuando faltan todos los metales o solamente zinc y es mayor
en ausencia de hierro o manganeso. Cuando se pone un 5 % de metanol,
la formacién de 4cido citrico sélo aumenta en ausencia del manganeso
¥ baja en todas las demds ausencias de uno o todos los metales.

8.°  Mutantes ultravioleta en fermentacion sumergida.

Los mutantes ultravioleta obtenidos segtin la técnica vista en nuestro
primer trabajo sobre la produccién de acido citrico y probados en fer-
mentacién en superficie, se tratan ahora de probar para ver si las con-
diciones de fermentacién sumergida les son mdis favorables.

En este caso se utiliza un medio basal, preparado con agua destilada
y con 25 gammas de zinc por I0o c. ¢. de medio. Se prueban cinco mu-
:cantes, en ausencia y en presencia de 4 % de metanol. Los resultados se
expresan a continuacion : '

Colonia pH V:,}::l“zn regzal:glr:te Citrico/100 medio % conversion

Sin metanol :

I 2.45 55 % 5,80 % 1.588 mgr. 11,3 %
2 2.50 50 % 5,50 % 1.423 7 10,1 %
3 2.50 55 % 4,60 % 1.468 7 10,5 %
4 2,50 45 % 520 % 34 " 93 %
5 2.70 40 % 4,40 % r.iso " 82 %
4 % wmetanol :
L 2.50 50 % 7,30 % 2.354 mgr. 16,8 %
2 2.40 40 % 6,10 % 2190 7 156 %
3 2.40 45 % 6,20 % 2245 -7 16,0 %
4 2.65 35 % 6,40 % 1.916 -7 13,6 %
5 250 50 % 570 % - 2573 7 18,3 %
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Se observa que las cinco mutantes ultravioleta dan, en un medio nor-
mal, parecida produccién de micelio y utilizan sensiblemente la misma
cantidad de aziicar ; en cambio la formacién de acido c1tr1co aunque baja,
varia entre 8,2 % y 11,3 % de conversion.

Si esto mismo se hace en un medio con un 4 % de metanol, en todos
los casos, el pH y la produccién de micelio es parecida, pero la utilizacién
de azficar es menor que en el caso anterior con todas las colonias, y la for-
macién de 4cido citrico varia entre 13,6 % y 18,3 %, no siendo correlativa
con las obtenidas en medio normal.

DISCUSION

.

Como puede observarse, las experiencias aqui realizadas en sumergido
se han realizado anteriormente en superficie. Lo primero que interesa en
la fermentacion en sumergido es fijar las condiciones 6ptimas de aireacion,
y realizado esto, vemos que en el agitador por nosotros utilizado el em-
pleo de matraces de 500 c. ¢. con 50 c. ¢. de medio es en donde se cdnsi-
gue una mayor disolucién de oxigeno.

Como en la fermentacion en superficie, probamos antes el efecto que
tiene el tipo de agua (destilada o corriente) en la produccién de acido
citrico. Como en aquel caso, el empleo de agua corriente da lugar a una
mayor produccién de micelio y utilizacién de azficar, pero a diferencia de
aquélla, se produce mucho menos acido citrico.

Como en el caso de la fermentacién en superficie, el tratamiento por
la 8-hidroxiquinolina (oxina), da lugar a una menor produccién de mice-
lio, utilizacién de azficar y formacién de acido citrico, seguramente por
las causas que Block (1955) y Malo & Regueiro (1958), encuentran de
que en el agua de tratamiento queda alguna actividad antifingica.

Lo mismo que en fermentacién en superficie, el empleo de sacarosa
en sumergido da lugar a mayor produccién de acido citrico que la glu-
cosa, atun cuando la utilizacién de azficar es menor, pero a diferencia
de aquélla la sacarosa produce también una mayor cantidad de micelio.

Cuando se utiliza sacarosa como fuente de carbono, la ausencia de
cobre, hierro y manganeso da lugar a una disminucion de la eficiencia
de la fermentacion en cuanto al consumo de aziicar y formacion de
4cido citrico. Estos resultados no estin de acuerdo con los de otros au-
tores vy con los obtenidos por nosotros en la fermentacién en superficie.
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Habiendo visto el efecto beneficioso que producia la adicion de zinc
en la fermentacién en superficie, tratamos de ver si este efecto tam-
bién se produce en sumergido, sin lograrlo a pesar de hacerlo de forma
cuantitativa. Esto demuestra que el metabolismo del hongo no es idén-
tico en una y otra forma de fermentacion. Sin embargo, el zinc favo-
rece la produccién de micelio también en sumergido.

Habiamos visto en la fermentacién en superficie que el cobre, hie-
rro y manganeso no efectaban cuantitativamente a la produccién de
micelio, utilizacién de azicar y formaciéon de acido citrico, lo cual si era
aumentado por el zinc. En la fermentacién en sumergido, el micelio
parece que no es afectado por ninguno de los cuatro metales, asi como
tampoco la utilizaciéon de azficar. En cuanto a la formacién de acido
citrico, el zinc y el hierro la disminuyen; el primero, hasta 50 gam-
mas/c. c., y el segundo, de forma progresiva, a medida que se afiade
mas cantidad. .

Moyer (1953) también habia estudiado el efecto de los alcoholes en
fermentacién sumergida; nosotros probamos el efecto del metanol, en-
contrando un incremento en producciéon de icido citrico a medida que
aumentamos la cantidad de metanol, llegando a ser Optima a un 5 %
del alcohol (17,4 %), aunque desde luego mucho menos que lo obtenidc
en fermentacion en superficie.

Viendo si existe alguna relacién entre el metanol y los iones me- -
talicos, la ausencia de zinc hace disminuir el micelio, que aumenta en
ausencia del hierro. La utilizaciébn de azticar también disminuye si
falta zinc. En cuanto a la formaciéon de Aacido citrico, aumenta en au-
sencia del hierro y manganeso, con un 4 % de metanol y solo de man-
ganeso con un 5 %’ de metanol. Esta formaciéon disminuye mucho cuan-
do falta zinc en el medio.

Por los métodos indicados en nuestro primer trabajo, aislamos cinco
colonias mutantes por radiacion ultravioleta y las'probamos en ausen-
cia .y presencia de metanol. En general, producen mis en sumergido
que .en superficie, en ausencia de metanol, atin cuando no existe rela-
cién en el consumo de azicar o formacién de acido citrico. El metanol
incrementa la formaciéon de acido citrico en todos los casos, disminu-
yendo la utilizacién de aziicar. :
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RESUMEN

En este trabajd se estudia la influencia de diversos factores, sobre
la produccién de acido citrico por fermentacion sumergida, de un medio
sintético y por accién del Aspergillus niger 72-4 (13).

Se encuentra la conveniencia del empleo de agua destilada y sacarosa
y el evitar el empleo de oxina para separar los iones metalicos. Se en-
cuentra que en este medio sintético es perjudicial la adicién de zinc y
hierro que disminuyen la eficiencia de la fermentacion. La adicién de un
5 % de metanol hace aumentar la formacién de acido citrico, pero en
mucha menor proporcién que en la fermentacién superficial ; dicha for-
macién ‘se mejora en ausencia de manganeso.

SUMMARY

In this paper we study the influence of different factors on the
production of citric acid by submerged fermentation of a synthetic me-
dium and by the action of Aspergillus niger 72-4 (13).

We found the convenience of the use of distilled water and saca-
rose and avoiding the use of oxine to separate metallic ions. We found
that in this sythetic medium the addition of zinc and iron is pernicious
as it decreases the afficiency of fermentation. The addition of 5 %
metanol helps to increase the formation of citric acid but in a much
smaller proportion than with superficial fermentacién; this formation
can be improved in absence of manganese.
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1) INTRODUCTION

Les recherches qui font 'objet du présent article ont été entreprises
pour élucider I'énigme du comportement imprévisible d’échantillons de
levures dont on mesure les échanges gazeux. , :

Toutes conditions expérimentales étant —ou paralssant—— par ail-
leurs égales, la population de levures manifeste tantot des intensités
croissantes, tantét des intensités décroissantes de ces échanges gazeux.
Cette irrégularité ayant été surtout observée au cours d’exercices de
démonstration, il nous a paru nécessaire d’effectuer une recherche sys-
tématique en vue d’identifier les facteurs supposés responsables de ces
variations. Une analyse minutieuse du probléme a successivement mis
hors de cause l'influence des facteurs externes mesurables. L’étude de
ces phénoménes, renouvelée au cours du temps de vie d’une population
de levures nous a conduits & une interprétation toute nouvelle:

Périodicité d’un méme cycle physiologique.

La notion des rythmes manifestés par les végétaux et les animaux
et I'étude des phénomiénes biologiques rythmiques est revenue & 'ordre
du jour, grace aux travaux de Biinning et de son école.

(*) Travail réalis¢ au laboratoire de Microbiologie et Fermentations de I'Ins-
titut de Botanique Générale de I'Université de Genéve durant 'année 1958.
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Quelques publications de caractére général (Reinberg et Ghata, 1957),
(Biinning, 1953) et plusieurs travaux de recherche (Keitman, 1949),
(Baillaud et Courtot, 1955) et (Baillaud, 1958) ont été publiés sur les
rythmes biologiques.

Dans l’1mp0551b1hte de donner ici un apercu de ce probléme, nous
nous bornerons A citer queTques defmltlons empruntees a l’artlcle de
Baillaud (1958):- ! =

Rythmes exogénes et rythmes endogénes.

“Un rythme biologique est exogéne s’il se manifeste uniquement sous
influence de conditions externes i caractére. périodique, avec lesquelles
il est nécessairement synchronisé”.

“Un rythme est endogéne s'il est susceptible de se manifester ou de
se conserver sous des conditions extetrnes uniformes, qu'il soit spontané

ou induit prealablement par une ou plus1eurs variations des conditions
éxternes” i

Nos essais tendent 3 prouver que les ﬂuctuatlons enreglstrees, de ca-
ractére périodique, appartiennent 3 la catégorie des rythmes endogénes
spontanés, indiqués plus haut. Des exemples de ce genre de rythmes sont
bien connus chez les plantes et les animaux supérieurs. Plus rares sont
les demonstratlons tirées de la biologie des microorganismes. Ces derniers
sont certes plus facﬂes a cultlver dans des conditions précises, permettant
une description statistique de leur cycle vital. Par contre, les microorga-
nismes présentent une sensibilité trés grande aux moindres variations' du
milieu ambiant et les traduisent par diverses expressions physiologiques
et morphologiques. Cette résonance rend plus difficile la mise en éviden-
ce d'un rythme autonome chez ces étres.

1I)’ METHODES
1) Levure utilisée.

Nous avons utilisé dans nos expériences d’échanges gazeux une sou-
che de Kloeckera apiculata (Rees emend. Klocker) Janke, provenant des
laboratoires' Hoffmann-La Roche & Cie. de Bale (Suisse), ou elle ‘est
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utilisée, sous le nom de Kloeckera brevis Lodder, pour le dosage des vi-
tamines.

Biologie et morphologie.

En culture non agitée sur moit de biére, a 25° C., les cellules sont
citriformes, ovoides, ovales ou allongées. Les dimensions moyennes sont:
(2—4,5) (5—9) e Aprés un mois a 17° C,, il se forme un dépot et un
anneau mince.

Sur mofit de biére gélosé, & 17° C., aprés un mois, la strie est de
couleur jaune brunitre, lisse et brillante.

Pseudomycélium absent sur pomme de terre gélosée.

Sporulation négative.

En étudiant expérimentalement son pouvoir de multlphcatlon en mofit
de biére aéré, i 25° C., nous avons obtenu les résultats représentés par
les courbes de la figure 1.

1) On observe que, dans les conditions expérimentales, par nous uti-
lisées, la limite du temps d’expérimentation est de six heures. Celle-ci sem-
ble déterminée par le pH bas atteint au bout de cette période, lequel des-
cend de 5,5 a 4,5, restant invariable & partir de ce moment.

2) Dans les mémes conditions, les levures non rajeunies (culture d’un
mois sur moiit de biére gélosé), ont un pouvoir d’acidification beaucoup
plus marqué que les levures rajeunies (culture de 24 heures sur mofit de
biére gélosé), puisque, leur nombre étant plus petit, elles attelgnent laci-
dité limite en méme temps que les rajeunies. :

3) Les levures non rajeunies multiplient par trois leur nombre initial
au bout de six heures, tandis que les rajeunies le multiplient par 22.

Interprétation des résultats.

Les cellules rajeunies se multiplient abondamment, tandis que les vieil-
les concentrent leur activité dans un métabolisme d’échange.

On distinguera donc deux phases durant le temps de culture en moiit
de biére aéré:

a) Phase de multiplication, de six heures, limitée dans ce cas par l'aci-
dification du milieu, exprimée par le f)‘H"4,5. :

b) Phase d’inhibition de la multiplication, allant de la sixiéme heure
a la 24 éme.
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Le role de ces deux phases sera examiné plus tard, dans le chapitre
concernant la périodicité.

Propriétés physiologiques.

Fermentation: ,
Glucese ... ... ... ... ... -+ Maltose ... ... ...-... —
Galactose... ... ... ... ... —  Lactose ... ... .. ... —

Saccharose ... ... ... ... —

Assimilation des sucres:

Glucose ... ... ... ... ... 4+  Maltose ... ... ... ... —
Galactose... S — Lactose ... ... ... ... —
-Saccharose ... ... ... ... —
x22 1 o
/

Q /

.0 //

* /
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Graphique représentant la multiplication de Kloeckera apiculata en modit de bitre
aéré a 25° C., durant sixz heures.
La ligne a trait continu A représente la multiplication d’un échantillon de levure

agée d'un mois. La ligne 3 trait discontinu B représente la multiplication d'un
échantillon de levure rajeunie sur mofit de biére gelosé, agée de 24 heures.

3
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Assimilation du nitrate de potassium: négative.
Assimilation de F'éthanol: négative. T
Hwydrolyse de U'arbutine: négative (*).

Particularités physiologiques.

Nous donnons ci-dessous une liste des substances assimilables par
Kloeckera apiculata citées par Wiles (1953), a laquelle nous ajoutons
quelques métabolites essayés par nous (en italique).

Acide citrique ... ... ... — Acide lactique... ... e —
Célobiose ... ... ... .. . - Lactose... ... ... ... ... —
Ethanol.., ... ... ... ... — Maltose... ... ... ... ... —
Esculine ... ... ... ... — Mannitol... ... ... ... ... —
Arabinose ... ... ... ... — Mélézitose ... ... ... ... —
Dextrine... ... ... ... ... — Raffinose ... ... ... ... —
Erythritol ... ... ... ... — Salicine... ... ... ... ... +
Galactose... ... ... ... «o..  — Sorbitol... ... ... ... ... —
Tréhalose ... ... T Xylose ... v eer vee e —
Alfa-méthyl glucoside... — Gluconate de potassium
Acide cétogluconique... — Glucose... ... ... ... ... +
Acide succinique ... ... — Rhamnose ... ... ... ... —
Acétate de sodium.. ... — Pyruvate de sodium ... —
Acétate de potassium... — Pyruvate de calcium... — :
Acétate de calciwm ... — Pyrwvate de calctum... — :
Gluconate de calcium... Acide aspartique ... ... —

En milieu liquide aéré a hase de glucose, Kloeckera apiculata pro-
duit de 'acétate d’éthyle.

2. Mileux utilisés.

Miliew de wmultiplication.

Le milieu de multiplication employé a été du mout de biere, provenant
de la fabrique du “Cardinal” de Fribourg (Suisse).

(*) Toutes ces épreuveé ont été faites selon les méthodes de I'école hollan-
daise de J. Lodder et N. J. W. Kreger-Van Rij (1952). '
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Aprés avoir ajusté le pH a 5,5, le milieu est stérilisé a 115° C., durant
20 minutes, puis on le centrifuge stérilement, afin d’éliminer le trouble
produit par floculation pendant la stérilisation a l'autoclave.

Milieux de mesure (*).

Nous avons utilisé deux milieux de mesure: A) Milieu synthétique
tamponné (**). B) Solution physiologique fortement tamponnée.

Pour chacun de ces milieux, la source hydrocarbonée  (acides aminés
exclus), a varié: glucose, pyruvate, acétate, gluconate.

Dans le cas du milieu synthétique, on a également testé des milieux
totalement dépourvus de ressources azotleés (minérales et aminées).

Le tableau I résume les diverses conditions nutritives proposées 2
la levure pour sa respiration. o

TABLEAU 1

Conditions nutritives proposés a Kloeckera apiculata pour sa respiration.

N.* Milieu synthétique azote Milieu sy;nhv. sansizthg ~ Solution physiologique
1 Glucose — . o —
2 Pyruvate — =
3 Acétate — o —
4 Gluconate — . -
5 - Glucose —
6 — Acétate —
7 — — Glucose
8 — — Pyruvate
9 —_ — Acétate
10 - — Gluconate

*) Cest a dire: mesure des échanges gazeux dans l'appareil de Warburg.

(**y Le milieu synthétique a base d'acétate de sodium, légérement tamponné
(voir page 7) (*) & pH 7,0 s'alcalinise de plus en plus en présence de la levure.
Cette alcalinisation est nuisible a4 la mesure du Oz, lequel est absorbé par le mi-
lieu alcalin au fur et 3 mesure de sa production par la levure. Cette absorption de
COz2z par le milieu est mise en-évidence, en ajoutant de l'acide sulfurique a la fin
de P'expérience; addition qui produira la liberation du COz2 absorbé. Cette alcali-

6
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A) Composition du miliew synthétique de base.

Pour faciliter sa préparation, nous le divisons en trois solutions sé-
parées

Solution a): Mineralia.

PO4H2K ces 1,5 gr.
SOMg.7HxO ... .. .o oo e . 0,5 gt
SOMNH2 oo vv e e e e e e 2,0 gr.
CloCa ... ... .00 .00 ... .. 0,33gr
IK .o oI gr.
Eau distillée... ... ... ... ... ... ... ... ... 1000,0ml

Solution b): Oligoéléments. -
SOuFe ... .o o e i e L 50

T
MoOOsN2s .. oo oo o e e 10 T'
SO Cu oo vt iee e e e e e e IO
SOMn ... ... ... ... e e IO T
BOsHs ... .. oo o 100 |

On prépare cette solution a une concentration 1oo fois plus grande
et elle est conservée 3 4° C., jusqu’au moment de 'emploi.

Solution ¢): Vitamines.

On prépare chaque vitamine séparément de la fagon suivante:

Pantothénate de calcium: 70 mg. dans 100 ml. d’eau distilke.

Biotine: 40 mg. dans 1000 ml. d’eau distillée. Un ml. de cette solu-
tion est étendu dans 100 ml. d’eau distillée.

Minositol :200 mg. dans 100 ml. d’eau distillée.

Thiamine :40 mg. dans 100 ml. d’eau distillée.

nisation est explicable par la nature méme de l'acétate de sodium, sel d’acide fai-
ble et base forte, donnant des réactions alcalines en s’hydrolysant:
CH; — OOONa + HyO = CH; — OOOH + NaOH
Afin d’éviter cet accident, nous avons employé le tampon concentré (voir page
9 **) a pH 56. ' - B
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Acide nicotinique: 400 mg. dans 100 ml. d’eau distillée.

La solution complete de vitamines est composée de parties égales de
chacune des solutions indiquées ci-dessus.

Au moment de Pemploi du milieu complet, on mélange les trois solu-
tions: @), b) et ¢) dans les proportions: suivantes: -

Solution @): un litre; solution b): un ml.; solution ¢): 50 ml

Le pH est ajusté a 5,-6 et le milieu est stérilisé¢ & 115° C,, durant 20
minutes. '

Ce milieu est une modification du milieu employé par les laboratoires
Hoffman-La Roche pour le dosage des vitamines. Les modifications
introduites sont: la suppression de l'acide aspartique, qui n’est pas as-
similé par Kl. apiculata; la suppression de la pyridoxine et de la ribo-
flavine, envers lesquelles, cette levure ne présente pas de déficiences.

B) Solution physiologique tamponnée.

Cette solution est formée d’un mélange des deux solutions suivantes:
Solution aqueuse de CINa 0,9 % ... ... ... ... ... ... I volume

Solution de tampon phosphate de S rensen a pH 7,0. 1 volume.

La solution de tampon phosphate de S rensen est préparée comme
suit:

Solution 1) POH.K ... ... ... 9,078 gr. par litre d’eau distillée.
Solution 2) PO,HNa, 2H,O ... 11,876 gr. par litre d’eau distillée.
On mélange ces deux ‘solutions dans les proportions suivantes, pour
obtenir un pH 7,0:
Solution 1): 4 volumes.
Solution 2): 6 volumes..

On stérilise finalement 3 115° C., durant 20 minutes.

Variantes dans les milieux de mesure.

Le milieu synthétique de base, avec les variations indiquées au Ta-
bleau I,a subi certaines modifications jugées nécessaires, au cours de nos

8
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expériences: Substitution du tampon faible (*) par le tampon fort (**)
et addition d’antibiotiques (**¥), afin d’éviter l'interférence de bactéries.

3. Conditions de la multiplication.

La levure, prélevée a partir d'une culture sur mofit de biére gélosé
est cultivée sur mofit de biére, & 25° (C., durant 24 heures, avec agitation
(50 oscillations par minute).

Standardisation des suspensions.

La mesure de la densité des cellules de levures est réalisée au moyen
du néphélométre de Pulfrich. Les valeurs néphélométriques obtenues
pour les suspensions de levures sont reportées sur la courbe étalon, éta-
blie expérimentalement, en comparant le nombre de cellules (dénombrées
par hémacytométrie) avec les valeurs néphélométriques des suspensions
respectives.

Préparation des suspensions.

a) Culture aérée de la levure sur moiit de biére, & 25° C., durant
24 heures.

b) Centrifugation stérile de la suspension a).

¢) Lavage de la levure en -solution physiologique stérile.

d) Centrifugation de la suspension c).

e) Resuspension de la levure dans la solution physiologique stérile.

f) Agitation de cette suspension & 25° C., durant une nuit (épuise-
ment éventuel des réserves endogénes). (¥¥¥%*),

(*) Le tampon faible est ainsi composé: on éléve la concentration du phos-
phate <du milieu par la addition d’'une dose complémentaire de ‘PO,HNa, . 2H,0,
de telle sorte que la proportion soit égale a celle d’'un mélange tampon de S ren-
sen. Dans ce cas, nous employons 1,5 gr, de POH,K et 2,9 gr., de PO,HNa,,
pour obtenir un pH 7,0.

(**) 'Le tampon fort est un mélange 3 volumes égaux d’une solution de phos-
phates de S rensen & pH 7,0 et de milieu synthétique (doublement comncentré).

(***) 100 gammas de pénicilline et 100 gammas de streptomycine par ml.

(****)  On peut supprimer les opérations e) et f), 'expérience nous ayant montré
yue Kloeckera apiculata ne posséde pratiguement pas de réserves endogénes respira-
bles, quand elte est cultivée sur moiit de biére aéré.



274 Fermmd Chodat et Carlos Rawmirez

g) Dénombrement des cellules dans la suspension f), par néphélo-
métrie .

h) Centrifugation de la suspension f).

1) Resuspension de la levure dans le milieu de mesure A la concen-
tration de 50.000 cellules par ml.

Les suspensions de levures peuvent étre conservées a 4° C., durant
24 heures, sans changements appréciables de leur activité.

Mesure des échanges gazeux.

Elle est réalisée dans l'appareil de Warburg.

Les auges utilisées ont un volume de 15 ml. et une branche latérale.

La température des expériences est de 25° C.

La vitesse d’agitation dans I'appareil de Warburg est de 120 oscilla-
tions par minute.

Le volume total de liquide par auge est de 3 ml.

La concentration des cellules de levures dans le milieu de mesure est
de 50.000 par ml.

1II) CONDITIONS DE CULTURES PREEXPERIMENTALES:
REGIMES

Motifs expérimentaux et théoriques de Padoption des régimes

L’irrégularité des premiers résultats acquis nous a fait soupgonner
au début, des influences irréguliéres, antérieures i l'expérience et liées
aux conditions de culture préexpérimentales.

Malgré les précautions prises pour réaliser une premiére multiplica-
tion de la levure dans des conditions constantes d’inoculation et de cul-
ture, celle-ci est exposée brusquement 3 des changements de milieu, dont
llmportance était & vérifier. Ces supp051t10ns xque nous vérifierons plus
ioin, nous ont conduits & la notion des régimes.

Définitions des régimes continu et discontmu

- La Ievure se multlphe dans du. mout de blere glucose et la mesure
est.reahsee en milieu. synthétique- & base ‘de - pyruvate; d’acétate ou de
gluconate. Dans ces trois eds; la discontinuité des”conditions” est notoire!

10
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Nous avons convenu de considérer comme continy un régime ou la
source de carbone est la méme dans le milieu de multiplication et dans le
milieu de mesure. Cette continuité est relative, puisque 'hydrate de car-
bone mis a part, les deux milieux sont trés différents: l'un est naturel
et l'autre synthétique. Pour atténuer les effets de cette différence, nous
avons intercalé la phase d’adaptation figurée au Tableau II.

TABLEAU II

Régimes auquels a été soumise Kloeckera apiculata.

PHASES
Régimes De multgﬂicatlén D’adaﬂtation De mesure
Milieu: moiit de biére | Milieu synthé- | Milieu synthétique | Sol. physiologique
glucosé tique tamponné tamponnée
Continu q) Glucose Glucose Glucose —
Continu b) Glucose — Glucose —
Continu c) Glucose — — Glucose
Continu 4} Glucose Acétate Acétate —
Discontinu a) Glucose — Acétate —
: Gluconate
Discontinu b) Glucose Glucose Acétate —
Pyruvate
Discontinu ¢) Glucose — — Acétate
Pyruvate
{Gluconate

Le régime continu a) offre le maximum de sécurité, puisque le mi-
lieu est rigoureusement identique pour les phases d’adaptation et de me-
sure; il en serait de méme pour le régime continu d).

Nous verrons plus loin que la précaution d'introduire le milieu
d’adaptation avec 'acétate est illusoire.

Le régime continu b) offre, faute d’étape d’adaptation, une conti-
nuité moins satisfaisante.

Finalement, nous avons adopté un régime continu c), beaucoup plus
-simiple, olr la‘levure-passe du milieu  de multiplication (mofit de biére
-glucosé) au milieu de méesure, composé d'une solution physiologique glu-
cosée tamponnée. S B
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IV) ETAT PHYSIOLOGIQUE DE LA LEVURE A LA SORTIE
DE SON MILIEU DE MULTIPLICATION

Une culture de Kloeckera apiculata de 24 heures ou de 48 heures
sur moit de biére aéré a 25° C., accuse une respiration endogéne prati-
quement nulle (elle ne dépasse pas 8 ml. par heure au maximum), tant
en solution physiologique qu’en milieu synthétique.

Ce comportement n’est pas surprenant si nous nous rappelons qu’au
cours de cette culture en mott de biére aéré, la levure produit une quan-
tité d’alcool appréciable, qui se transforme rapidement en acide acétique
et en acétate d’éthyle, reconnaissable a son odeur. Une phase fermenta-
tive est, comme on le sait, peu propice aux synthéses. La condition trés
particuliére, choisie dans nos expériences: moit de biére aéré, a permis
la formation simultanée d’éthanol et d’acide acétique.

L’absence de réserves respirables abrége considérablement les opéra-
tions préliminaires a la mesure, rendant inutiles les précautions d’épuise-
ment préalable de la levure.

V) REPRODUCTIBILITE DES MESURES
D’ECHANGES GAZEUX

La reproductibilité des expériences dépend de la constance des fac-
teurs agissant sur elles. Dans nos mesures d’échanges gazeux, nous dis-
tinguons des facteurs constants:

1) La forme et le volume des auges de Warburg utilisées.

2) La quantité de liquide utilisée dans les auges de Warburg.

3) La densité de la suspension de levures: 50.000 par ml.

4) La température: 25° C. ,

5) I agitation dans 'appareil de Warburg: 120 oscillations par mi-
nute. . .

Ces conditions ont été rigoureusement respectées dans toutes les me-
sures effectuées. Malgré ces précautions, nous avons enregistré d’im-
portantes inégalités relatives aux intensités des échanges gazeux et aux
valeurs des quotients respiwratoires. Nos soupgons se sont alors portés
sur les circonstances préexpérimentales qui auraient pu influencer les
divers échantillons de populations étudiés.

12
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Ces circonstances étudiées par nous sont les suivantes:
@) Ressources azotées de la solution nutritive, dite milieu de mesure.
b) Temps de culture dans le milieu de multiplication.

a) Ressources en azote de la solution nutritive dite milien de mesure.

Les expériences de mesure ont été réalisées dans six conditions, fi-
gurées au Tableau III.

TABLEAU III

Solution synthétique
Conditions (—) N C
1 — + =
2 - + -
3 - — -
4 -+ — —
5 - - E
6 - _ _
Légende :
Sol. synth, (—) = Constituants de la solution synthétique,
moins les constituants hydrocarbonés et azotés.
N = S04 (NHy)2
C = Glucose, ou acétate, ou pyruvate, ou gluconate.

Les expériences des conditions 5 et 6 sont réalisées en solution phy-
siologique avec ou sans glucose, ou acétate, ou pyruvate, ou gluconate.

De ces six conditions, trois peuvent étre éliminées (2,4, et 6), en
raison des constatations consignées au chapitre IV : pas d’échanges ga-
zeux sans la présence de ressources hydrocarbonées dans le milieu de
inesure. ’

La condition 1) n’entre ici en ligne de compte, qu'au titre de témoin.
Les conditions 3 et 5, représentent des milieux hydrocarbonés, tous deux
dépourvus de ressources azotées. D’autre part, la condition 5 manque en
plus, de tous les constituants du milieu synthétique.

- Nos expériences prouvent que l'intensité des échanges gazeux dimi-
nue dans la condition 3, c’est 4 dire: carence de ressources azotées. Ce

13
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résultat, valable pour la durée de 'expérience montre que le capital azo-
té endocellulaire (enzymes, en particulier), est suffisant pour assurer un
fonctionnement réduit des échanges gazeux. La figure 2 donne une
preuve graphique de notre affirmation.

fchaonges gazeux
\
\

{ oMHeures 5 6

Ficure 2
Influence de l'absence de ressources azotées sur les échanges gazeux.

Trait continu: échanges gazeux en présence de ressources azotées. Trait discontinu:
échanges gazeux en absence de ressources azotées.

-

b) Temps de culture dans le miliew de multiplication

Cette variable s’est révélée la plus significative 4 I’égard des phénomeé-
nes de périodicité considérés. L’examen de ce facteur sera fait aux cha-
pitres VII et VIII.

VI) ECHANGES GAZEUX DANS LES MILIEUX DE MESURE

Au Tableau II (voir chapitre III) nous avons groupé 'ensemble de
nos expériences en sept régimes. Quelques-uns d’entre eux offraient des
conditions inappropriées au développement d’un échange gazeux d’impor-
tance significative.

Nous pourrions grouper les régimes de caractére positif et de carac-
tére négatif d’une autre maniére que celle du Tableau II, mentionné plus
haut.

- 14
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Le milieu de mesure peut étre composé de tous les éléments du milieu
synthétique, ou il peut en étre depourvu, n’étant composé que de CLNa,
de la source de carbone et des phosphates du tampon (solution physiolo-
gique).

Chacune de ces deux possibilités doit étre éxaminée en fonction de la
nature de la source hydrocarbonée. Le tableau IV donne une idée de ces
possibilités. '

TABLEAU IV
Echanges gazeux dans les
milieux de mesure Assimilation de la
Source de carbone Soluth il
olution ilieu <
physiologique synthétique hydrocarbonée (*)
Glucose -+ + +
Pyruvate — + —
Gluconate — -+ +
Acétate — -+ —

— = Sans échanges gazeux.
4+ = Avec échanges gazeux.

Les échanges gazeux a partir du glucose, s’effectuent aussi bien en
milieu synthétique qu’ en solution physiologique.

Il en va tout autrement si I'on considére l'acétate, le pyruvate et le
gluconate. Ces trois substrats sont respirés par la levure uniquement dans
le milieu synthétique. Ceci pourrait étre dii au fait que le substrat est plus
accessible 4 'enzyme. Par exemple: un changement de perméabilité pro-
duit par le changement de milieu employé dans la mesure.

D’autre part, le paradoxe: respiration positive de l'acétate et du pyru-
vate et assimilation négative de ces substrats est un fait nouveau.

Dans nos essais, le gluconate de calcium se distingue du pyruvate de
sodium et de I'acétate de sodium. Les auxanogrammes montrent que le
gluconate est assimilé par Kloeckera apiculate; par contre les deux autres
substrats ne le sont pas. Ce phénoméne de croissance doit impliquer logi-
quement une respiration du gluconate, qui d’ailleurs, a été démontrée

(*) Le pouvoir d’assimilation a été mis en évidence par la méthode auxanogra-
phique.

15
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dans nos expériences en milieu synthétique i base de gluconate. Par
contre, cette levure ne respire pas le gluconate en une solution aussi
simple que la solution physiologique. Si d’autre part, on compare le glu-
conate au pyruvate et a I'acétate, nous constatons que ces deux dernieres
molécules sont encore moins familiéres a la levure que le gluconate. Si
le pyruvate et l'acétate peuvent étre occasionellement respirés, ils ne
sont jamais assimilés dans nos conditions expérimentales.

En nous basant sur la notion des initiateurs (F. Lynen, 1941-42),
nous avons essayé l'adaptation de Kloeckera apiculata a Vacétate et au
pyruvate, en ajoutant au milieu a base d’acétate ou de pyruvate, des
traces de glucose ou d’alcool qui serviraient d’initiateurs, mais sans ré-
sultat. Nous avons essayé aussi le gluconate comme initiateur, de méme
sans résultat. La méthode employée a été lauxanographie en milieu
liquide.

Une autre méthode employée par nous dans nos essais d’adaptation,
o été la suivante: culture de la levure en milieu synthétique glucosé, en
diminuant progressivement la quantité de glucose et en la remplagant
par des quantités augmentant graduellement, d’acétate ou de pyruvate.
T a levure était cultivée par passages successifs dans ces divers milieux.
Nous n’avons pas eu de résultats positifs avec cette méthode.

VI1) PERIODICITE DE LINTENSITE DES ECHANGES
GAZEUX ET AGE DE LA CULTURE

Phénoménes d’autointoxication progressive du milien de mesure.

Notre étude tend a expliquer l'indétermination du tonus physiologi-
que de la levure, a la sortie de son milieu de multiplication. Cette incons-
tance s’exprime par deux phénomeénes concomitants: Pintensité des
cchanges gazeux et le quotient respiratoire. Nous traiterons dans ce cha-
pitre les expériences concernant les intensités des échanges gazeux. Les
observations signalées sont valables pour le glucose et 'acétate.

La premiére observation faite dans nos expériences est la suivante:
Toutes les expériences réalisées, soit en milieu synthétique glucosé ou a
base d’acétate, ou de pyruvate, ou de gluconate, soit en solution physio-
logique glucosée, montrent un.arrét du métabolisme gazeux au bout de
six heures.

16
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Le facteur pH, c’est a dire, I'acidification progressive du milieu, doit
étre éliminé comme cause limitante; le pH, 4,5, limite inférieure suppor-
tée par la levure, n’est en fait, jamais atteint.

Facteur concentration du substrat. Le facteur épuisement des res-
sources nutritives, plus praticuliérement des métabolites respirables,
i'entre pas non plus en ligne de compte. Des. calculs basés sur le déga-
gement du CO2 au cours de ces six heures, prouvent qu'une faible frac-
tion des ressources hydrocarbonées a pu étre consommeée.

Le facteur carence doxygéne doit étre aussi écarté, puisque les ro-
binets des manométres de l'appareil de Warburg sont ouverts périodi-
quement, au cours de chaque expérience. Donc, 'atmosphére des auges
se renouvelle.

De méme, nous ne pouvons pas imputer cet arrét a la saturation de
Patmosphére des auges par le CO2 produit, car la réserve de KOH dans
les godets des auges de Warburg est largement suffisante pour l'absor-
ber durant six heures et méme plus.

La vitalité de la levure, n'est pas compromise par un séjour de six
heures, voir méme de 24-48 heures, dans les auges manométriques; il
suffit de substituer au milieu usagé, un milieu frais, pour que réappa-
raissent, avec la méme intensité, les échanges gazeux.

La multiplication végétative de la levure au cours de l'expérience, de
T'ordre de 20 %, selon nos observations (le nombre initial de 50.000 cel-
lules par ml. atteint celui de 60.000 cellules par ml. en six heures), joue
un role positif dans l'intensité des échanges gazeux: plus grand est le
nombre de cellules, plus grande sera l'intensité des échanges gazeux. Elle
joue en méme temps, un role négatif : plus grand est le nombre de cel-
lules, plus grande sera la quantité de toxines versées par elles dans le
milieu. Ces deux valeurs se compensant, en une certaine mesure, ce fac-
teur ne semble donc pas jouer un réle important dans l'autoinhibition
progressive du milieu.

Ces constatations obligent & considérer comme cause limitanie de nos
expériences, 'intoxication de la levure par les produits solubles de son
métabolisme, progressivement accumulés dans le volume liquide restreint
employé dans les auges de Warburg.

Cette observation impose la notion de ralentissement progressif de
Pintensité du métabolisme général, et gazeux en particulier, de la levure
placée dans les conditions décrites. Nous verrons plus loin les effets de

17
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ce ralentissement sur l'activité de levures présentant des tonus physiolo-
giques différents.

Evolution de Pintensité des échanges gazeux aw cours de la mesure.

Les suspensions de cellules de levures croissant dans le méme milieu,
prises au méme stade de multiplication, présentent des intensités diffé-
rentes de leurs échanges gazeux au cours de six heures consécutives de
mesure ; cette observation est valable pour les milieux synthétiques glu-
cosés ou a base d’acétate, de pyruvate ou de gluconate, et pour la solu-
tion physiologique glucosée. Les expériences réalisées, permettent de
classer ces évolutions comme suit:

1) Intensité croissante: nous avons observé huit cas.
2) Intensité croissante et puis décroissante: cing cas.
3) Intensité décroissante: six cas.

4) Intensité constante: un cas.

5) Intensité décroissante et puis croissante; un cas.

Ce comportement irrégulier et déconcertant au début, a pu étre
analysé comme suit: »

Commencons par postuler, ce que nous prouverons plus loin, que la-
levure présente une périodicité de ses fonctions métaboliques. Il existe
une alternance de phases croissantes et de déclin dans les phénoménes
mesurés. La figure 3 schématise cette périodicité et situe chacun des
types d’évolution signalés plus haut.

Il faut remarquer que les oscillations de cette courbe sinusoidale
n‘ont aucune relation avec le délai de six heures imposé par l'expérien-
ce. En fait, le temps nécessaire pour accomplir une demi-période oscilla-
toire, étant supérieur a six heures, nous ne pouvons apprécier dans le
systéme expérimental adopté, la durée de la période entiére.

Nous prélevons, dans chacune de nos expériences, selon les lois du
hasard, un échantillon de population de levures, se trouvant & un stade
quelconque de sa périodicité. '

Cette interprétation exige, pour étre admise, I'élimination systémati-
que des causes externes analysables, susceptibles de déterminer le carac-
tére croissant ou décroissant des fonctions métaboliques.

Nous verrons plus loin la part prise dans ces phénoménes, par la na-
ture des ressources hydrocarbonées, par la présence ou l'absence de res-
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sources azotées dans la solution nutritive (milieu de mesure), et, enfin et

surtout, la part prise par le facteur temps de culture dans le milieu de
multiplication. ‘ -

FI1GURE 3

Représentation schématiqgue de la périodicité de lintensité des échanges gaseux.

Les chiffres indiquent les segments de la courbe correspondante aux tendances

diverses des intensités observées. N 1: Tendance croissante; N° 2: Tendance
croissante, puis décroissante; N° 3: Tendance décroissante; N° 4: Tendance dé-
croissante, puis croissante; N° 5: Tendance stable.

Relation entre autointoxication du wmiliew de mesure et les phases de la
périodicité

Le phénomeéne d’autointoxication du milieu est un frein qui réduira
progressivement et suspendra enfin (au bout de six heures) le métabolis-
me de la suspension de levures. Si celles-ci se trouvent & un stade phy-
siologique décroissant, l'action modératrice de l'autointoxication, du
méme signe (—), s'additionera: le déclin de la pente s’accentue. Si les
levures se trouvent a un stade physiologique croissant, l'action modéra-
trice de l'autointoxication, de signe opposé, se soustraira: la pente de la
courbe ascendante s’atténue.

Quel que soit le tonus physiologique de la population de levures, la
durée de la phase sera finalement limitée par les effets des produits to-
xiques accumulés. En phase de déclin, leur accumulation sera plus ra-
pide au début, puis elle sera amoindrie a la fin. En phase d’intensifica-
tion, ces produits seront peu importants au début, puis plus nombreux
4 la fin. La limite est, en fait, déterminée par la somme totale de ces
produits, quel que soit le mode d’accumulation.

19
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L’autointoxication interfére donc avec le déclin ou avec 'intensifica-
tion de l'activité métabolique, mais ne parvient pas & masquer leurs ca-
ractéres geméraux. En d’autres termes, la périodicité se manifeste mal-

gré Taction freinante de I'autointoxication.

Périodicité de lintensité des échanges gazeux et dge de la culture.

La courbe d’allure décroissante indique un affaiblissement progressif
du métabolisme générateur d’échanges gazeux. La courbe d’allure crois-
sante indique l'inverse.

L’examen de toutes les courbes, établies sur la base de nos mesu-
res, permet la constatation suivante:

Quelle que soit la composition du milieu de mesure (synthétique ou
solution physiologique) ; quelle que soit la source de carbone (glucose ou
acétate) ; quelles que soient les conditions préalables d’adaptation; quelle
que soit le caractére continu ou discontinu du “régime” utilisé, on ren-
contre, apparemment au hasard, des courbes d’allure croissante et des
courbes dallure décroissante.

La périodicité de l'intensité des échanges gazeux n’est pas, non plus,
liée aux ‘“états” de multiplication et d’inhibition du bourgeonnement,
rencontrés successivement au cours des 24 heures de culture & 25° C., en
moiit de biére aéré (voir chapitre II).

Le tonus progressif ou régressif de la population de levures ne tient
donc pas aux circonstances inhérentes aux milieux de mesure. Par con
tre, dés qu’on fait intervenir le facteur: temps de culture (ige de la cul
ture), en milieu de multiplication, le hasard apparent disparait.

Le Tableau V groupe les expériences réalisées avec des échantillons
de levures, différant par leurs temps de culture en mofit de biére aér¢
(age de culture): 24 heures, 31 heures, 38 heures, 48 heures et 72 heures.

Horizontalement sont inscrits les n° des expériences faites avec des
échantillons de levures provenant d’un méme noculum, ot la seule va-
riable est I'dge de la culture de chaque échantillon. La derniére colonne
verticale figure les allures consécutives de courbes représentant des in-
tensités d’échanges gazeux: croissantes, horizontales et décroissantes.

On constate une alternance des tonus progressifs et des tonus régres-
sifs, dont le renouvellement produit une périodicité.

20
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Le nombre de cas de courbes d’allure croissante, décroissante et in
térmédiaire, rencontré dans nos expériences est & peu prés, du méme or-
dre (le taux de fréquence est de 25 %, 20 % et 20 % respectivement).
L’appréciation quantitative confirme les lignes précédentes.

A égalité de conditions, les résultats de nos expériences sont rigou-
reusement reproductibles, pour autant qu'on tienne compte du temps de
culture (age de la culture) de la population de levure, dont on a mesuré
lintensité des échanges gazeux.

En fait, au cours du temps de culture en moiit de biére aéré, se suc-

cedent des états distincts de la levure: fonctions physiologiques crois-
santes et décroissantes. ‘

TABLEAU V'
Courbes représentant les intensités des échanges gazeux
Temps de culture en milieu de multiplication
Exp. n.° Tendance des courbes
24 h. l 31 h. 38 h. 48 h. 72 h.
! o
Viilet X c | h — d — SN
X1 c d — — — N
XI1 dc dc de — — NSNS
| s
XVIII et XIX d ’ — — cd — AN
XX, XXIetXXIl| cd | — — | o c INSNS

Légende:

¢ = Courbe d’allure croissante.

h = Courbe d’allure constante.

d = Courbe d’allure décroissante.

dc = Courbe d’allure décroissante, puis croissante.
cd = Courbe d'allure croissante, puis décroissante.

Nous avons dit plus haut,” que les caractéres croissants ou décrois-
sants des fonctions physiologiques, ne dépendaient point des facteurs
externes du milieu ott se déroule la mesure. Cette indépendance existe
encore a 'égard du temps de bourgeonnement.
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Le rythme de bourgeonnement dans nos conditions expérimentales
et en mout de biére aéré, est de cing divisions en six heures, ce qui don-
ne aproximativement, une durée de vie prébourgeonnante de 66 minu-

= 1) c
Heure zero b
HeureZ Q
Heure 2 %

Ficure 4

Observation microscopique du développement et du bourgeonnement de Kloeckera
apiculata sur moiit de biére gélosé, a 25° C.

Le groupe a est en phase de croissance prédominante. Le groupe ¢ est en phase
de bourgeonnement. Enfin, nous observons un cas intermédiaire en b.
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tes. Ce temps est trop court pour concorder avec la durée d’une phase
ascendante ou descendante des périodicités physiologiques décrites.

Jusqu'a plus ample informé, nous n’établirons donc pas de liaison
entre le rythme de bourgeonnement cellulaire et les fluctuations du tonus
physiologique (conclusions tirées de l'observation des courbes de multi-
plication, figure 1, chapitre II). )

L’examen microscopique du développement de quelques cellules de
levure, prélevées au hasard (en culture sur lame), révéle des comporte-
ments inégaux de cellule & cellule. Les unes s’orientent rapidement vers
le bourgeonnement, alors que d’autres croissent, au lieu de bourgeonner,
dans le méme temps. Nous rencontrons des phases intermédiaires entre
ces deux cas opposés.

Sans vouloir exagérer la portée de ces observations limitées, on peut
se demander s'il n'y a pas la une expression nouvelle des divers états
révélés par la périodicité physiologique (voir figure 4).

Nous voyons donc que le facteur dge de la culture est le seul qui
fasse disparaitre le hasard apparent des variations d’intensité des échan-
ges gazeux. ‘

Aprés avoir passé en revue les divers facteurs étudiés et leurs in-
fluences possibles sur les phénomeénes de périodicité observés, il nous
reste 4 envisager comme explication plausible de ces phénoménes, I'hy-
pothése d'un rythme endogéne spontané.

A Tappui de linterprétation physiologique de ces états distincts,
s’ajoute l'observation microscopique signalée plus haut.

VIII) PERIODICITE DES VARIATIONS DES VALEURS DU
QUOTIENT RESPIRATOIRE

Le chapitre précédent concernait l'intensité des échanges éﬁﬁzeux, no-
tion quantitative, exprimée par des valeurs absolues.

Considérons maintenant le probléme du quotient respiratoire. Cette
valeur relative exprime une qualité des échanges gazeux. Les valeurs
du quotient respiratoire peuvent croitre ou décroitre en fonction du temps
au cours de l'expérience.

Rappelons qu’il n’est pas permis d’identifier la chute des valeurs
du quotient respiratoire avec celle des intensités respiratoires. Il s’agit
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d’'un ordre de phénomeénes distincts. On peut ainsi observer simultané-
ment une diminution progressive de la consommation des ml. d’oxygene
et en méme temps, une tendance croissante des valeurs du quotient res-
piratoire.

Le quotient respiratoire est, comme on le sait, une valeur obtenue en
divisant le volume de CO2z dégagé par le volume d’oxygéne consommé
au cours d’une mesure d’échanges gazeux.

Au sens strict du terme, le quotient respiratoire se rapporte a la res-
piration intégrale d’un métabolite. La valeur théorique de celui-ci peut
étre établie, in witro, pour une molécule telle que le glucose, 'acétate, le
pyruvate ou tout autre, par des moyens chimiques. On sait que le quotient
respiratoire est égal a un dans le cas de la combustion intégrale d’un
sucre, inférieur & un dans le cas d'un lipide et supérieur a l'unité, dans
le cas d’un acide organique riche en oxygéne.

Les valeurs du quotiént respiratoire d’'une suspension de levures ou
d’un tissu présentent rarement la constance des cas théoriques énoncés
plus haut. Diverses causes contribuent 4 modifier, en fonction du temps,
cette valeur: '

La molécule respirée peut changer. Lorsque les glucides sont épuisés,
l'acte respiratoire se porte vers les lipides et les protides. A chacune de
ces substances correspond un quotient respiratoire spécifique. On doit
aussi envisager, au lieu de I’épuisement, I'aparition de molécules récem-
ment synthétisées, qui deviennet, dés lors, I'objet d’actes respiratoires. En
supposant méme que la provision initiale de glucide est suffisante pour
ne pas s’épuiser au cours de la mesure, des réactions de synthése, conco-
mitantes de la respiration, se déroulent et consomment un volume d’oxy-
zéne supplémentaire A celui nécessité par la combustion du glucide.

On sait encore, que la relation ““substrat métabolisé poids de l'orga-
nisme” .est susceptible de modifier le quotient respiratoire. En principe,
la croissance cellulaire atteint son maximum au moment ou la quantité
de substrat métabolisé accuse une valeur minimale. Ce moment critique
est encore celui de l'orientation vers le bourgeonnement. La variation du
quotient respiratoire figurerait donc ces changements d’état.

Une perturbation du quotient respiratoire théorique peut enfin ré-
sulter de la combustion incompléte d’'un métabolite: les produits de la
dégradation ne comportent pas de COz.

Ce bref rappel montre jusqu'd quel point la valeur du quotient res-
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piratoire fournie par une expérience exprime un ensemble de réactions,
souvent trés difficiles A discerner,

Choisissons le systéme suivant: inoculation de la levure, prélevée
d’une culture sur motut de biére gélosé, dans un Erlenmeyer de 100 ml,
avec 30 ml. de mofit de biére. Aprés culture aérée, durant 24 heures a
25° C., dans ce milieu, un échantillon de cette population, de densité con-
nue, est transféré dans le milieu de mesure (milieu synthétique glucosé).
Les valeurs du quotient respiratoire sont établies comme convenu (voir
plus bas).

Malgré I'uniformisation des conditions expérimentales, nous enre-
gistrons tant6t des quotients respiratoires a tendance décroissante, tantot
a tendance stable, tantot, mais rarement nous enregistrons des quotients
respiratoires a tendance croissante. Les.valeurs globales peuvent étre su-
périeures, égales ou inférieures a 1'unité pour un méme substrat (glucose).

Les valeurs du quotient respiratoire ont été calculées d’heure en heu-
re, pour une période de six heures. Pour éliminer, dan la mesure du
possible, les erreurs d’appréciation inhérentes a la diffusion et a la co-
llection des gaz, nous-avons adopté la convention suivante:

Etablir la valeur moyenne des quotients respiratoires des trois pre-
mieres heures d'expérience, puis celle des trois dernieres heures. Les
segments construits au moyen de ces deux valeurs, permettent de juger
du caractére croissant, stable ou décroissant du quotient respiratoire au
cours de 'expérience.

Des conclusions relatives a 1’évolution du wquotient respiratoire dans
les systemes biologiques étudiés ne sont permises qu'a la condition de
comparer des expériences rigoureusement identiques. On séparera donc
celies faites avec le glucose et celles faites avec l'acétate. Pour chacup
des substrats respirables, on se bornera a considérer les expériences fai-
tes avec des microorganismes ayant subi le méme régime.

Dix expériences faites en présence de glucose et d’acétate acussent
une valeur moyenne stable du quotient respiratoire de 1,0 pour le gluco-
se et de 1,1 pour I'acétate. Ces valeurs sont trés proches des valeurs
théoriques relatives a ces métabolites.

Trois expériences faites en présence de glucose ou d'acétate fournis-
sent une valeur moyenne stable du quotient respiratoire de 0,0.

Neuf expériences faites en présence de glucose ou d’acétate révéelent
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une tendance décroissante des valeurs moyennes du quotient respiratoi-
re, atteignant une valeur moyenne minimale de o,4.

Deux expériences faites en présence d’acétate, montrent une tendan-
ce croissante des valeurs moyennes du quotient respiratoire, atteignant
une valeur moyenne maximale de 1,10, trés proche de la valeur théorique
relative a la combustion compléte de P'acétate.

Le tableau VI rassemble les données obtenues, concernant les quo-
tients respiratoires, dans nos expériences d’échanges gazeux.

TABLEAU VI
Valeur moyenne Valeur moyenne - Qualité de la
Exp.n.° Substrat du Q. R. par
expérience delasomme des Q.R. | tendance du Q. R.
I Glucose 1,25 1,0 ‘Stable
» 0,90 1,0 »
» 0,85 1,0 »

Vv Acétate 1,10 1,1 Stable
VIII: 24 &, » 1,10 1,1 »
VIII: 31 h. » 1,20 1,1 »

IX » 1,05 1,1 ’ »

11 Glucose 06 06 |  Stable
. XI Acétate 0,6 06 Stable
XII: 24 h. » 0,55 06 ! o
XVIII Glucose 1,3-04 — Décroissante
XIX » 0,6-04 — »

111 Acétate 0,9 -0,4 Valeur moyenne | Décroissante

. . minimale = 0,4

v » 06 -0,3 » »

VII S » 0,6-0,2 - » »

VIDI » 1,0 - 0,4 ° » »

XII: 31 h. » 09-04 » » _ »

XII: 38 h. » 08-05 . i

VI oo - 08-0,3 e » »

XI Acétate 06-1,1 Valeu‘r moyenne Croissante

' maximale = 1,10
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Chaque fois que l'on part d'un méme inoculum et que l'on opére
dans des conditions expérimentales semblables, on reproduit le méme
type (tendance) d’evolution des valeurs du quotient respiratoire.

Si par contre, on s’adresse 4 des suspensions de levures, provenant
d’'un méme inoculum, mais différant les unes des autres par leur dge de
culture, on enregistre des variations imprévisibles du type des évolu-
tions des valeurs du quotient respiratoire.

Pour les quotients respiratoires comme pour les intensités des échan-
ges gazeux, Pdge de la culture s’affirme comme étant la cause détermi-
inante de ces variations. I’expérience nous apprend en outre, qu'il ne
s'agit pas d’'une variation progressive, mais d’'une wariation périodique.

Interprétation des tendances stables, décroissantes et croissantes des
quotients respiratoires aw cours de la mesure.

Le cas apparemment le plus simple, est celui de la stabilité moyenne.
Le quotient respiratoire a la méme valeur au cours de toute 'expérience.
En réalité, il faudrait une analyse expérimentale beaucoup plus étendue,
pour interpréter les composantes de la moyenne enregistrée. En pre-
miére approximation, on peut supposer que la levure respire le méme
métabolite dans le délai de l'expérience. Cette explication trés simple
n’exclut pas la possibilité suivante: compensation entre des réactions ac-
cessoires de signe opposé (Q. R. croissants ou décroissants) et d’inten
sités plus ou moins égales.

La tendance décroissante de I’évolution du quotient respiratoire co-
rrespond- biochimiquement & une consommation d’oxygéne progressive-
ment plus grande que le dégagement de CO,, soit que ce dernier reste
constant, soit qu’il diminue. En fait, cette diminution du CO2 prévaut,
en raison de ce qui est dit au chapitre VII concernant I'autointoxication.

Nous avons cité plus haut trois causes expliquant la chute du quo-
tient respiratoire: , :

a) Combustion incompléte d'un métabolite sans dégagement de
COz. Cette hypothése est écartée par les données de nos expériences.

b) Substitution d’un métabolite respirable a quotient respiratoire
bas au métabolite respiré au début, a quotient respiratoire élevé. Cette
supposition cadre mal avec les conditions de nos expériences, ol le mé-
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tabolite respirable est toujours offert en exces. Théoriquement, il y a
toujours des substitutions possibles et partielles: la resynthese au cours
de l'acte respiratoire offre a la cellule des combustibles nouveaux, dont
les quotients respiratoires ne sont pas nécessairement égaux a celui du
métabolite exogéne.

En fait, ces combustibles nouveaux ont peu de chances de se consti-
tuer durant la mesure (six heures) en milieu synthétique glucosé. Nous
savons, en effet qu'aprés six heures, voir méme 24 heures de séjour en
moiut de biére aéré, a 25° C., milieu plus riche, la levure waccumule au-
cun combustible responsable d’une respiration endogéne. Ce résultat doit
¢tre valable a plus forte raison pour le milieu synthétique glucosé
L’analyse chimique d’une suspension de levures, a révélé une diminu-
tion du titre en azote et en lipides, au cours de la mesure en milieu syn-
thétique & base d’acétate (substrat non assimilé par la levure).

¢) Une consommation d'oxygéne compétitive a celle de la respira-
tion, s’institue au cours des opérations métaboliques concomitantes des
réactions cataboliques respiratoires, sans aboutir i la formation de ré-
serves respirables. Ce phénoméne abaissera plus ou moins, le quotient
respiratoire théorique.

Cette cause nous parait exercer l'effet prédominant dans la chute
constatée des valeurs du quotient respiratoire.

Kloeckera apiculata se comporte donc, différemment des Saccharo-
myces, chez lesquels 'aération augmente la synthése des lipides et des
hydrates de carbone lorsque du sucre leur est offert (Smedley-Maclean
et Hoffert, 1923).

Un échantillon de population de levures qui accuse durant l'expé-
rience una diminution marquée des valeurs du quotient respiratoire, se
trouve dans un stade de synthése, caractérisé par une tendance décrois-
sante du quotient. Cet état correspond a une croissance cellulaire.

La tendance croissante de I'évolution du quotient respiratoire est ra-
rement recontrée au cours de nos expériences. La périodicité qui ressort
de toutes nos observations implique logiquement Pexistence de cette ten-
dance; étape entre une valeur moyenne basse du quotient et une valeur
élevée de celui-ci. '

11 faut supposer que cette phase croissante est de courte durée dans
les oscillations périodiques. Donc, les chances de la rencontrer sont rares.
Nous interprétons cette phase comme un ralentissement temporaire ‘dés
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'opéfations “assimilation-croissance” et un démasquage de lactivité res-
piratoire stricte (retour au quotient théorique du glucose ou de I'acétate).
Il parait judicieux de confronter ici les observations microscopi-
ques (fig. 4) avec les données physiologiques. Certaines cellules, a crois-
sance prolongée et bourgeonnement différé, illustrent, 4 I’échelon mor-
phologique, lo tendance ““assimilation-croissance”, caractérisée par un
quotient & tendance décroissante. D’'autres, 4 croissance limitée et & bour-
geonnement rapide, figurent, & I’échelon morphologique, les tendances
caractérisées par des valeurs de quotients croissantes ou stables.

L’assimilation ou conversion des aliments en matiére cellulaire peut
avoir lieu dans des conditions ne permettant pas la multiplication. Ce
processus se déroule jusqu'au moment ou les conditions nécessaires au
bourgeonnement sont atteintes.

L’application intégrale des déductions précédentes au cas de l'acétate
est impossible. L’expérience nous apprend en effet que, bien que res-
piré, dans certaines conditions, celui-ci n’est pas un matériau utilisable
par Kloeckera apiculota a des fins plastiques. On devra donc, en princi-
"pe, écarter de l'interprétation tout ce qui serait relatif aux opérations de
synthése, distinctes de I'acte catabolique respiratoire. Ici se présente un
dilemme:

a) Admettre une respiration pure, sans réactions accessoires et con-
comitantes, principe difficile 4 accepter.

b) Admettre une assimilation nulle, définie par la méthode auxano-
graphique classique, qui excluerait & la fois, croissance et bourgeonne-
ment. Cette formule est excessive. L’auxanographie ne définit, en som-
me, que le bourgeonnement ou la multiplication et néglige les phénomé-
nes “d’engraissement ou d’usure cellulaires”. Or, les tendances décrois-
santes des valeurs du quotient respiratoire en présence d’acétate, dé-
montrées par nos expériences, prouvent l'existence de métabolismes ac-
cessoires et concomitants de la combustion de 'acétate. Une preuve nous
en est donnée par lanalyse chimique de levures respirant l'acétate en
milieu synthétique aéré a 25° C. Au bout de quelques heures de séjour
dans ce milieu, les cellules accusent une diminution de leurs constituants
azotés et lipidiques. Les produits de ce métabolisme concomitant de la
respiration de l'acétate ne forment pas de combustibles propres a une
respiration endogéne’et ne suffisent pas pour déterminer le bourgeon-
nement de la levure.
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TABLEAU VII

Résultats des microanalyses de Kloeckera apiculata en présence d’acétate.

ECHANTILLON % d’azote % de lipides

Cultivé en moiit de biére, 3 25° C., durant 24 heu-
res (Témoin)... ... ... oo oot vl ol ien e e e e 8,95 1,74

Partie aliquote de la culture précédente transférée

en milieu synthétique a base d’acétate, aéré 3
250 C., durant 24 heures. ... ... ... ... .o oo oer .. 1,56 1,51

CONCLUSIONS

Nos études du quotient respiratoire et des fluctuations de ses valeurs:
nous amenent aux conclusions suivantes:

Il est wmpossible de prévoir la tendance évolutive (décroissante, sta—
hle ou croissante) des valeurs du quotient respiratoire d'ume population
de levures.

D’autre part, le fait de rencontrer une valeur moyenne initiale du quo—
tient respiratoire, supérieure, égale ou inférieure a l'unité (valeur théo-
rique) est, a notre avis, le fruit du hasard. Lors du prélévement d'um
échantillon quelconque de population de levures, destiné a la mesure des.
échanges gazeux, on peut étre en présence d'une population, se trouvant.
au début, au milieu ou a la fin de la demipériode d’'une oscillation ryth- -
mique. Le délai expérimental de six heures ne couvre pas la durée d’'une-
demi période; A plus forte raison, nos conditions expérimentales excluent.
P'enregistrement des manifestations d’une période entiére (voir fig. 3)..

Nous savons désormais, que la variation de la tendance évolutive des-
valeurs du quotient respiratoire est liée principalement, & Udge de la cul--
ture (temps de culture de I'inoculum en milieu de multiplication).

Cela revient a dire que des inocula distincts possédent des tonus.
physiologiques différents, dans la plupart descas Rencontrer deux ino--
cula distincts avec des tonus semblables ne serait que pure coincidence..

Nos expériences mettent en évidence le caractére rythmique de ces
fluctuations.
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Rappelons que cette conclusion principale résulte du procédé d’en-
quéte employé: estimation fractionnée, en fonction du temps, des échan-
ges gazeux réalisés au cours d’une seulé et méme expérience. Ce procé-
dé différe de la technique d’estimation globale des échanges gazeux.
Cette derniére dissimule complement les phénoménes de périodicité que
nous avons observés.

Disons pour terminer, que ce tonus physiologique est indépendant,
en partie tout au moins, des réserves cellulaires respirables, et dépen-
dant de la disponibilité rythmique des ferments cellulaires.

SOMMAIRE

Les particularités physiologiques inédites de Kloeckera apiculata, par

nous étudiées sont les suivantes:

1. Assimilation positive du gluconate de calcium et négative des
pyruvates de sodium, de calcium et de potassium, de l'acétate de
sodium et de l'acide aspartique.

2. Kloeckera apiculata cultivé en moit de biére aéré a 25° C., n’ac-
cumule pas de métabolites respirables.

3. Le glucose est toujours métabolisé (respiré et assimilé) par Kloec-
kera apiculata, méme en solution physiologique tamponnée,
c. a d. en absence de tout aliment auxiliaire.

4. Un séjour a basse température (4° C.) de la levure, interromp

temporairement l'activité métabolique, mais n’interromp pas le

rythme des fonctions physiologiques étudiées: intensité des
échanges gazeux et variation des valeurs du quotient respiratoire.

. Le rythme des fonctions physiologiques étudiées persiste chez
Kloeckera apiculata dépourvu de réserves respirables, en solution
saline physiologique.

€. Le gluconate de calcium est assimilé et respiré, uniquement en
milieu complet.

7. Le pyruvate et I'acétate ne sont jamais assimilés dans nos con-
ditions expérimentales; pourtant, ils sont respirés en milieu syn-
thétique.

8.  L’intensité des échanges gazeux est liée 3 des variations de ca-
ractére périodique: il s’agit d’'un rythme endogéne spontané.
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9. Les valeurs du quotient respiratoire sont liées a des variations
de caractére périodique: il s’agit également, d’un rythme endo-
géne spontané.

SUMMARY

A phenomenon of periodicity has been observed with regard to the
intensity of gas exchange and respiratory quotient in, Kloeckera apicu-
lata. These fluctuations are not the result of variation in extrinsic factors
but are dependent on an intrinsic periodicity of the yeast, “the endo-
genous rythm”.
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INSTITUTO «FAIME FERRAN», DE MICROBIOLOGIA

INFLUENCIA DE DIVERSOS FACTORES EN EL
DESARROLLO DEL VIRUS HERPES SIMPLEX
EN CELULAS HELA *

POR
Carmen GIL FERNANDEZ

El desarrollo del virus Herpes simplex ha sido estudiado por diver-
sos autores, en embrién de pollo y en ratén y modernamente en cultivo
de tejidos. '

Scott y cols. (1953 a) describen un periodo de latencia de cuatro a
doce horas, en la membrana corioalantoidea de embrién de pollo, cuyo
periodo es inversamente proporcional a la cantidad de inéculo. Las uni-
dades infecciosas se multiplican por 10 cada dos horas, durante las diez
horas siguientes, disminuyendo a continuacion el ritmo de crecimiento.

Wildy (1954) observa en dicha membrana un crecimiento continuo
desde las ocho a las veintidés horas después de la infeccion.

Yoshino (1956) y Yoshino y Taniguchi (1957) estudian el desarrollo
del virus en embriones de un dia, en los que se ha reemplazado la clara
por dilucién de yema en suero fisioldgico, observando que la cantidad de
virus liberada incrementa del segundo al quinto dias.

Stulberg y Schapira (1953) obtienen el titulo mas elevado en células
de embrién de pollo del segundo al cuarto dia, decreciendo después del
quinto al séptimo.

Jawetz y cols. (1955) investigan con cepas de virus Herpes simplex
adaptadas al ratén, por titulacién intracerebral, observando un maximo
del crecimiento acumulativo entre las setenta y las ciento veinte horas.

(*) Este trabajo ha sido realizado en la Seccion de Virus del Departamento
de Patologia de la Universidad de Cambridge, Inglaterra, durante el disfrute de
una beca de la Fundacion “Juan March”, bajo la direccidon del Prof, M. G. P. Sto-
ker, a quien me complazco en expresar mi agradecimiento.
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Refiriéndonos a cultivos de tejidos, Scott y cols. (1953 b) han estu-
diado el crecimiento de dicho virus en células de coérnea de conejo, com-
probando que la curva de crecimiento no difiere de la encontrada por
ellos en embrion de pollo.

Kaplan (1957), trabajando con las mismas células, observa que des-
pués de un periodo de latencia de ocho horas, el crecimiento es expo-
nencial hasta las treinta horas, en cuyo momento obtiene un promedio
de 280 unidades infectivas formadoras de placas por célula, que deter-
mina por el método Dulbecco.

Sosa Martinez y cols. (1955), midiendo la infectividad en el raton,
afirman que la méxima cantidad de virus se produce en las células de
rifion de conejo entre el tercero y el quinto dias.

Barski y cols. (1955) no detectan virus en las mismas células a las
nueve y media horas, siendo la produccién méixima a las sesenta y una
horas. Emplean diversos métodos para titular el virus.

También ha sido estudiado el virus Herpes simplex en células HeLa
por Stocker (1958). Segun dicho autor hay un periodo de latencia de
nueve horas en las cuales el virus se desarrolla en el interior de las cé-
lulas, no liberandose al medio hasta después de las doce horas, aumen-
tando a partir de ellas hasta las cincuenta horas. El nimero de unidades
infecciosas productoras de placas por célula es de setenta y cinco a las
veintiséis horas y ciento cuarenta y cuatro a las cincuenta horas.

Vemos, por tanto, que el periodo de latencia de seis a doce horas es
aceptado por todos los autores, pero que el momento de maxima produc-
cion de virus oscila entre limites amplios. Esta diferencia puede atribuir-
se a haber operado con diversas cepas de virus y en células distintas.

Por nuestra parte hemos querido determinar el tiempo necesario
para conseguir la maxima produccién de virus en las células Hela y al
mismo tiempo comprobar la influencia de diversos factores que pueden
modificar el rendimiento del virus.

Hemos estudiado la influencia de la temperatura, la de distintos
medios de cultivo, asi como el tiempo 6ptimo de produccion de virus,
intentando determinar si prolongando el cultivo después de la infeccion
hasta .la degeneracion de las células podia conseguirse un mayor rendi-
miento de particulas viricas. Por dltimo, hemos fijado la cantidad total
que se recoge en el medio, en la superficie de las células con diferentes

2
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javados consecutivos con versinato sbdico (versene) y en el interior de
las células sometiéndolas a la desintegracion.

MATERIAL Y TECNICAS
Cepa de virus.

Cepa HFEM del virus Herpes simplex, variante de la HF de Mel-
bourne, adaptada al huevo y al ratén, que es la que se cultiva en el
laboratorio del iDepartamento de Virus de la Universidad de Cambridge,
por pases sucesivos en embrién de pollo.

Tipo de células.

Prccedente de la cepa HeLa (Gey) de un carcinoma humano de
cuello de dtero.

Medio nutritivo.

Para el mantenimiento normal del cultivo se emplea el medio si-
guiente :

Liquido de Gey ... ... ... «e. oo oot ot oo 7O €. C.
Lactoalbtimina hldrohzada al 5% ... ... I0 C. C.
Suero humano ... ... ... ... ... ... ... ... 20¢C. C

Al liquido se afiade un c. c. de rojo fenol al 2 %, 100 u. de penicilina
y 100 microgramas de estreptomicina por c¢. c. y bicarbonato sédico al
1 % en cantidad suficiente para ajustar el pH a 7,4.

Para la infeccién con virus se modifica la férmula sustituyendo el
suero humano por suero de conejo del modo siguiente:

Liquido de Gey .. P < K T o8
Lactoalbiimina hldrohzada al 5% ... .. 10 ¢. c.
Suero de conejo

El rojo fenol, la penicilina, estreptomicina y el bicarbonato sédico,
se emplean en la misma proporcién que en la férmula anterior.
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Cultivo de las células.

Se hace en frascos exagonales de 200 c. c. de cabida y con paredes
planas de 3 X 10 centimetros. En las caras que sirven de base se rea-
liza el desarrollo de las células. Estos frascos sirven para disponer de un
stock de células. Cuando dichas células forman una especie de epitelio
continuo, se separa el medio nutritivo, se lava tres veces con solucién
salina tamponada exenta de calcio y magnesio (soluciéon A de Dulbecco y
Vogt 1954) y las células se desprenden de las paredes del frasco afia-
diendo verseone (versinato sédico) diluido al 1/20.000, mantenido en
incubacién con las células a 37° C. durante veinte minutos. Al cabo de
este tiempo las células se disgregan por medio de una pipeta con pera de
goma por sucesivos pipeteos, hasta conseguir una suspensién homogénea.
Las células se cuentan en un hematimetro, y se distribuyen en nuevos
frascos a razon de 1 X 10% células por frasco. Se afiaden 10 ¢. ¢. de
medio nutritivo en cada uno de ellos y se mantienen en estufa en posi-
cion horizontal a 37° C.

Experimentos con virus.

Los frascos se siembran con 2 X 10° células; después de uno o dos -
dias de crecimiento, cuando aparece una capa uniforme de células, se
lavan tres veces con 10 c¢. c. de solucién salina tamponada PBS (Dulbec-
co & Vogt, 1954) a 37° C. Se afiaden 2 c. ¢. de virus y se deja en con-
tacto con las células dos horas en estufa a 37° C. Al cabo de dicho
tiempo se separa el virus con una pipeta Pasteur y se lava tres veces con
100 c. c. de PBS afiadiendo medio nutritivo con suero de conejo; a con-
tinuacion se llevan de nuevo a fla estufa a 37° C.

Titulacion del virus.

Se efecttia en la membrana corioalantoidea de embrién de pollo de
doce dias de incubacién. La inoculacién se hace siguiendo la técnica de
Nadaje y cols. (1955) modificada por Stoker y Ross (1958). La lectura
de las lesiones producidas se realiza a las cuarenta y ocho horas después
de la inoculacidn.
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PARTE EXPERIMENTAL .

a) Eleccion de la dosis de virus para la infeccion celular.

Quisimos determinar si el volumen de indculo intervenia en la infec-
cién celular, pues no es conveniente rebajar el titulo, ya que si se diluye,
al aumentar el volumen, aunque el ntmero de particulas viricas sea el
mismo, la posibilidad de contacto de éstas es menor y, por tanto, el poder
infectante disminuye. )

Pero en cambio, puesto que es la capa que recubre las células la que
toma parte activa en la infeccidn, intentamos comprobar si utilizando tan
sblo la cantidad de liquido suficiente para recubrir el cultivo, la infeccién
se realizaba con la misma marcha o si se retrasaba o disminufa. En el pri-
mer caso se lograria una econom‘a de simiente y, por tanto, ahorro de
trabajo. .

En este experimento sembramos dos series de ocho frascos, Serie I
con 4 c. c. de simiente y Serie 2 con 2 c. ¢. de titulo 1,0 X 107 que com-
probamos que era la cantidad minima para lograr un recubrimiento per-
tfecto del cultivo.

La marcha seguida es la misma descrita anteriormente, pero sin lavar
con PBS, es decir, sin eliminar el virus del medio, lo que obligaba a
emplear un frasco control, con virus pero sin células, para obtener por
diferencia la cantidad del mismo liberada por las células infectadas.

Para evitar este control, en los sucesivos experimentos se separaba
el virus con una pipeta Pasteur y se lavaba con PBS.

A las distintas horas sefialadas en el cuadro I se toman dos frascos
cuyo medio nutritivo se mezcla y se titula. A las células se les afiade
5 c. c. de versene al 1 :35.000 y se llevan a incubar a 37° durante cinco

" iminutos, al cabo de los cuales se agitan los frascos y las células se sepa-
ran de las paredes. Se centrifuga la suspensién cinco minutos a 1.000
r. p. m. y se titula el liquido sobrenadante (primera fraccion versene).
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CUADRO I
Serie 1. T ) 106 Serie2 T XX 106 TX 105 .
Tiempo en horas —_
Medio Versene Medio Versene Control
16 3,1 2,5 3,1 2,0 6,6
26 1,3 25 1,0 1,6 58
36 2,0 3,5 44 50 X
46 10,0 16,0 3,1 3,0 33
16,4 24,5 11,6 11,6

En la grafica 1 figuran las curvas de liberacion de virus de ambos
experimentos o de ambas series. Se aprecia que la maxima produccion
de virus se alcanza mas rdpidamente con la menor dosis de inoculo. Exis-
te una cencordancia entre los titulos de la fraccién versene y los del me-
dio en las distintas horas, pero manteniéndose mas elevada la primera a
partir de las veintiséis horas.

b) Produccién de virus en diferentes periodos de tiempo.

La técnica seguida ha sido la indicada al hablar del material y técni-
cas, por lo que no hemos de insistir en su descripcion.

El cultivo de cuatro frascos se ha mantenido hasta la destruccmn
total del mismo, que tuvo lugar a los cinco dias después de la infeccion.
Los datos de cada frasco se anotan separadamente. En este intervalo
se hacen. tomas diarias del medio y se titula para la presencia del virus.
IEn el cuadro IT aparecen los resultados de dicha titulacién, y en la gra-
fica niimero 2 se anotan las curvas de crecimiento.

Como puede verse por esta curva, el maximo de liberacion de virus
al medio ocurre a las cuarenta y ocho horas, en tres frascos, y a las se-
tenta y dos, en otro.
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GRAFICA 1

Cantidad de virus herpes liberado al medio y en la fraccion versene, utilizando
diferentes dosis de indculo: 4 c. ¢ de inéculo (Medio 1 y Versene)
, y 2 ¢. ¢. (Medio 2 y Versene 2).
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GRAFICA 2

Cantidad de virus herpes liberado al medio en diferentes periodos de tiempo,
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CUADRO 1II
Titulo de virus en el medio (T X 108)
Tiempo en horas Fr;;cos
1 | 2 3 | 4

24 0,5 0,8 1,7 . 1,0

48 8,5 0,8 10,7 29

72 1,1 2,5 1,3 2,5

96 1,8 1,6 1,9 1,6

120 1,1 1,5 1,4 0,7

13,0 17,2 17,0 - 87

o) Influencia de lavado con PBS frio (42 C.) y caliente (37° C.)

Para comprobar la influencia del lavado en las células y el cambio
de medio diario en la producciéon de virus, hemos hecho dos experimen-
tos empleando seis frascos en cada uno de ellos. Dos se lavan con PBS
frio, dos con PBS caliente y dos que servian de control se dejan sin lavar.

El cuadro III proporciona los datos numéricos obtenidos y la grafi-
ca 3 las curvas correspondientes al logaritmo del virus en el medio.

CUADRO III
Titulo X 108

Tiempo en horas PBS (37° C.) PBS (4*°C.) Control
Medio Medio Medio

24 1,4 2,2 1,7

48 30 34 12,0

72 3,6 9,5 0,7

9% 10,0 11,0 0,3

Puede observarse que el lavado con PBS y el cambio de medio pro-
longa el periodo de vida activa de las células, con liberacién de virus al
medio, Se observa un retraso en la produccién maxima de virus en estas

=
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Cantidad de virus herpes, liberado al medio lavando las células diariamente
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37

condiciones respecto al testigo. L.a maxima cantidad de virus corres-
ponde a los frascos tratados con PBS f{rio, siguiendo los lavados con
PBS caliente y por ltimo con poca diferencia los controles.

En el segundo experimento se calcul6 el total de produccién de virus
por un lado en el medio, por otro en las células y, finalmente, en el li-
quido del lavado. Las cantidades totales se cifran en 3,6 X 107 en los
frascos lavados con PBS frio, 2,2 X 107 en los lavados con PBS caliente
y 1,0 X 107 en los controles (Cuadro IV). ‘

CUADRO 1V
i 5
T Titulo XX 10 »
0 PBS frio PBS caliente Control
horas

Medio Células Lavado Medio Células Lavado Medio Células

24| 01| 7,0X10?| 1,1 X102| 0,2 1,3 10%3| 1,8 < 102] 0,04] 1,6 <103
48 | 6,71 4,1 X 108| 3,7 X 10¢|11,0{ 50 108! 8,1 104} 83! 1,5X 106
72 123,0| 23X 107! 1,5X105]136,0! 1,0 107| 1,3 10%|30,0 | 9,1 XX 10¢
96 60,0 — — 22,0 — - 0,6 -

89,8 | 27,1 X 106 | 18,7 XX 10¢{69,2 | 15,0 X 108 | 21,0 < 10+ (38,9 | 10,6 XX 108

d) Influencia de la temperatura.

Se infectan seis frascos siguiendo la técnica general. Se incuban a
37° durante cuatro horas, y transcurrido ese tiempo, 3 frascos se dejan a
temperatura ambiente, y otros 3 se llevan a 4° 'C. durante un periodo de
cinco horas. Seguidamente se llevan a incubadora a 37°. Se estudia la
produccién de wvirus a las veinticinco, cuarenta y nueve, ochenta, noventa
y nueve y ciento veinte horas. El cuadro nimero V y la grifica 5 mues-
tran la produccion de virus liberado al medio en el interior de las células,
en los intervalos citados. Los titulos mas elevados corresponden a los
cultivos ique se mantuvieron a 4°, tanto en el contenido de virus en las
células como en el medio.

11
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CUADRO V
Temperatura = 4° C. Temperatura ambiente
Tiempo en horas
Medio Células Medio Células

25 1,0 —_ 1,2 —

49 1,2 16,2 2,6 1,1

80 1,6 2,6 0,7 0,7

99 1,7 2,6 0,4 0,3

120 0 3,7 0,4 1,3

5,5 15,1 5,3 34

e) Influencia de la glucosa y glutamina.

Se siembran 40 frascos de insulina con 150.000 células en cada uno;
al cabo de dos dias aparece una capa celular completa; se retira el me-
dio, se lavan tres veces con PBS y se inoculan con 0,2 c. c. de virus de
titulo 5,0 X 10°% en las condiciones sefialadas anteriormente. Se afiaden
a continuacién los siguientes medios :

A 10 frascos, medio con glutamina.

B 10 frascos, medio con doble cantidad de glucosa.

C 10 frascos, medio con glucosa (doble cantidad) y glutamina.
D 10 {frascos testigos con medio normal.

Los resultados se sefialan en el cuadro VI.
La glutamina parece tener una accién inhibidora, ya que la cantidad
de virus en células y en medio en las dos series de frascos es sensible--

CUADRO VI
Tieapo Titulo X 108,
en A B C D
horas
Medio Células Medio Células Medio | Células Medio | Células
144 0,8 2,0 9,0 29,7 9,4 15,0 31 . 58

14
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mente menor que en los medios glucosados, mientras que el aumento de
glucosa parece aumentar el rendimiento de virus.

f) Virus en el medio y en la superficie celular. Fracciones versene
suceswas.

Con miras a la obtencién de virus lo mas puro posible, se ensayé la
cantidad del mismo que podia extraerse de la superficie celular con su-
cesivos tratamientos con versene.

En un experimento preliminar se inoculan 12 frascos segin la téc-
nica general y se recoge el medio de cada dos de ellos a las seis, doce,
veinticuatro, treinta y cuatro, cuarenta y ocho y setenta y dos horas. Se
afade después versene, obteniendo una primera fraccién versene de los
mismos. Como quiera que el rendimiento maximo de virus estaba com-
prendido entre las cuarenta y ocho y las setenta y dos horas, creimos
que podriamos obtener diferentes fracciones en los dos tltimos perfodos
de tiempo. Efectivamente, obtuvimos cinco fracciones versene a las cua-
renta y ocho horas y otras cinco a las setenta y dos horas, como puede
verse en el cuadro y en la grafica ntimero 7.

CUADRO VII
i 6
Tiempo Titulo X 10!
en FRACCIONES VERSENE
horas Medio

. 1.° 2.° 3¢ 4.° 5.9 Suma
6 0,8 0,2 — — — — 0,2
12 19,0 1,5 — — — — 1,5
24 16,0 10,2 — — — — 10,2
34 27,0 6,5 - — — — 6,5
48 10,0 19,6 14,0 23,0 20,0 8,0 84,6
72 27,0 41,0 11,0 2,0 3,5 1,6 59,1

15
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Cantidad de virus herpes, obtenido por sucesivas fracciones Versene.
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g) Rendimiento total de wvirus.

Probada la posibilidad de extraer diferentes fracciones versene, que-
daba por comprobar la cantidad total de virus que corresponde a la
suma del virus en el medio, en las distintas fracciones versene y en el
interior de las células. Quisimos determinar también si el virus de las
fracciones versene estaba realmente en la superficie celular o bien si en
las distintas incubaciones con el versinato se rompian las células y parte
del liquido obtenido llevaba virus del interior de aquéllas. También si
podian obtenerse mas fracciones versene, llegando hasta diez consecu-
tivas. Para ello realizamos las pruebas siguientes: en la primera de ellas
se titula el virus obtenido de tres frascos, tanto en el medio como en el
mterior de las células que se encuentran muertas flotando en aquél. (Gra-
fica namero 8). A las ciento sesenta y ocho horas se afiade versene a
las células y se obtienen sucesivas fracciones. Las células de la dltima
se rompen por congelacion-descongelacion a base de diez cambios suce-
sivos de nieve carbonica a bafio a 37°.

En este experimento se tuvo cuidado al resuspender las células en
las sucesivas fracciones  versene de pipetear el mismo niimero de veces
para que la acciéon mecanica del versene sobre las células fuera siempre
la misma. Como se aprecia en el cuadro VIII y grafica niimero g se
obtienen titulos decrecientes en las sucesivas fracciones. Se comprueba
también que las células al final de la prueba contienen en su interior can-
tidad de virus mayor que la obtenida en la primera fraccién versene.

CUADRO VIII

Titulo X 10
Células FRACCIONES VERSENE
Medio |delmedio| yo | go | go | 4o | ga | go ' 79 | 8% | 8 | 100

Tiempo | T X 106

horas

48 0,2 03 | —|—|—|—|—=|—=1]-=1== —

72 0,6 — — = - =] == =] ===
120 1,8 40 | — | — | — — | - = = =] =
144 1,1 22,0 16090 | 40 | 27 | 20 | 10 | 20 | 6,1 | 3,7 | 26
168 3.3 80 | — | - | — | — | = | = | =] — | — | —

18
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Cantidad de virus herpes, producido en las células Hela. Titulacién hecha en el
medio (virus liberado) y en las células, desintegrandolas por diez cambios sucesivos
. de bafio-Maria a 37°/C. y nieve carbdnica.
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. i

En la segunda prueba se siembran 36 frascos siguiendo la misma
técnica y se titula el virus producido en diferentes tiempos, en el medio
de cultivo, en las células flotantes en el mismo, en las fracciones versene
y, finalmente, en las células después de obtener la #ltima ‘fraccion ver-
sene. Se comprueba una vez més la mayor: cantidad de virus en las célu-
las que en las fracciones versene y en éstas a su vez mayor que en el
medio. (Cuadro IX y graficas nimeros g y 10.) '

La maxima cantidad de virus se obtiene a las setenta y cinco horas.

La comparacién entre el método de desintegracion celular por diez
cambios sucesivos de nieve carbénica a estufa a 37° C. y el empleo de
un triturador mecanico para romper las células en agua destilada de-
muestra que la cantidad de virus obtenida pqr el primer procedimiento
es notablemente mayor. '

La grafica niimero I1 muestra el nimero total de particulas viricas
infectivas producidas por cada célula desde las cuarenta 'y ocho a las
ciento sesenta y ocho horas a partir de la infeccion.

CUADRO IX

Titulo X 106 | Congelando. | Triturador
Tle;:po FRACCIONES VERSENE T ><° 107 T X 108 TOTA’L
horas | Medio | | 5| go | 4o | g | Cotutas | cetuias Celulas | " Xt
Versene | medio Versene
48 09 [22|71(35]| 20[08] 22 1,2 59 19
69 0,2 052723 25|30 25 | 21 4,0 - 29
75 | 104 [42|38]47(100/43] 29 /| 28 | 10 | 100
96 1,1 46 | 24 |38 29| 3,1 1,8 0,2 3,9 38
168 2,9 10(12 | — | — | — 1,2 1,2 5,1 18

21
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Cantidad total de virus herpes obtenido del medio, de las fracciones versene
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Cantidad total de virus herpes producido por las células Hela en diferentes horas.
Cada punto de la figura representa la suma de particulas infectivas liberados al
medio en la superficie celular en el interior de las células.

DISCUSION

El primer experimento realizado demuestra que la siembra de 2
centimetros cubicos de simiente de virus, en frascos de cultivo de 200
centimetros cilibicos de capacidad, es suficiente en cuanto al poder in-
fectante, aunque el titulo que se obtiene es ligeramente méis bajo que
cuando se emplean 4 c. ¢. de la misma.

Parece deducirse que son las particulas viricas que estin en contacto
con el cultivo las que se absorben por las células, por lo que la infeccién
es independiente del espesor de la capa I'quida que se utilice, con tal de
que la superficie celular esté totalmente cubierta por la simiente.

‘Ahora bien; hemos obtenido diferencias del orden de una unidad lo-
garitmica, en la cantidad de virus liberado al medio, en cada cultivo,
aunque se han empleado las mismas dosis de inéculo y se ha operado con
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idéntica cepa del mismo y de células HeLa, y se han mantemdo en igua-
les condiciones. :

Este hecho podria estar en relacion con la presencia de los diversos
tipos de virus sefialados por Grey y cols. 1958 (proliferativo, no proli-
ferativo y citopatogénico con formacién de células gigantes), pero nos
inclinamos .a creer que se trata mas fnen de diferentes respuestas de las
células a la infeccién virica, depeﬂdledtes del estado fisiologico de las
mismas; como, por ejemplo, la fase de mitosis en que se encuentren. No
podemos deducir ninguna conclusién a este respecto, por no haber dis-
puesto de células sincronizadas. El periodo de maxima liberacién de
virus se extiende de las cuarenta y ocho a las setenta y dos horas a partir
de la infeccion, cifras que estan dentro de los limites sefialados por los
distintos- aiitores, que hemos descrito en el comienzo de este trabajo. La
consecuencia es que si se desea obtener el mayor rendimiento en virus,
podria ser interesante prolongar el tiempo de cultivo hasta su destruc-
cién total, haciendo tomas diarias a partir de las cuarenta y ocho horas.

Hemos conseguido demostrar que el cambio de medio cotidiano y
los lavados sucesivos con PBS aumentan la cantidad de virus liberado
al medio, recogiéndose cada dia igual cantidad que la acumulativa que
se obtiene normalmente cada tres dias sin dicho requisito. Es induda-
ble que en este caso interviene la inactivacién del virus por la tempera-
tura de incubacién a 37° C. en la disminucién de rendimiento, pero
quiza hay otro factor que no se ha tenido en cuenta.
 Efectivamente, Morgan (1954) y Stocker y cols. (1958) han obser-
vado con ayuda del microscopio electronico la localizaciéon de numerosas
particulas viricas en las invaginaciones de la membrana celular.

Esta acumulacién de virus en la superficie celular pudiera actuar
como una barrera que impide la liberacién de nuevas particulas, por lo
cual la dislocacion de la misma, a consecuencia del lavado con PBS y el
cambio de medio, pudiera permitir la afloracién a la superficie de nuevas
particulas. Esto acarrearia una disminucién de virus en el interior de las
células y, por tanto, explicaria la supervivencia mayor de las sometidas
a este método, como hemos observado en nuestro trabajo.

No puede tampoco descartarse que algunas de las particulas viricas
de la superficie celular pasen de nuevo a su interior, agravandose asi
la infeccién. Es dificil comprobar si las particulas infectivas liberadas
por una célula son capaces de reinfectarla de nuevo en estas condiciones.
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El aumento de particulas viricas que hemos sefialado cuando se man-
tiene el cultivo a 4° C., después de la infeccion, en lugar de llevarlo se-
guidamente a 37° C., se explica en parte por la inactivacién resultante
de esta temperatura, pero a nuestro juicio interviene asimismo el hecho
de que a 4° 'C. se favorezca la adsorcidon y la invasién de las células,
0 mas probablemente que éstas, por su actividad amortiguada, no pueden
reaccionar adecuadamente ante la infeccidn, que se manifiesta con mayor
intensidad. '

El sensible aumento de la cantidad de virus total que se recoge cuan-
do se obtienen varias fracciones versene puede tener interés para el es-
tudio de Ja naturaleza y composiciéon quimica de aquél, por ser el virus
que se separa en ellas, lo mismo que el recogido del medio, mucho mas
puro que el del interior de las células.

CONCLUSIONES

1) Se ha encontrado que la produccién maxima de particulas viri-
cas infectivas para la membrana corioalantoidea del embrion de pollo
en los cultivos de virus Herpes simplex en células Hela, tiene lugar
entre las cuarenta y ocho y las setenta y dos horas. El ntimero medio
por célula de unidades infectivas productoras de lesiones es aproxima-
damente de cien a las setenta y cinco horas después de la infeccién.

2) Los titulos de virus mas elevados corresponden en orden decre-
ciente a 1° interior de las células, 2° fracciones versene, 3° medio nu-
tritivo.

3) Tratando las células con versene, se obtienen, por lo menos,
diez fracciones sucesivas con particulas infectivas procedentes de la su-
perficie celular, con titulos progresivamente decrecientes.

4) Llevando las células a las cuatro horas de la infeccién a la tem-
peratura de 4° C., y manteniéndolas a esa temperatura durante cinco ho-
ras, se nota un incremento de particulas infectivas en el interior de las
células, pero sin liberacién al medio.

5) La adicién de glutamina al medio decrece el niimero de particu-
las infectivas. Por el contrario si se duplica la cantidad de glucosa se
triplica la produccion.
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6) El procedimiento mejor para desintegrar células y obtener virus
es el proceder a congelacién en nieve carbonica y descongelacion a 37°
centigrados alternadas repitiéndolas diez veces. Este método da mejores
resultados que el desintegrarlas por medio de un triturador mecanico en
agua destilada.

3

RESUMEN

Se han estudiado las condiciones éptimas para el cultivo del virus Her-
pes simplex en células HeLa. La méxima produccién corresponde a un
perfodo comprendido entre las cuarenta y ocho y las setenta y dos horas
después de la infeccion. Las condiciones éptimas que se han encontrado
son: a) Lavado con PBS y cambio de medio diario. b) Mantenimiento de
las células a 4° C., durante cinco horas después de la infeccion. ¢) Doble
cantidad jdek;-glucosa en el medio. La presencia de glutamina disminuye la
produccién de virus. Se puede obtener virus de la superficie celular tra-
tando las células con 10 fracciones sucesivas versene.

SUMMARY

A study has been made of the optimum conditions to grow Herpes
simplex virus in HeLa cells. The maximum production is always obtai-
ned between 48 and 72 hours after infection. The optimum conditions
are found to be: a) Daily washing with PBS and changing medium.
) Keeping the culture at 4° C. for about 5 hours after infection. ¢) Dou-
bling the amount of glucose in the medium. The presence of glutamine
decreases the production of virus. Appreciable production, can be obtai-
ned from the cells surface in up to 10 succesive versene fractions.
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