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ESTACIÓN EXPERIMENTAL DEL ZAIDIN. GRANADA 

FORMACIÓN DE ALDEHIDO ACÉTICO 
EN LA FERMENTACIÓN ACETONO - BUTILICA 

POR 

V. CALLAO y E. MONTOYA 

La presencia de acetaldehido y su papel en las fermentaciones 
"butírica y acetono-butílica ha sido muy discutido desde que se inició 
el estudio de las mismas. Neuberg y Aristein (1921) anunciaron su ais­
lamiento en un proceso fermentativo de esta índole, merced a la conocida 
técnica de captación por el bisulfito, lo que dio pie a Donker (1926) 
Ivluyver (1931), en unión de otros hechos conocidos, para formular su 
clásico esquema, en el que atribuye al acetaldehido el papel de compuesto 
intermediario clave, tanto en la fermentación butírica como en la ace­
tono-butílica. Posteriormente, los trabajos de Johnson y col. (1933) y 
Bernhauer y Ktirschner (1935), que demostraron que el acetaldol es un 
compuesto tóxico que no puede ser transformado por el Clostridium 
acetobutylictim, hicieron perder actualidad al esquema de Donker, aun 
cuando los últimos 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 ningún otro investigador, por lo que 
Peldán (1941) llegó a la conclusión de que el acetaldehido aislado por 
estos autores tuvo su origen en una contaminación de los cultivos uti­
lizados por gérmenes ajenos a las fermentaciones estudiadas. Por último, 
los estudios de Werkman y cois. (Wood, Bronv^n & Werkman (1945). 
con C^̂  sobre la bioquímica de la fermentación acetono-butílica, pa­
recen demostrar definitivamente que el acetaldehido no juega ningún 
papel en la formación de los productos finales de esta fermentación. 

(*) Trabajo completo correspondiente a la comunicación presentada al A^II 
Congreso Internacional de Microbiología. Estocoímo, 1958. (Abstracts, p. 400, 23 c ) . 

1 



194 V' Callao y E. Montoya 

No obstante lo antes expuesto, hemos creido interesante investigar 
la presencia de acetaldehido en la fermentación acetono-butílica, por con­
siderar que, si bien es posible que no intervenga en la formación del 
alcohol butíljco o la acetona, sí es, en cambio, muy probable que ac­
túe como intermediario en la formación del alcohol etílico que se produce 
en la citada fermentación. 

La técnica empleada para aislar el acetaldehido de los mostos en fer­
mentación ha sido la de captación por el oxalato de fenilhidracina (OF), 
usada con éxito por Bolcato y cois. (Bolcato, Scevola & Bettinetti, 1950 ; 
Montoya & Bolcato, 1955) para poner de manifiesto en la fermentación 
acetono-butílica la presencia de fosfato de triosa, ácido pirúvico y bu-
tiraldehido. Los resultados que exponemos a continuación demuestran 
de manera definitiva la presencia constante del aldehido acético en la 
fermentación que nos ocupa. 

MATERIAL Y MÉTODOS 

Organismo. 

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

Medios de cultiuo. 

Como medio de desarrollo se ha utilizado mosto de maíz al 3 % (I) 
y como medio de fermentación mosto de maíz al 5 % (II). Tanto en uno 
como en otro caso se añade a los mostos el 0,1 % de autolizado de 
levaduras. 

Cultivos experimentales. 

A partir de la tierra que contiene las esporas del Cl. acetobutylicum 
se inoculan tubos con 15 c. c. de medio I, que se someten seguidamente 
a un choque térmico (100*' C. uno y medio minutos) y a continuación 
se incuban. Con los cultivos así obtenidos se inoculan matraces Erlen-
meyer de 300 c. c , conteniendo 250 c. c. de medio I, los cuales, después 
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de dieciocho horas de incubación, sirven a su vez para inocular matraces 
con 5.000 c. c. de medio II, donde se realizan las experiencias ; la 
axiaerobiosis inicial necesaria se consigue haciendo pasar a través del 
mosto una corriente de anhídrico carbónico estéril. En todos los casos, 
la temperatura de incubación es de 37° C. 

Adición del OF. 

Se utiliza una disolución de O F al 0,75 %, cuyo pH se ajusta a 4,5 
mediante la adición de hidróxido sódico al 10 % ; esta disolución se co­
mienza a añadir al mosto a las 18 - 20 horas de inoculado, o sea cuando 
el desprendimiento de gas es máximo y el pH ha descendido a alrededor 
de 4. En total se añaden 8 grs. de O F por cada 5.000 c. c. de mosto, 
en un intervalo de tiempo comprendido entre cuatro y cinco horas, se-
giin las distintas experiencias. Hacia el final de la adición del OF la 
fermentación suele detenerse. 

Recogida de los productos captados. 

Una hora después de la última adición de OF, se acidula el mosto 
con ácido sulfúrico hasta conseguir una concentración del mismo del 
3 %, con objeto de liberar los productos captados de su combinación con 
la fenilhidracina ; el mosto así acidificado se filtra con la ayuda de un 
poco de tierra de infusorios, para separar la masa bacteriana y los restos 
de maíz, siendo seguidamente destilado. Las primeras fracciones de este 
destilado se precipitan con una solución sulfúrica de 24-dinitrofenil-
íiidracina. El precipitado, formado por las 2,4-dinitrofenilhidrazonas 
(2,4-DNF) correspondientes a los productos volátiles captados, se lava 
para eliminar los restos de ácido sulfúrico y se deseca a 60° C. 

El precipitado obtenido en la manera descrita está compuesto en su 
mayor parte por acetona-2.4-DNiF, por lo que es conveniente, antes de 
proceder a la separación de los compuestos que lo integran, eliminar 
]jarte del exceso de este producto, lo que se consigue extrayendo el 
precipitado con una pequeña cantidad de alcohol etílico hirviente que 
disuelve prácticamente todas las sustancias que acompañan a la aceto-
na-2,4-DNF y sólo una parte de ésta ; los productos extraídos se recupe­
ran por evaporación del alcohol. 
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S'Bparación cromato gráfica. 

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 alúmina de 
Brockmann de 45 cm. de altura y 2,50 cm.^ de sección; el desarrollo 
de la cromatografia se lleva a cabo con bencina-acetato de etilo al 3 %, 
siendo necesario para obtener una buena separación pasar de 400 a 
500 c. c. de esta mezcla. 

Una vez desarrollada la cromatografia, las distintas bandas coloreadas 
se separan mecánicamente y se eluyen con éter sulfúrico. Los productos 
obtenidos se recuperan por evaporación del éter, se recristalizan en alco­
hol etílico y se identifican por sus puntos de fusión y curvas de absor­
ción de sus soluciones alcohólicas en el espectro visible. 

RESULTADOS 

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

I.'' Ancha, intensamente coloreada en amarillo, de ¡imites impre­
cisos; está compuesta por una mezcla de acetona-2,4-DNF y butiral-
dehido-2,4-DNF. 

2.^ Más estrecha que la anterior y coloreada menos intensamente ; 
está compuesta por acetaldehido-2,4-DNF. 

3"̂ . Muy estrecha y con una coloración apenas perceptible ; por la 
pequeñísima cantidad de sustancia que la origina, no ha podido ser anali­
zada convenientemente, pero de las pruebas efectuadas parece deducirse 
que está 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 número de bandas como 
sus características fueron constantes. 

De acuerdo con lo dicho en el capítulo de técnicas, el acetalde-
]]ido-2,4-DNF se aisla eluyendo la banda correspondiente con éter sul­
fúrico y evaporando seguidamente este disolvente ; el residuo se purifica 
por recristalización en alcohol etílico. 
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La identificación se llevó a cabo determinando el punto át fusión 
de los cristales aislados, que resultó ser de 162° C , no observándose 
variación en el mismo cuando el producto derivado de la fermentación 
se mezcla con acetaldehido-2,4-DNF sintético. De otra parte, la sustan­
cia aislada disuelta en etanol muestra en el espectro visible un máximo 

o 

de absorción a 5.580 A, 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 maíz fermentado, según las distintas 
experiencias. 

DISCUSIÓN 

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

Según dijimos, las últimas investigaciones sobre el mecanismo bio­
químico de la fermentación acetono-butílica parecen demostrar que el ace-
taldehido no juega ningún papel en la formación del butanol y la acetona, 
por lo que en ausencia de otros datos llegamos a la conclusión de que 
posiblemente sólo interviene en la producción de alcohol etílico, como 
intermediario en la reducción del ácido acético. 

RESUMEN 

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

El acetaldehido-2,4-DNF se aisló 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 fermentación actúa como intermediario en la reducción 
del ácido acético a alcohol etílico. 

SUMMARY 

The presence of acetaldehyde in the fermentation of corn mash by 
Clostridium acetohutylicmn has been investigated using the plienyhydra­
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 acetald€hyde-2,4-ON'P isolated was of about 
ÍO-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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INSTITUTO «JAIME FERRAN», DE MICROBIOLOGÍA 

SECCIONES DE BIOLOGÍA BACTERIANA Y MICOLOGÍA 

MICOSIS URINARIAS SUBORDINADAS A LA 
PRESENCIA DE SUSTANCIAS ANTIBIOTICAS 

POR 

ANTONIO PORTÓLES y ENRIQUE F E D U C H Y 

Es mayor cada día la aplicación cuali y cuantitativa que de los anti­
bióticos se hace y, asimismo mayor también, el número de publicaciones 
que —como consecuencia de ello— tratan de micosis post-antibioterapia ; 
ahora bien, estas publicaciones parecen limitarse tan sólo a los casos de 
moniliasis y a estudios que relacionan muy estrechamente la causa con 
el efecto en cuadros patológicos definidos. Esto nos impulsó a emprender 
la tarea de ir aislando e identificando especies fúngicas en una serie de 
orinas que más tarde, a la vista de los resultados, habríamos de clasificar 
en grupos, para presentar con visión estadística estos datos. 

Por otra parte, esta relación levadura-antibiótico no se limita, en 
nuestro criterio, a una mera consecuencia, sino que, desde un punto de 
vista microbiológico, ha de tener distintas facetas, como son: a), papel de 
los antibióticos en la detección de micosis; b), influencia de estas sus­
tancias en la implantación o aparición de infecciones micóticas, y c), sig­
nificación de estos inhibidores para la biología de las especies fúngicas. 
Puntos, los tres, que pretendemos examinar por separado en la primera 
parte experimental. 

PARTE EXPERIMENTAL 

I. Estudio general. 

Materiales y métodos. 

Las muestras estaban integradas por orinas de personas sanas y 
enfermas, procedentes de distintos medios hospitalarios y recogidas en 
las condiciones normales aconsejadas para esta clase de trabajos. 
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Las técnicas, siempre dentro de las ordinarias para cultivos y clasi­
ficación en Micología (seguimos las claves del Lodder), se han modifi­
cado en algunas ocasiones de acuerdo con los propósitos de nuestras 
experiencias; así, la detección de especies micóticas se hizo por examen 
en fresco del sedimento urinario, para ver abundancia de células levadu-
riformes en relación con otros elementos orgánicos; por frotis teñidos, 
para comprobar su estado citológico, y por cultivos. El aislamiento se 
practicó sobre medios sólidos que se fueron variando en el transcurso 
de la experiencia, de acuerdo con la positividad de sus resultados, rela­
cionando las imágenes microscópicas de los sedimentos con los desarro­
llos obtenidos; sü composición básica se indica en el cuadro que sigue 
a continuación : 

CUADRO I 

Composición de los medios-base sobre los que se añadirán los inhibidores. 

Gramos o c. c. de sustancias 

Sacarosa 

Glucosa 

Peptona 

Extracto de malta 

Glucosamina 

Glicerina 

Agua 

Agar 

5 

3,75 

1,25 

250 

3,75 

M E D I O S 

1 

100 

1,8 

III 

2 

1 
100 

1,8 

IV 

2 

1 

100 

1 

También, en algunos casos, hemos efectuado el recuento de células 
viables de levadura mediante centrifugación de lo c. c. de orina en un 
tubo graduado a 3.500 r. p. m. durante 20', al cabo de los cuales se 
retiraron 9 c. c. del liquido sobrenadante y del c. c. restante, previa ho-
mogeneización por agitación, sembramos en superficie 0,1 c. c. {•= i c. c. 
de orina a concentración original) de las dos últimas diluciones de la 
escala al i / io , i / ioo, i/i .ooo y i/io.ooo sobre medio sólido en placa. 



Micosis urinarias y sustancias antibiotic as 201 

A) Intervención de los antibióticos en la detección de micosis. 

Hace algún tiempo que se empezaron a usar sustancias antibióticas 
inhibidoras del crecimiento bacteriano para conseguir cultivos de leva­
duras libres de contaminación, como un avance positivo frente a los 
casi ineficaces métodos clásicos de medios a pH ácido : también nos­
otros, en 1955, utilizamos la penicilina con estos propósitos, aunque más 
tarde, al resultar ineficaz ésta, comenzamos a emplear antibióticos como 
la estreptomicina y asociaciones de penicilina-estreptomicina, para pasar 
después a otros de espectro más amplio, como es la aureomicina, propues­
ta por Hesseltine y cois. (1952); pero según era lógico, más tarde, al 
aparecer cepas aureomicin-resistentes y conociendo, además, las discre­
pancias entre Pappenfort y cois. (1951), Moore (1951) y Huppert y cois. 
(1953) por una parte y Lopes Netto y cois. (1955), Janke, Marseluo y 
Segretain, por otra, sobre si esta sustancia podía o no provocar acciones 
estimulantes ''in vitro'' en el desarrollo levaduriforme, fue obligado bus­
car entre el arsenal antibiótico la sustancia o sustancias capaces de pro­
porcionar crecimientos de levaduras libres de bacterias. 

Últimamente, en el estado actual de la evolución hacia la antibiótico-
resistencia por parte de las cepas bacterianas más frecuentemente ais­
ladas en orina, y en un intento de buscar el medio más idóneo para el ais­
lamiento de especies micóticas, hemos ensayado diferentes inhibidores, ob­
servando, a la vez que su eficacia, la proporcionalidad de gérmenes que 
se resisten a esta acción bacteriostática, según 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 utilización. 

Sería inútil conceder, dado el número de cepas de cada grupo, un 
valor absoluto a las cifras %, pero en este caso nos sirven para obtener 
una imagen relativa de comparación de los resultados para cada antibió­
tico, con la que es posible calificar el grado de eficacia, que es mayor para 
la asociación de estreptomicina-cloromicetina. 
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B) Aparición de micosis urinarias post-antibioterapia. 

En este apartado nos es posible distinguir tres aspectos de la cues­
tión, aunque nosotros nos ocupemos tan sólo de su frecuencia y mo­
mento de aparición: 

I. En cuanto a su origen, muy estudiado y discutido últimamente, 
parecen haber quedado circunscritas a tres las hipótesis fundamentales 
(Rimbaud y Rioux, 1955) de alergia medicamentosa por una sensibili­
zación local de las mucosas al antibiótico, desequilibrio micótico-bacte-
riano que permite la exaltación vital de las levaduras y destrucción de 
la flora con poder vitamino-sintético elevado, que provoca la carencia 
local o total en riboflavina. 



CUADRO 2 

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

ESPECIES BACTERIANAS 

CONTAMINANTES 

1 Estafilococos 

1 Difterimorfos. 

Colibacilos 

Piocianicos 

INHIBIDORES 

EFICACIA ...I 

i G R U P O I 
1 Para un total de 74 casos 

i CRECIMIENTOS + 

En 
número 

6 

8 

5 

18 

6 

3 

En 
% 

37,5 

80,0 

33,3 

78,2 

85,7 

100 

Penicilina 

50 u . 

+ . 

En 
número 

12 

6 

11 

6 

5 

3 

En 
% 

75,0 

60,0 

73,3 

26,0 

71,4 

100 

Estrepto­

micina 80. 

+ 

Núm. 
. d e 

casos 

16 

10 

15 

23 

7 

3 

G R U P O II 
1 Para un total de 110 casos 

CRECIMIENTOS + 

En 
número 

9 

6 

4 

13 

6 

2 

En 
% 

25,0 

46,1 

36,3 

37,5 

75,0 

100 

Pen ic . 20 

1 Estr. 40 

+ + 1 

En 
número 

4 

7 

3 

14 

1 

2 

En 
% 

11,1 

53,8 

27,2 

35,0 

12,5 

100 

Aureomi-

cina 40 

+ + : 

! Núm. 
i de 

casos 

36 

13 

11 

40 

8 

2 

G R U P O III 
1 Para un total de 128 casos 

1 CRECIMIENTOS + 

En 
número 

0 

4 

5 

2 

4 

6 

En 
% 

0,0 

21,0 

35,6 

4,1 

36,3 

100 

Clorom. 30 

Penic. 15 

+ + + 

En 
número 

1 

5 

1 

1 

2 

6 

En 
% 

3,3 

26,3 

78,5 

2,0 

18,1 

100 

Clorom. 30 

Bstrep. 40 

+ + + + 

Núm. 
de 

casos 

30 

19 

14 

48 

11 

6 

i-

O 
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2. En cuanto a su frecuencia de aparición, la hemos estudiado 
comparativamente estableciendo con las muestras de orina tres grupos 
así clasificados: 

CUADRO 3 

Clasificación de las muestras de orina examinadas. 

Enfermos 
tratados por antibióticos 

Cistitis 

132 

Pielonefrilis 

26 

Enfermos 
no tratados por antibióticos 

Diabéticos 

48 

Hepáticos 

7 

Personas aparentemente sanas 

Hombres 

42 

Mujeres 

57 

Las especies levaduriformes detectadas microscópicamente en el sedi­
mento y aisladas sobre medios sólidos con inhibidores del crecimiento 
bacteriano, fueron clasificadas y resultaron pertenecer a trece especies 
diferentes agrupadas en cinco géneros de levaduras, cuyos porcentajes 
se indicarán más 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-
cótico-positivos no tratados por antibioterapia, el número de células de 
levadura observadas microscópicamente al examinar en fresco sus sedi­
mentos de orina, era muy elevado, hasta el punto de que para cerciorar­
nos hubimois 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 antibiótico nunca alcanzaron valores superiores a 20 por 10^ 
células. Esto nos hizo pensar en la influencia de la concentración de 
azúcar, 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 aparición y su expre­
sión gráfica se indica en el cuadro y gráfico que sigue: 
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CUADRO 4 

Resumen de los resultados obtenidos. 

Cuadros clínicos 

Cistitis 

i ' 
1 Pielonefritis . 

I Diabéticos ... 

1 Hepáticos ... 

1 Aparentemen-
1 te sanos 

Tratamiento antibiótico 

Penicilina, penici­
lina - estrepto­
micina, aureo-

Num. 
de casos 

131 

micina, terra-
micuia. 

i 
i 

Los mismos que 6 
an t eriormente. ! 
tetraciclina y] 
cloromicetina. 

En el momento 
del examen no 
existían. 

Idem. 

Idem. 

i 

48 

7 

57(H) 
42 (M) 

Micótico-
negativos 

3 

8 

17 

6 

78 

Hicótico-
positivos 

12S 

-

18(*) 

31 

1 

8(H) 
13 (M) 

Especies encontradas I 

86 C. albicans. - 1 
7 C. fropicalis. 

7 Rh. qhitinis. 
4 Rh. rubra. 

3 Rh. Mncilaginosa. 
8 T. candida. 1 
ó T. versatilis. \ 

5 T. famata. 
2 Cr. albidus. 1 

8 C. albicans. I 
3 C. tropic al is. 1 
2 T. faina ta. I 
I T. candida. 1 
1 T. versatilis. 

2 Rh. nuicilaginosa. 1 
I RIi. ghitinis. 1 
I Cr. Lourentii. I 

18 C. albicans. 1 
3 C. tropica lis. 1 

2 7\ candida. 1 
I T. glabrata. ! 
I T. i'crsátilis. 1 
I /?/í. rubra. 1 
I i?/í. ghitinis. 1 
I C mycodenna. 1 
3 Trich. cntaneus. 

18 C. albicans. 

2 J^/î. rubra. 

I Í?/L glutinis. 

(*) En este grupo existe un caso en eî que se aislaron conjuntamente Cr. Lan 
rentii y C. albicans en el mismo enfermo.. 
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CUADRO 5 

Frecuencias de aparición por especies. 

ESPECIES MICOTICAS 

Cafidida mycoderma 

1 Rhodothorula ghitiftis 

Rhodothorula rubra 

Rhodothorula mucUaginosa ... ... 

Toriilopsis candida 

Torillopsis versátilis 

Torulopsis famata 

Toriilopsis glabrata 

Cryptococcus albidus 

Cryptococcus Latirentii ... 

Trichosporum cutaneus 

Frecuencia 1 
en número de casos i 

Típicas 

110 

13 

1 

3 

7 

5 

12 

7 

1 

2 

1 

3 

Anormales 1 

20 

7 

8 

3. En cuanto al momento de aparición de estas levaduras, no hemos 
encontrado antecedentes, por lo difícil, quizá, de precisar ''in vivo'' los 
fenómenos que condicionan el período que media entre la administración 
de antibióticos y la detección de células micóticas. 

Es cierto que son muy distintas las variables que pueden influir (de 
tipo ecológico, naturaleza y dosis del antibiótico, características de la 
infección, condiciones del organismo, huésped, etc.) ; pero a pesar de 
ello, nosotros, en ocho casos de infección urinaria por especies colifor­
mes en los que pudimos seguir muy de cerca el estudio microbiológico y 
el tratamiento, detectamos con aceptable exactitud, por exámenes diarios, 
el momento en que aparecen células de C. albicans. Estos datos, que se 
expresarán en el gráfico B, permiten sacar deducciones, a modo de en­
sayo, y acerca de alguna de las circunstancias que influyen en el inter­
valo de aparición de las células micóticas. 
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C) Los antibióticos en la biología de las especies micóticas. 

Independientemente de cuanto llevamos dicho acerca de la influencia 
(indirecta) que los antibióticos antibacterianos pueden tener para la de­
lección, aparición y frecuencia de levaduras en infecciones de etiología 
microbiana compleja, existe otro grupo de sustancias antibióticas, entre 
las que destaca la nistatina, que por su condición de antibiótico antifún-
gico influye (directamente) en la biología del hongo, alterándole y des­
truyéndole unas veces, y modificando su fisiología normal otras; es de­
cir que, si sustancias antibióticas son las que condicionan indirectamente 
la aparición de especies micóticas, también pertenecen a este grupo de 
sustancias las que intervienen directamente en su desaparición. 

Estas alteraciones de las células micóticas, distintas a las producidas 
por antagonismos de tipo ecológico (figs. 4 y 5) en fenómenos de sus­
titución de flora microbiana, se manifiestan por hinchamiento (figs. 6 
y 7), separación de la pared por retracción del citoplasma (ñg. 8) y 
posterior exteriorización de vacuolas y granulaciones hasta disgregarse 
(figs. 9, 10 y 11) con la consiguiente desaparición de la célula por des­
trucción (figs. 12 a 14) ; pero, sin embargo, a veces, no se alcanza por 
completo la desintegración, sino que las células de levadura resisten el ata­
que, quedando patentizadas estas alteraciones en caracteres morfológicos o 
fisiológicos anormales, revelados en el casi 18 % de las especies encon­
tradas y estudiadas por nosotros y todas días procedentes de enfermos 
a los que se había administrado nistatina. 

Estas alteraciones se resumen en un 15,5 % de cepas de C. albicans 
que presentan anormalidades en la fermentación y asimilación de galac­
tosa y algunas de ellas con células dç mayor tamaño; un 70 % de Rh. 
glutinis con tamaño celular más pequeño del normal, análogo al de la 
variedad rubescens y algunas de ellas con disminución en la asimilación 
de la galactosa, deficiencia en la hidrólisis de arbutina, asimilación de al­
cohol o de nitratos o bien variaciones en la tonalidad de pigmentación; 
y en el 100 % de T. versatilis que han resultado tener un mayor tamaño 
del nor nial. 

Y, por último, antes de pasar al examen monográfico, queremos se­
ñalar que las modificaciones o alteraciones por antagonismos de tijx) 
ecológico que antes hemos mencionado, tienen también su importancia 
en la detección de levaduras, ya que -hemos tenido ocasión de observar en 

11 
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algunas ocasiones que pese a existir células levaduri formes (es cierto 
también que con marcada alteración de tipo granuloso) en los frotis^ 
estas no crecían o tardaban en hacerlo bajo las condiciones habitualmente 
empleadas. Después de algunos ensayos con determinadas sustancias, 
urea, algunos aminoácidos o vitaminas A, B12, etc., hemos visto que la 
glucosamina al i % favorece el desarrollo levaduri forme de estas células 
diversamente afectadas por antagonismos de tipo ecológico. 

II . Examven "monográfico. 

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 procedió a su rejuvenecimiento en extracto de malta y estría en 
agar del mismo medio, comenzando las siembras en los diferentes medios 
para los estudios de clasificación, 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 COMO Torulopsis versatilis. 

Familia Cryptococácea. Subfamilia Cryptococoidea. Genero Torulopsis. 

GRUPOS 

lo E 

10 F 

10 G 

10 H 

11 I 

II Y 

II R 

Num. 
de 

cepas 

2 

FERMENTACIÓN DE AZUCARES 

Glucosa 

+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 

Galac­
tosa 

+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 

Sacarosa 

+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 

Maltosa 

+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 

Lactosa 

— 

Rafinosa 

+ V3 

+ '/3 

f Va 

+ V, 
+ V3 

+ '3 

+ V3 

ASIMILACIÓN DE AZUCARES 

Glucosa 

+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
4-
+ 

Galac­
tosa 

+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 

Sacarosa 

+ 
+ 
+ 
+ 

+ 

Maltosa 

+ 
+ 
+ 
+ 

+ 
+ 

Lactosa 

+ 
+ 

c 

+1 

+ 
+ 

Asimi­
lación 
N03K 

+ 
+ 
+ 
+ 

-1-débil 

+ débil 

+ débil 

Asimi­
lación 

de 
alcohol 

+ débil 

-f-débil 

+ débil 

+ débil 

Hidró­
lisis 
de la 

arbutina 

— 

Seudo-
micelio 

0 
"ó) 
0 

0 
•0 
3 
<X> 
V) 
_ca I 
'u 
<y 
0 . 
CO 
0) 
Vi 
0 

2: 

i 

I 

s 

Co 



CUADRO 6 (Conclusión) 

10 

GRUPOS 

lO 

1 0 

1 0 

10 

I I 

I I 

I I 

E 
F 
G 
H 
I 
Y 
R 

Caracteres en extracto de malta 

A los tres días a 25° 

Células redondeadas, algu-
gunas ligeramente elípti­
cas. 

Presenta pequeñas vacuo 
las y varias de ellas con 
corpúsculos réfringentes 
en cada vacuola, ambas 
series muy coincidentes. 

Tamaño (3.0-5.7) X (5-8-
6.8) |i Figura 15. 

Al mes en el mismo medio 
a 170, acuse depósito y 
débil anillo. 

Caracteres en estría sobre agar malta 

A los cinco días. 

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

A los treinta días 

Superficie y bordes prácti­
camente lisos, poco bri­
llantes, más bien mates, 
color blanco-grisáceo. No 
forma seudomicelio. 

Colonias gigantes 

En figuras 17 y 18 se apre­
cian dos colonias gigan­
tes correspondientes a las 
cifras 10 E y II I. 

El color y aspecto de la 
masa es en ambos blanco 
y mate, pero la superfi­
cie acusa diferencias, cón­
cava la parte central y 
contorno finamente es­
triado casi liso en la i .^ 
y con granulaciones so­
bre fondo estriado y par­
te central cóncava en la 
segunda. 

Observaciones 

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

(2-4) X '(3-5) V-

No f o r m a seudomicelio, 
pero el frotis sobre agar 
de patata acusa agrupa-
mientos ramificados de| 
levadura. Figura 19. 

o" 
< s > . 



CUADRO 7 

GRUPOS DE LEVADURAS (XASIFICADAS COMO Torulopsis glabrata. 

GRUPO 

135 
A P M 

Núm. 
de 

cepas 

I 

FERMENTACIÓN DE AZUCARES 

Glucosa 

+ 

Galac­
tosa 

— 

Sacarosa 

-

Maltosa 

— 

Lactosa 

-

Rafinosa 

-

ASIMILACIÓN DE AZUCARES 

Glucosa 

+ 

Galac­
tosa 

— 

Sacarosa 

-

Maltosa 

-

Lactosa 

— 

Asimi­
lación 
N03K 

> — 

Asimi­
lación 

de 
alcohol 

— 

Hidró­
lisis 
déla 

arbutina 

-

Seudo-
micelio 

-

GRUPO 

135 
AP-AM 

Caracteres en extracto de malta 

A los tres días a 25° 

Células ovales, ovales-re-
dondeados. 

(3,8-4,8) X (4,2^6,7). Figu­
ra 20. 

Al mes a 17° 

Trazas de anillo, depósito, 
líquido claro y trazas ve­
lo en la superficie. 

Caracteres en estría sobre agar malta 

A los cinco días a 25° 

Estría blanco-grisácea, bri-
(llante p e r o finatnente 
granulada. 

Células redondas y elípti­
cas con corpúsculo ré­
fringente. 

Al mes a 17° 

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

Colonia gigante en gelatina de malta 

Colonia muy lisa con lige­
ra cavidad en el centro. 
Figura 21. 

Observaciones 

La descrita por Lodder-W. 
Kreger-Van Rig., proce­
de de origen humano. 

i-
£0 
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CUADRO 8 

GRUPOS DE UÍVADURAS CLASIFICADAS COMO Torulopsis famata. 

10 

GRUPO 

D i«> 

Núm. 
de 

cepas 

7 

FERMENTACIÓN DE AZUCARES 

Qiucosa 

+ 

Galac­
tosa Sacarosa Maltosa Lactosa Rafinosa 

ASIMILACIÓN DE AZUCARES 

Glucosa 

+ 

Galac­
tosa 

+ 

Sacarosa 

+ 

Maltosa 

+ 

Lactosa 

-

Asimi­
lación 
N03K 

— 

Asimi­
lación 

de 
alcohol 

— 

Hidró­
lisis 

de la 
arbutina 

+ 

Seudo-
micelio 

— 

GRUPO 

D 1° 

Caracteres en extracto de malta 

A los tres días a 25° 

Células elíptica^, elíptico-
ovales, pequeñas. 

Al mes a 17° 

Depósito, atiillo y líquido 
claro. 

(2.6-3.2) X (3-2-3.5).H-

Figura 22. 

Caracteres en estría sobre agar malta 

Al mes a 17° 

Estría lisa, color crema os­
curo, bordes lisos tam­
bién. 

Seudomicelio sobre agar patata 

No forma seudomicelio. 

Colonias gigantes 

La colonia a los sesenta días 
a temperaturas 17 - 20° 
presenta a s p e c t o liso, 
oquedad central no muy 
acentuada, color blanco 
mate. Figura 23. 

o* 

? 
^ 

"a 
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CUADRO 9 

GRUPOS DE LEVADURAS CLASIFICADAS COMO Torulopsis candida. 

GRUPOS 

B jo 

136 

AP-AM 

Núm. 
de 

cepas 

10 

1 

FERMENTACIÓN DE AZUCARES 

Glucosa 

— 

Galac­
tosa 

— 

Sacarosa 

— 

ivialtüsa 

— 

Lactosa 

-

Rafinosa 

— 

ASIMILACIÓN DE AZUCARES 

Glucosa 

+ 
+ 

Galac­
tosa 

+ 
+ 

Sacarosa 

+ 
+ 

Maltosa 

+ 
-1- débil 

Lactosa 

-f 

Asimi-
lación 
N03K 

-

Asimi­
lación 

de 
Alcohol 

+ déba 

+ débil 

Hidró­
lisis 
de la 

arbutina 

+ 
+ 

beudo-
micelio 

— 

GRUPOS 

B lo 

136 

AP-AM 

Caracteres en extracto de malta 

A los tres días a 25° 

Células redondas vaeúola-
das, con una 0 dos vacuo­
las pequeñas. 

Varias células están en ge­
mación. Figura 24. 

(3.8-7) X (4.2-7) 1̂  

Células redondas y vacuo-
ladas, con gemación 0 no 
figura 25, muy similares 
a las del grupo B, pero 
mayor tamaño. 

(S.8-10.2) X (1.4-10.2) |i 

Cultivo en estría de agar malta 

A los cinco días a 2$^ 

Superficie brillante, blanca, 
ligeramente grisácea y 
débilmente lobulada, bor­
des algo ondulados. Cé­
lulas redondas finamente 
granuladas. 

Al mes a 17° 

Crema brillante, fugoso, 
con bordes finamente es­
triados. 

En ambos grupos se pre­
senta el mismo aspecto. 

Colonia gigante sobre gelatina malta 

En figura 26 y 27 se apre­
cia el aspecto a los vein­
te días a temperatura pa­
ra 17-20° y en la figura 
28 a los sesenta días. 

En la primera superficie li­
sa, color crema y borde 
blanco estriado y festo­
nado. En la tercera apa­
rece marcadamente fibro­
sa la parte central, color 
crema, y al borde fina­
mente estriado y blanco. 

Observaciones 

Las células del cultivo en 
malta son de mayor ta­
maño que la descrita pa­
ra la especie. 

i-
Ci 

i-
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CUADRO 10 

GRUPOS DE LEVADURAS CLASIFICADAS COMO Rhodotorula glutinis. 

Familia Cryptococáicea. Subfamilia Rhodotoruloidea. Género Rhodotorula. 

M 
ON 

GRUPOS 

F i« 

G r^ 

137 
AP-AM 

140 i 

AP-AM 

146 

AP-AM 

104 A 

104 B 

104 C 

1416 0 

146 P 

Núm. 
de 1 

cepas 1 

FERMENTACIÓN DE AZUCARES 

Glucosa 

— 

— 

— 

— 

— 

Galac 
tosa 

— 

— 

— 

— 

-

Sacarosa 

— 

-

.-

— 

— 

Maltosa 

— 

— 

— 

— 

— 

Lactosa 

— 

— 

— 
. 

— 

-

Rafinosa 

— 

— 

— 

— 

— 

ASIMILACIÓN 

Glucosa 

+ 
+ 
+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 
+ 

Galactosa 

+ 
+ 
— 

— 

' — 

+ 

+ 

+ 

+ 
+ 

DE AZUCARES 

Sacarosa 

+ débil 

+ 
— 

— 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 
+ 

Lactosa 

— 

— 

— ° 

— 

— 

— 

-

— 

— 

— 

Asimi­
lación 
N03K 

+ 
+ 
+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

— 

— 

Asimi­
lación 

de 
alcohol 

+ 
+ 
+ 

+ 

— 

-

-

— 

— 

— 

Hidró­
lisis 

arbutina 

+ 
+ 
+ 

+ 

-h 

< 
(X) 

OQ 

0 

+ 
+ 

Seudo-1 

micelio 1 

— 1 
— 

— 

— 

— 

-

— 

— 

— 

— 

^ 
Q ^ 
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CUADRO lo (Continuación) 

GRUPOS 

F I» 

(F ig . 30) 

G 10 

137 
AP-AM 

140 

AP-AM 

[ 146 
AP-AM 

( F i g . 32) 

Caracteres en extracto de malta 

. A los tres días a 25^ 

Células redondeadas, contenido vacío 
0 liso, destacando solamente un 
corpúsculo réfringente. Células en 
gemación. 

Al mes a 17° 

Depósito y anillo rosado. 

A los tres días a 25^ 

Depósito y anillo rosado. 
Depósito y anillo rosado. 
Elíptico redondeadas. 

Al mes a 17^ 

Depósito y anillo rosa vivo. 

Caracteres en estría sobre agar malta 

A los cinco días a 25̂ ^ 

Superficie brillante, lisa, en las par­
tes más densas, ligeramente abuño­
lada en el pico superior, color rosa 
vivo. 

Al mes a 17^ 

Estría rugosa, de aspecto fibroso, co­
lor rosa vivo (coral). 

A los cinco días a 25° 

Ijgual aspecto que las anteriores, con 
color rosa vivo. 

Al tnes a 17^ 

Superficie lisa, rosa vivo (coral) y 
(brillante. Bordes finamente estria­
dos y en la base rugosa. Células 
redondeadas con corcúsculo ré­
fringente. 

Colonias gigantes 

En figuras 33 y 34 se aprecia colo­
nia gigante de cepa F de veinte 
días a 17-20 ,̂ presenta superficie 
lisa, borde estrecho y finamente es­
triado, color rosa vivo. 

Figuras 35 y 36, colonia de cepa 146 
AP-A; a los veinte y sesenta días 
a 17-20° ambas rosa vivo y brillan­
te, muy características ; la segunda, 
marcadamente nerviada. 
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CUADRO lo (Conclusión) 

to. 

00 

GRUPOS Caracteres en extracto de malta Caracteres en estría sobre agar malta Colonias gigantes 

104 A 

104 B 

(Fig. 16) 

104 € 

146 O 

(Fig. 31) 

146 P 

(Fig. 32) 

A los tres días a 2SP 

Células redondeadas o elíptico-redon-
deadas. 

Contenido liso o ligeramente vacuo-
lado. Menor número de células, 
con corpúsculo réfringente, que 
las anteriores. 

Al mes a 17*̂  

Depósito y anillo rosado. 

A los tres días a 25° 

Eiíptico-redondeada con 2-4 cor­
púsculos réfringentes. Algunas cé­
lulas en gemación. Se acusa menor 
tamaño que las anteriores. 

Al mes a 17^ 

Depósito y anillo rosado. 

A los cinco días a 25° ^ 

Igual aspecto que las anteriores pero 
color rosa asalmonado. 

Al mes a 17^ 

Estría más lisa que las anteriores de 
este tiempo y el color rosa más 
opaco. 

Células de igual aspecto. 

Al mes a 17° 

Estría rugosa, color rosa ligeramen­
te amarillento. 

Figuras 37 y 38, colonia de la cepa, 
1401 AP-AM, de los dos cultivos 
de veinte y sesenta días craterifor­
me en el centro, bordes convexos 
color rosa vivo. 

Figuras 39 y 40, colonia de la cepa, 
137 AP-AM a los veinte días y a 
los sesenta, aspecto liso y finamen­
te radiado, respectivamente, son| 
más similares a G que a la 145 
AP-AM. 
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CUADRO II 

GRUPO DE IEVADURAS COLASIFICADAS COMO Candida mycoderma. 

Familia Cryptococacea. Subfamilia iCryptococoidea. Género Candida. 

GRUPO 

141 

AP-AM 

Núm. 
de 

cepas 

1 

FERMENTACIÓN DE AZUCARES 

Glucosa 

— 

Galac­
tosa 

-

Sacarosa 

-

Maltosa 

— 

Lactosa 

— 

Rafinosa 

— 

ASIMILACIÓN DE AZUCARES 

Glucosa 

+ 

Galac­
tosa 

— 

Sacarosa 

— 

Maltosa 

— 

Lactosa 

— 

Asimi­
lación 
N03K 

-

Asimi­
lación 

de 
alcohol 

+ 

Hidró­
lisis 
de la 

arbutina 

— 

Seudo-
micelio 

+ 

GRUPO 

141 

AP-AM 

Caracteres en extracto de malta 

Células elíptico alargadas, 
a 1 g tj; n a s francamente 
alargadas. F i g u r a 41. 
Presentan dos corpúscu­
los réfringentes, uno en 
cada polo; a las veinti­
cuatro ¡horas, acusa ya 
formación de velo. 
Figura 41. 

Caracteres en estría sobre agar malta 

A los cinco días a 35° 

Superficie m a t e , blanco 
gris, como cristal esme­
rilado. 

Células elípticas algo alar­
gadas, con dos pequeños 
corpúsculos réfringentes. 

Al mes a 17" 

Superficie blanca mate. 

Colonia gigante 

En gelatina malta a los 
veinte días, colonia blan­
ca lisa, tenuemente raya­
da con borde finamente 
estriado. Figura 42. 

Seudomicelio sobre agar patata 

Seudomicelio, ramificado, 
con células más alarga­
das en cadenas y sobre 
ellas las blastoesporas de 
menor tamaño y elípticas. 
Figura 43. 
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CUADRO 12 

GRUPOS DE LEVADURAS CLASIFICADAS COMO Candida albicans. 

GRUPOS 

A 1° 

C 1° 

E 1° 

4 0 = 1 3 4 

AP-AM 

138 
AP-AM 

139 
AP-AM 

Núm. 
de 

cepas 

13 

59 

5 

41 

1 

1 

Glucosa 

+ 
+ 
+ 
+ 

+ 

-t-

FERMENTACION DE AZUCARES 

Galac­
tosa 

+ 
+ 
+ 
+ 

+ 

+ 

Sacarosa 

— 

— 

— 

— 

— 

— 

Maltosa 

+ 
+ 
+ 
+ 

+ 

+ 

Lactosa 

— 

— 

— 

— 

— 

— 

Rafinosa 

_ 

— 

— 

— 

— 

— 

ASIMILACIÓN DE 

Glucosa 

+ 
+ 
+ 
+ 

+ 

+ 

Galac­
tosa 

_ 

+ 
-

+ 

— 

— 

Sacarosa 

+ 
+ 
+ 
+ 

+ 

+ 

AZUCARES 

Maltosa 

+ 
+ 
+ 
+ 

+ 

+ 

Lactosa 

_ 

~ 

— 

— 

— 

— 

Asimi­
lación 
NÓ3K 

— 

— . 

— 

— 

— 

— 

Asimi­
lación 

de 
alcohol 

_ 

-

— 

— 

— 

— 

Hidró­
lisis 

de la 
arbutina 

_ 

—. 

-

— 

— 

— 

Seudo-
micelio 

+ 
+ 
+ 
+ 

+ 

+ 

O 

O 

Ci. 

ve 



CUADRO 12 (Conclusión) 

GRUPOS 

A 1° 

C 1° 

E 1° 

134 
AP-AM 

138 
AP-AM 

139 
AP-AM 

Caracteres en extracto de malta 

A los tres días a 25° 

•Células redondas en gema­
ción. 

Contenido liso o con algún 
pequeño corpúsculo ré­
fringente, aisladas o reu­
nidas en grupos. 

Células de diferente tama­
ño, oscilando la media 
entre: (2.9-5.5) X (3.9-
7.1) V-

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

Al mes a 17° 
Presentan depósito y ani­

llo, acusando A^^ C^^ li­
gero polvo flotante. 

Las 136, 138, 139, AP-AM 
anillo y líquido, claro. 

Caracteres en estría sobre 
agar malta 

A los cinco días. 

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

A los treinta días. 

Presentan superficie li­
sa, blanco marfil ma­
te. Los bordes tam­
bién lisos, destacán­
dose solamente ligera 
ondulación en los gru­
pos C y E, más mar­
cada e'n el primero. 

Al microscopio, las cé­
lulas acusan corpúscu­
los réfringentes bien 
destacados. i 

Las del grupo 139 AP.i 
se destacan p o r su i 
menor tamaño, pero 
con el mismo aspecto. 

Seudomicelio sobre agar de patata 

Seudomicelio t í p i c o con 
blastoesporas reunidas en 
racimos globosos y colo­
cados a lo largo de un 
filamento formado p o r 
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 más densa 
y en caja Petri, adema*: 
el desarrollo más avan­
zado da lugar a fusión a 
los racimos globosos. 

Colonias gigat^tes en gelatina malta 

En las figuras 52 y S3 se apre­
cian las colonias gigantes per­
tenecientes a la cepa Ai o. 

Son dos fases de desarrollo, la 
3.^ de unos treinta días a 17-
20° y luego a nevera. 

La '2.̂ , sesenta días a 17-20°. En 
esta segunda fase se aprecia la 
liquidación de la gelatina. 

Las colonias de cepa Ei° figuras 
54 y 55 son similares a las de 
la cepa Ai^ lisas con ligeras 
estrías, liquidan la gelatina. 

La colonia de cepa C figura 56 
presenta rugosidades nerviadas 
y bordes granulados y la colo-| 
nia figura 57 liquidando la ge-, 
latina. Las colonias de esta cepa 
están en una fase de transición] 
entre las E y € 138-AP (figu­
ra 59. 
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OUADiRO 13 

GRUPOS DE LEVADURAS CLASIFICADAS COMO Trichosporón cutaneus. 

Familia Cryí>tococá'cea. Subfamilia Tridhosporoidea. Género Trichosporón. 

to 

I GRUPOS 

1 152 L 

152 M 

1-52 N 

Núm. 
de 

cepas 

Î 

1 

1 

FERMENTACIÓN DE AZUCARES 

Glucosa 

-

Galac­
tosa 

— 

Sacarosa 

— 

Maltosa 

-

Lactosa 

— 

Ra fin osa 

— 

ASIMILAQON DE AZUCARES 

Glucosa 

+ 
+ 
+ 

Galac­
tosa 

+ 
+ 
+ 

Sacarosa 

+ 
1 

+ 

Maltosa 

+ 
+ 
+ 

Lactosa 

+ 
+ 
+ 

Asimi­
lación 
N03K 

— 

Asimi­
lación 

de 
alcohol 

— 

Hidró­
lisis 
déla 

arbutina 

Trazas 

Seudo-
micelio 

+ 
+ 

:̂  

o 

o 

GRUPOS 

152 L 

152 M 

152 N 

Caracteres en extracto de malta 

A los tres días a 25° 

Células elípticas y células 
muy alargadas, otras pa-
r e c e n tranosmiceliares. 
En su interior presentan 
vacuolas y corpúsculos 
réfringentes. Figuras 60, 
61 y 62. 

Caracteres en estría sobre agar malta 

A los cinco días a 25^ 

Estna muy rugosa y fibro­
sa, como gruesas nervia-
duras, color crema. 

Al mes a 17° 

Nerviaduras más destaca­
das, color más oscuro. 

Seudomicello 

Forman abundante seudo-
micelio con células alar­
gadas y en cadena . for­
mando zigzag y sobre 
ellas fiíguran colocadas 
las blastoesporas, de for­
ma elíptica, elíptico - re­
dondeada, colocadas en 
forma característica. Fi­
gura 63. 

Colonias gigantes 

A los sesenta días a 17-20° 

Presenta aspecto muy fi­
broso, color pardo ama­
rillento y borde finamen­
te estriado, blanco yeso. 
Figura 64. 

a. 



Micosis urinarias y sustancias antibióticas 223 

CONSIDERACIONES ACERCA DE LOS RESULTADOS 

Efectivamente es posible comprobar una vez más la subordinación 
existente entre las micosis humanas y la presencia de antibióticos, y asi 
como muchos autores describen localizaciones en faringe, bronquios y 
pulmones, boca, estómago e intestinos, aparato genital femenino o hí­
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 nü con antibióticos, hemos aislado 200 cepas 
de levaduras, que si bien es verdad, algunas procedían 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 antibióticos, un 93,4 % 
fueron micótico-positivos. Para una visión comparativamente más clara 
de los resultados presentamos el 

CUADRO 14 

Casuística ocasional de casos mioótico-positivos en orinas. 

I
Un 318 % de aparentemente sanos, de los cuales 21,2 % 

son micótico-positivos. 

[ Con antibioterapia son el 74,05 %, y 
^ .̂dos j I ¿Q ellos un 93,4 % mioótico-posi-

Un 68,2 % de enfer- j tivos. 

^ Sin antibioterapia son 25,95 %, de 
los cuales hay 54,5 % micótico-po­
sitivos. 

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

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

25 



224 Antonio Portóles y Enrique Feduchy 

íecciones bacterianas del aparato urinario, interesándonos tan sólo por 
los posibles puntos de contacto que pueden existir entre levaduras y 
antibióticos, al influir éstos en su origen o implantación orgánica in vivo, 
detección por cultivo in vitro, que condiciona, a su vez, el tratamiento 
por antibióticos de otra naturaleza para lograr su destrucción o des­
aparición. 

Las consecuencias que se deducen de las observaciones acerca del in­
tervalo de aparición de levaduras en relación con el tratamiento, son 
paralelas a los resultados obtenidos in vitro con vistas a lograr un 
perfecto aislamiento de estos microorganismos : en el primer caso se ve 
que el período de aparición de levaduras es tanto más corto cuanto más 
intenso es el tratamiento antibiótico e independiente de su naturaleza 
química, lo mismo que en el segundo una eficaz asociación inhibidora 
antibacteriana trae como consecuencia el cultivo aislado de las colonias 
levaduri formes. Asimismo, la aparición de micosis en orina es tan rápida 
(tres días) cuando intervienen tres antibióticos entre los que se establece 
una potente acción sinérgica antibacteriana, aun cuando entre ellos no 
existan inhibidores de tipo tetraciclínico que son los más responsabiliza­
dos de las micosis post-antibioterapia, como fácil es conseguir cultivos 
de levaduras aisladas si se conociera a priori el comportamiento frente 
a los antibióticos, 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. c. de medio se han mostrado de gran eficacia en el aislamiento 
de colonias de levadura a partir de orinas, según se puede ver en el 
cuadro 2, aunque si la contaminación es debida a proteus o piocianicos 
su eficacia se ve notablemente disminuida. En este aspecto es preciso se­
ñalar también que hemos observado que el i % de glucosamina en el 
medio favorece el desarrollo de células levaduriformes que en los frotis 
se encontraban alteradas o ''envejecidas" quizá por antagonismos de 
tipo ecológico. 

El intervalo normal de aparición de levaduras viables, en los casos 
de infecciones urinarias por floras microbianas complejas sometidas a 
antibioterapia, parece oscilar entre ocho a quince días desde que se 
inicia el tratamiento, aunque siempre dependiendo de la actividad bac­
tericida de los agentes terapéuticos porque en un caso de asociación si-
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Micosis urinarias y sustancias antihióticas 225 

nérgica de penicilina, estreptomicina y cloromicetina, hubo aparición de 
levaduras 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 más frecuente 
agresividad pueden ser la causa de que todos los trabajos de esta índole 
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 gráfico A, del que es po­
sible establecer el siguiente orden de aparición por géneros : 

Candida—> Torulopsis—> Rhodothoriila > Cryptococcus—> Trycophiton 

Por último, en los casos en que pese a no existir antibioterapia, se 
detectan levaduras, coincidiendo con glucosurias de concentración varia­
ble, se observa en el sedimento en fresco un aumento en la proliferación 
de estos microorganismos sin que hayamos podido demostrar relación 
entre la concentración del azúcar en las muestras de orina y la densidad 
de contaminación micótica. 

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
ción de colonias aisladas de levadura, en muestras de orina. 

2. Se observa, para algunos casos con posibilidad de comparación, 
una cierta relación entre el intervalo de aparición 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 
antibióticos y de personas aparentemente sanas. 

4. Además 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. faínata, 3,5 % de Rh. ru­
bra, 2,5 % de Rh. mMcilayinosa, 1,5 % de Tr. cutaneus, 1 % Cr. albidus, 
0,5 % de C. mycoderma, 0,5 % de T. glabrata y 0,5 % de Cr. Laurentii. 
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320 Antonio Portóles y Enrique Fedtichy 

SUMMARY 

1. W e 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. W e 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-bio therapy, 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. versafilis, 3,5 % T. famata, 3,5 % Rh. rubra, 2,5 % Rh. 

mucHaginasa, 1,5 % Tr. cutaneus, i % Cr. albidSus. 0,5 % C. mycoderma, 

0,5 % T. glabrata and 0,5 % Cr. Laurentii. 
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FIGURAS I., 2 7 3 

Imágenes de tres f rôtis 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 7 5 

Imágenes de células de levaduras con alteraciones análogas a las de envejecimiento, produ­

cidas posiblemente por antagonismos microbianos. 
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FiGURAS 6, 7 y 8 

Aumento del tamaño celular y separación de la pared y citoplasma, provocados por la acción 
de nistatina. 
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FIGURAS 9, 10 y 11 

Exteriorización de vacuolas y granulos como fases que preceden a la desintegración celular. 
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FIGURAS 12, 13 y 14 

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

FIGURAS 17 y 18 

Torulopsis versatilis. Colonias gigantes sobre gelatina de malta a los 60 días, correspondien­

tes a las cepas 10 E (fig. 17) y 1 1 - I (fig. 18). 
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FIGURA 15 

Células de cultivo en malta de 72 horas de levaduras 10 G Torulopsis versatiUs. 
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FIGURA 16 

Oèlulas de cultivo en malta de 72 horas de levaduras 10 E Torulopsis versatiUs. 
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FIGURA 19 

Desarrollo sobre agar de patata de frotis 
de Torulopsis versatilis (levadura 10 E), 

que no acusa seudomicelio. 

FIGURA 21 

Colonia gigante en gelatina de mal­
ta de Torulopsis glahrata, cepa 135, 

AP-AM. 

FIGURA 23 

Colonia gigante en gelatina de mal­
ta a los 60 días de Torulopsis fa-

mat a, cepa D. 

FIGURA 25 

Colonia gigante en gelatina de mal­
ta de Torulopsis Candida, cepa B^^Q. 
Superficie lisa color crema, borde 

estriado, blanco. 

FIGURA 27 

Colonia gigante en gelatina de mal­
ta de Torulopsis Candida, cepa 136-
AP-AM, en fase más avanzada, ini­

ciando granulaciones. 

FIGURA 28 

Colonia gigante en gelatina de mal­
ta de Torulopsis Candida, cepa B^^,, 
en fase más avanzada que en fig. 27. 
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FIGURA 20 

Torulopsis glabrata, células en malta a 

las y2 horas de la cepa 135. A(P-AM. 
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FIGURA 22 

Células de Torulopsis famata, cultivo 

en malta de 72 horas, cepa D. 
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FIGURAS 24 y 25 

Células de Torulopsis Candida en malta a las 72 horas, correspondientes a las 

cepas 136-AP (ñg. 25) y B^ (fig. 24). 
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FIGURAS 29, 30, 31 y 32 

Células de cultivo en malta de Rhodotoriila gltitinis, variedad rubescens, de las 

cepas 104 D (fig. 29), F jo (fig. 30), 146 O (fig. 31) y 14Ó P (fig. 32), 
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FIGURA 33 

Rhodotorula glutinis, cepa F. 

FIGURA 36 

Rhodotorula glutinis, cepa 146-
AP-AM, 

FIGURA 34 

Rhodotorula glutinis, cepa F. 

FIGURA 37 

Rhodotorula glutinis, cepa 
AP-AM. 

FIGURA 35 

Rhodotorula glutinis, cepa 146-
AP-AM. 
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FIGURA 3^ 

Rhodotorula glutinis, cepa 
AP-AM. 
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FIGURAS 44 y 45 

Células de Candida albicans, cultivo de 72 horas en malta; cepa 134 AP-A'M 

(fig. 44) y A,o (fi'g. 45). 
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FIGURAS 46, 47, 48 y 49 

Aspectos de seudomicelios de Candida albicans, sobre agar de patata, con aspecto característico 
en los agrupamientos de blastosporas. 
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FIGURAS 50 y 51 

Seudomicelio de Candida albicans, detalle de los racimos globosos de blastosporas 
del seudomicelio. 

FIGURAS 

52 y 53 

Colonias gigantes de Candida albicans sobre gelatina de malta, a los 60 días; 

cepas AJO comenzando en (fig. 53) a liquidar la gelatina. 

FIGURAS 

54 y 55 

Colonias gigantes en gelatina de malta de Candida albicans, cepa E. En la figu­
ra 55 comienza liciuidación de la gelatina, apreciándose aún aspecto fibroso. 
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FIGURAS 56 y 57 

Colonias gigantes de Candida albicans, cepa C, sdbre gelatina de malta. Se aprecia 
francamente el aspecto fibroso de fase más avanzada y la liquidación de gelatina 

en figura 57. 

FIGURAS 58 y 59 

Colonias gigantes de Candida albicans, cepa 138-AF-AM, sobre gelatina de malta. 
Comienza a manifestarse la fase granulada y la liquidación de la gelatina. 
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FIGURAS 6Ó y 6i 

Células de Trichosporon cíitaneíim, de cultivo de malta a las 7^ horas, aprecián­

dose formas de comienzo de seudomicelio. 
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FIGURA 62 

Células de Trichosporon cutaneum, de cultivo de malta a las 72 horas, aprecián­
dose formas de comienzo de seudomicelio. 
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FIGURA 63 

Seudomicelio de Trichosporon cutaneus, de 

frotis sobre agar de ipatata, presentando 

típico aspecto en zig-zag y las blastosporas. 

FIGURA 64 

Colonia gigante sobre gelatina de malta de 

Trichosporon cutaneus, de aspecto mu}^ fi­

broso característico. 

FIGURA 65 

Estrías sobre agar patata de 

Candida Candida 

mycoderma albicans 

Torulopsis 

Candida 
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IV. Factores que influyen en la fermentación en sumergido. 

POR 

JOSÉ LUIS MALO ECHEVARRÍA y BENITO R E G U E I R O VÁRELA 

INTRODUCCIÓN 

En el primer trabajo sobre producción de ácido cítrico por fermenta­
ción, Malo & Regueiro (1957) decían que pocas variaciones se habían rea­
lizado en los métodos de iCurrie (1917), hasta la aparición de la técnica 
de fermentación en sumergido por Perquin (1938). Los numerosos auto­
res que habían estudiado esta fermentación únicamente estudiaban las va­
riables o factores en relación con el microorganismo medio de fer­
mentación o factores físicos con que trabajaba cada uno. Este fue 
también el objetivo de nuestros anteriores trabajos (1958, 1958 a). 

Los problemas que hemos visto en la fermentación en superficie, 
con medio sintético, también se presentan en la fermentación en su­
mergido, aparte otros que afectan a la aireación. 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
bajamos. 

.'Desde luego, la fermentación en sumergido presenta evidentes ven­
tajas sobre la superficial, sobre todo en lo fundamental de producción 
del producto a obtener en la fermentación. Por esta razón todas las 
fermentaciones de tipo aerobio tienden a realizarse por este método, 
a no ser que se opongan razones económicas. 

De todas maneras, siempre es conveniente el estudiar los factores 
o variables en las dos formas de crecimiento. 

1 



244 Jo^è L.UÍS Malo y Benito Regueiro 

En el presente trabajo se estudian los factores que en la fermenta­
ción en superficie hemos encontrado como más fundamentales en la 
producción. 

REVISION BIBLIOGRÁFICA 

Como decíamos antes, después de los trabajos de Currie (1917), 
poco original encontramos sobre producción de ácido cítrico por fermen­
tación, hasta la aparición 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 producción de ácido 
cítrico. Como dicho trabajo fue publicado en holandés, recibió poca aten­
ción, aunque representa el trabajo fundamental sobre producción de 
ácido cítrico en fermentación sumergida, por lo cual es necesario su cono­
cimiento. 

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

Para sistematizar algo esta revisión vamos a tratar aquí sólo de los 
trabajos de producción de ácido cítrico en fermentación sumergida, so­
bre medio sintético y en escala de laboratorio, tratando por orden los 
factores: microorganismo, medio de fermentación y factores físicos. 

Microorganismos. 

Puede decirse, en términos generales, que hongos que producen ácido 
cítrico en superficie también lo producen en sumergido, aunque esto se 
admite con ciertas reservas. La capacidad de producción varía mucho 
de unas razas a otras; así Perlman (1949), estudiando setenta razas de 
Aspergillus niger de orígenes diferentes, observa que todas dan ácido 
cítrico, pero solo unas pocas en cantidad remunerable (se considera como 
tal, la que produce más de un 50 % de conversión). Esto indica que 
fisiológicamente unas razas deben ser diferentes de otras. Encuentra el 
autor como mejores las esporas jóvenes, cuya conservación conviene sea 
a baja temperatura. 
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El fenómeno de ''variación biológica" que vimos cuando hablamos 
de la fermentación en superíficie, también ocurre en la fermentación en 
sumergido, lo cual también aqui indica que una colonia es una mezcla 
de razas originadas por variaciones naturales. Por selección pueden se­
pararse unas razas de otras, que aunque no difieran morfológicamente, 
sí varían en su capacidad de producción de ácido cítrico. 

El método de selección de razas productoras de ácido cítrico, por 
mutaciones inducidas, tuvo poco éxito ; sin embargo James & Rubbo & 
Gardner (1956), consiguen por irradiación ultravioleta y rayos X, a 
partir de la raza de Aspergillus niger 72-4 Wis., unos mutantes que no 
sólo difieren en la capacidad de producir más ácido cítrico, sino también 
en sus caracteres morfológicos. 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 esporulación, 
sobre la producción de ácido cítrico en fermentación sumergida. Utilizan 
un medio sintético con azúcar, sales inorgánicas y agar, al que añaden 
diferentes iones metálicos. Si en dicho medio se aumenta la cantidad de 
zinc, nitrato amónico y fosfato monop'otásico, se retarda la esporulación, 
que en cambio se adelanta aumentando el manganeso o añadiendo ex­
tracto de malta. La presencia de manganeso en el medio de esporulación 
rebaja un 35 % la producción de ácido cítrico en fermentación. 

Esto, en sumergido ; en superficie no influye. En dieciocho pases suce­
sivos por medio de esporulación, 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 fermentación, y Martín & Steel (1954) estudian la 
influencia del empleo de un inoculo vegetativo en vez de inoculo de 
esporas, observando que el tipo y cantidad del mismo influyen en los 
resultados finales. 

Medio de fermentación. 

Cuando se utiliza un medio sintético, su composición es : azúcar, sales 
inorgánicas e iones metálicos. También aquí influyen los "elementos 
traza", como vimos en la fermentación en superficie. 
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De azúcares se utilizan sacarosa, y glucosa sobre todo. La cantidad 
óptima es de 10-5 % ; si se pone más, la fermentación se alarga y, por 
tanto, la eficiencia disminuye. Algunas razas de hongo no toleran can-
tidades elevadas de ácido cítrico, y entonces se precisa terminar antes las 
fermentaciones. Pero también si se pone en cambio poca cantidad de 
azúcar, como parte de él se utiliza en la formación de micelio y pro­
ducción de energía, disminuye la cantidad correspondiente a la forma­
ción de ácido cítrico. El azúcar que se transforma en ácido cítrico se 
expresa en por ciento de conversión. 

Shu & Johnson (1948) aconsejan tratar el azúcar para separar las 
impurezas metálicas. 

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

Shu & Johnson {1948) estudian la influencia de las sales inorgáni­
cas, encontrando como mejor fuente de nitrógeno el nitrato amónico 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 producción 
de ácido cítrico cuando se añade más fosfato del necesario para el 
crecimiento. 

En cuanto a los iones metálicos, quizás sean el factor del medio de 
fermentación que más influyen en la formación del ácido cítrico. Esta es 
la razón por la que fueron estudiados por numerosos autores, axistiendo 
grandes divergencias entre ellos, quizás sobre todo debido al empleo de 
razas de hongos diferentes. 

En el trabajo mencionado de Shu & Johnson (1948), se estudia la 
producción de ácido cítrico en relación con los iones metálicos, viendo 
que el hierro y zinc eran necesarios para el crecimiento aunque su nivel 
variaba con la raza utilizada. I>an la hipótesis de que el ácido cítrico 
se acumula cuando ciertos componentes (por ejemplo, los iones metáli- ' 
eos) de los sistemas enzimáticos se encuentran a un nivel por debajo del 
normal. Así el zinc y el hierro, en cantidad inferior a la precisa para 
el crecimiento, hacen aumentar la cantidad de ácido cítrico. Sin em­
bargo, si esta concentración de metales baja mucho, la utilización de 
azúcar se hace muy pobre y no se forma tanto ácido cítrico. 
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Karow & Waksman (1947) encuentran que el zinc y manganeso son 
necesarios para la producción de ácido cítrico. 

También Karow & Waksman (1947) dicen que la adición al medio 
de suplementos orgánicos inhibe la producción de ácido cítrico, en las 
condiciones en que ellos los emplean, aun cuando se aumenta el creci­
miento del hongo. 

Como en la fermentación en superficie, Moyer (1953) estudia el 
efecto del metanol en la producción de ácido cítrico en sumergido, en­
contrando que varias razas de hongo producen bastante ácido cítrico, 
cuando se añade metanol a un medio con cantidades elevadas de iones 
metálicos. 

Factores físicos. 

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

La esterilización no es factor muy importante, debido a que como 
dijimos anteriormente el pH que se utiliza hace difíciles las contamina­
ciones. Steel & Lentz & Martín (1955), observan que la fermentación 
es sensible a los cambios de las condiciones de esterilización. Un au­
mento en la presión no influye, pero un aumento en el tiempo de la 
misma puede variar resultados, aunque éstos afectan más a la morfo­
logía que a la producción. También observan variación según el tiempo 
de enfriamiento de la esterilización. Malo & Regueiro (1957) estudian 
estos factores en superficie, no encontrando tales variaciones. 

También Steel & Lentz & Martín (1955) estudian la influencia del 
pH inicial, encontrando que el óptimo es 7.0 en las condiciones en que 
trabajan. En cambio Shu & Johnson (1948) utilizan un p'H inicial de 3.8, 
y que si se eleva más, se acorta el tiempo de fermentación, aunque no 
hay reducción de producción de ácido cítrico. 

En la temperatura de fermentación, casi todos los autores utilizan 
de 25° a 28°, aunque ésta varía también según la raza utilizada. Steel & 
Lentz & Martín (1955) encuentran el óptimo a 31'' en las condiciones 
que ellos utilizan. 

El factor que diferencia la técnica de sumergido de la de superficie 
es la aireación. Como la fermentación cítrica es de tipo aerobio, se 
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comprende que cuantas más células estén en contacto con el oxígeno del 
aire, más metabolismo y más producción de sustancias se producirán. 

En la fermentación superficial, solamente una capa de células está en 
contacto con el oxígeno disuelto en el medio (que es el único que pasa a 
la célula), mientras que en el método sumergido en micelio ocupa todo el 
volumen de medio y el oxígeno se disuelve en mayor proporción, debido 
a la aireación y agitación del medio por diferentes métodos. 

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

S/hu & Johnson (1948), observan las diferencias en este factor, se­
gún se agite en rotación o en vaivén, observando que la única diferencia 
es el tiempo de fermentación, que en el primer caso es de doscientas 
horas, y en el segundo de doscientas ochenta horas. 

Shu (1953) estudia la importancia de la aireación en la producción 
de ácido cítrico, encontrando que si el medio se airea con aire se pro­
duce un 42 % de conversión ; si la aireación es con oxígeno, esta con­
versión sube al 70 %. Mayor rendimiento se logra si el gas de aireación 
contiene anhídrido carbónico. 

MÉTODOS 

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 allí la técnica de inducción de mutaciones por 
radiaciones ultravioleta, que se realiza en una parte de este trabajo. Los 
medios de esporulación y de fermentación son los mismos indicados 
para superficie. 

Con relación a la técnica de fermentación sumergida, utilizamos ma­
traces Erlemmeyer de 500 c. c. de capacidad con 50 c c. de medio de 
fermentación. Estos matraces se colocan en un aparato de agitación de 
vaivén, al que un motor de un HP. da 90 golpes por minuto con un 
recorrido de 10 cm. El aparato va dentro de una cámara de 28° (fig. i). 
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Para buscar las condiciones óptimas de aireación, se hace necesario 
el determinar cuáles son aquéllas en las que se disuelve más oxígeno en 
el medio; ésto lo hacemos utilizando matraces de diferentes tamaños y 
con cantidades diferentes de medio. 

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

FIGURA I 

En los matraces pone, en vez de medio, una solución de sulfito que 
se pone en agitación; a intervalos de tiempo se toman cinco c. c. de 
muestra, se le añade una solución yodo-yodurada y el exceso de yodo 
titula con thiosulfato; el gasto de éste aumenta con el tiempo de airea­
ción, pues cada vez hay menos sulfito que reaccione con yodo y, por 
lo tanto, hay más yodo libre. Se ponen controles de matraces con solu­
ción 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 más afecta a la aireación de un medio es el del creci­
miento del hongo; es decir, el micelio. Por esta razón, 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 fermentación en sumergido y que se lava con agua en un em­
budo Buchner. Se prepara una suspensión del mismo y añade en dife-
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rentes cantidades a varios matraces de 500 c. c. que contienen un volu­

men final de 50 c. c. de solución de sulfito. 

Observando los resultados obtenidos que se dan a continuación, se 

nota que la aireación 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 aireación haciendo la disolución de oxí-

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

Micelio: 0,0 % 
2 ,0 % 

4-0 % 
6,0 % 

8,0 % 

10,0 % 

5' 

... 4,6 

... 3,3 

... 3.1 

... 3,1 

... 3.2 

... 2,9 

10' 

5.6 
3,6 

3,7 
3.9 
3.2 

3.5 

15' 

6,0 

2„7 
4,0 

3.9 
4.0 

3.6 

20' 

6,2 

3.8 
4,2 

4.0 

3.9 
3.5 

25' 

6,5 
4,0 

4,2 

4,0 

3.9 
3.5. 

Los resultados de la fermentación se observan por determinaciones 
en muestras que se realizan a los diez días de fermentación. El volumen 
de micelio se hace por centrifugación de lo 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 azúcar 
remanente se determina por la técnica de Shaffer Somoggi (1933). La 
acidez titulable, por el método usado por Karow & Waksman (1947). 
La separación de elementos traza por la oxina, por el método usado por 
Chester s & Rolinson (1951). 

Por último, se hace determinación colorimétrica de ácido cítrico, por 
el método de Perlman & Lardy & Johnson (1944), encontrándose en 
todos los casos que coincide con la determinación de acidez titulable, lo 
cual indica que todo el ácido que se forma en las fermentaciones reali­
zadas es ácido cítrico. 

RESULTADOS 

I." Influencia del agua del medio de fermentación. 

Se trata de ver la influencia que tiene el agua en la que se dilu3''en 
los componentes del medio sintético de fermentación, en la producción 
de ácido cítrico en sumergido. Las técnicas y métodos son los indicados 
en la parte correspondiente, y las variables son; i, 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 más bajo, se produce menos micelio, ISL 
utilización de azúcar es más lenta, pero en cambio la formación de 
ácido cítrico es tres veces superior a cuando se emplea agua corriente^ 
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FIGURA 3 

2.° Influencia del tratamiento por 8-hidroxiquinolina, 

Interesa ver si la fermentación sumergida produce, el tratamiento-
por oxina, los mismos resultados que en la fermentación en superficie 
El azúcar disuelto en agua destilada se trata por la oxina y después ser 
añaden las sales inorgánicas. Se usa un control (I) preparado igualmente,^ 
pero sin tratamiento. A los diez días los resultados obtenidos se expresa­
ron según se ve en la figura 4. 

En el medio tratado por la 8-hidroxiquinoIina (oxina), el pH es más; 
bajo, la producción de micelio es menor, el consuríio de azúcar muy bajo* 
y la formación de ácido cítrico es casi la mitad de la que se produce €ii_ 
el medio control, sin tratamiento. 

10 
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3.° Relación entre el azúcar y la falta de iones metálicos. 

En medio basal, preparado con agua destilada y sales inorgánicas, se 
estudia la influencia de la fuente de carbono (sacarosa y glucosa) y al 
tiempo la falta de alguno de los iones metálicos, según el cuadro si­
guiente : 

Matraz 

I 

2 

3 
4 
5 

Zinc 

25 
— 
25 

25 

25 

Cobre 

6 
6 

— 
6 
6 

Hierro 

130 

130 

130 

130 

Manganeso 

1 0 

1 0 

1 0 

1 0 

— 

11 
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Estas cifras expresan gammas / i c o c. c. de medio de fermentación. 
]_x)s resultados obtenidos spn los siguientes: 

Matraz 

Sacarosa : 

I 

2 

3 

4 

S 

PH 

2.35 
2.0S 

2.65 

2.55 

2.55 

Volumen micelio 

6 0 % 

40.% 

5 0 % 

5 0 % 
4 0 % 

Azúcar remanente 

6,10% 

8,70 % 

5>5o % 

7,90 % 
5.20 % 

Cítrico/100 medio 

1.197 mgs. 

1.301 " 

416 " 

520 " 

937 '' 

% conversión 

8,5 % 
9 . 2 % 
2 , 9 % 

3 . 6 % 

4 . 4 % 

Glucosa : 

I 

2 

3 

4 

5 

2.65 

2.80 

2-75 
2.50 
2,70 

35% 
4 0 % 
6 0 % 

6 0 % 

4 0 % 

3.30 % 
4,40 % 
6,40 % 

6 , 4 0 % 

5.30 % 

468 mgs. 

364 " 
416 " 

832 " 

364 " 

3 . 3 % 
2 , 6 % 

2 , 9 % 

5.9% 
2 , 6 % 

Comparando estos resultados se observa que, en general, el pH final 
es algo más elevado en el caso de utilizarse glucosa. En cuanto a los 
resultados de producción de micelio, los resultados pueden considerarse 
parecidos en todos los casos. En cuanto a la utilización de azúcar (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 producción de ácido cítrico, 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 sine en la fermentación sumergida. 

Como habíamos visto en la producción de ácido cítrico en superficie, 
un aumento de producción del mismo cuando se añadía zinc al medio 
basal, tratamos de ver si esto mismo ocurre en la fermentación en su-

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

Matraz 

00,0 Zn/cc. 

12,5 " 

25,0 

37,5 '' 
50,0 -

pH 

2.45 
2.55 
2.50 

2.37 
2.50 

Volumen 
micelio 

40 % 

37 % 
45 % 
65 % 
60 % 

Azúcar 
remanente 

9,90 % 
7,30 % 
9,00 % 

9,10 % 

8,40 % 

Cítrico/100 medio 

625 mgr. 

521 ' ' 
416 " 

572 " 
465 '' 

% conversión 

4,4 % 
3.7 % 
2,9 % 

4>o % 
3.3 % 

Se observa que el zinc casi no afecta a la utilización de azúcar y 
formación de ácido cítrico; en cambio, sí parece que aumenta la produc­
ción de micelio (fig. 5). 

AsucAR y. 
ClTIHCOíV.AIüCAft VARlAftLC Z I N C 
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5.° Influencia de otros iones metálicos en la ferfnentación sumergida. 

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

En todos los casos, la producción de micelio (40-50 %) no parece 
sea sensiblemente influida por los metales, ni sus cantidades. Tampoco 
influye mucho la utilización de azúcar, como puede observarse en las 
curvas correspondientes. En cuanto a la formación de ácido cítrico, en 
el caso del zinc disminuye a medida que aumenta aquél, manteniéndose 
igual a partir de la adición de 50 gammas/100 c. c. El cobre y manganeso 
casi no afectan la formación de ácido cítrico, y el hierro hace disminuir 
su formación a medida que se adiciona más cantidad. 

6.̂  Influencia del m^etanol. 

Vista su influencia en la fermentación en superficie, se prueba su 
acción en la fermentación sumergida, y los resultados se expresan en la 
figura 9. 

En una prueba preliminar se había observado que el metanol es el 
alcohol de bajo peso molecular que mejores resultados producía, pues 
el etanol, daba más bajo rendimiento y los demás tenían cierto efecto 
tóxico sobre la formación de ácido cítrico. El pH y el volumen de nuce-
lio van bajando a medida que aumenta la concentración de metanol; la 
utilización de azúcar casi no varía ; en cambio, la formación de acida 
cítrico llega ser máxima con 5 % de metanol {17,4 %). 

14 
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7.° Relcbción entre fnetanol y los iones metálicos. 

Se estudia aquí la influencia de la presencia o ausencia de los iones 
metálicos en presencia de metanol (al 4 % y 5 %), según el cuadro si­
guiente : 

Matraz 

I 

2 

3 ' 
4 
5 
6 

Zinc 

— 

25 

25 

25 

25 

Cobre 

6 
— 
6 
6 
6 

Hierro 

130 

130 

130 

130 

Manganeso 

1 0 

1 0 

1 0 

— 
1 0 

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

Matraz 

4 % 

I 

2 

3 
4 
5 
6 

5 % ' 

I 

2 

3 
4 
5 
6 

: pH 

metanol : 

1.90 

1-95 
2.45 

2.30 

2,35 
2.35 

metanol : 

1.80 

1.90 

2.50 

2.30 

2,40 

2.40 

Volumen 
micelio 

• 2 5 

3 0 
4 0 

55 
4 0 

35 

2 0 

25 
4 0 

55 
45 
45 

% 
% 
% 
% 

% 
% 

% 
% 

% 
% 
% 

% 

Azúcar 
remanente 

9,40 % 

9,70 % 
4,30 % 

5 7 0 % 

4,30 % 

4,50 % 

10,20 % 

9,60 % 

4,50 % 
4,00 % 

4,70 % 

4,90 % 

Cítrico/100 medio 

989 mgr. 

989 " 
1.666 " 

2.394 " 

2.394 " 
2.080 '' 

937 mgr. 
1.041 " 

937 " 
1.041 " 

2.394 " 
1.613 " 

% conversión 

7.0 % 

7,0 % 

11,9 % 
17,1 % 

17.1 % 
14,8 % 

6,6 % 

7.4 % 
6,6 fo 

7.4 % 
17,1 % 

11,5 % 
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En ambos casos, la ausencia de todos los metales o solamente del zinc 
hace disminuir la producción de micelio ; en cambio la ausencia de hierro 
lo aumenta. 

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

En cuanto a la producción de ácido cítrico, 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, 
Ja formación de ácido cítrico sólo aumenta en ausencia del manganeso 
y baja en todas las demás ausencias de uno o todos los metales. 

8.*̂  Mutantes ultravioleta en fermentación sumergida. 

Los mutantes ultrarvioleta obtenidos según la técnica vista en nuestro 
primer trabajo sobre la producción de ácido cítrico y probados en fer­
mentación en superficie, se tratan ahora de probar para ver si las con­
diciones de fermentación sumergida les son más favorables. 

En este caso se utiliza un medio basal, preparado con agua destilada 
y con 25 gammas de zinc por 100 c. c. de medio. Se prueban cinco mu­
tantes, en ausencia y en presencia de 4 % de metanol. Los resultados se 
expresan a continuación : 

Colonia pH 

Sin metanol: 

I 2.45 
2 2.50 

3 ^-50 
4 2,50 
5 2.70 

4 % metanol: 

1 2.50 
2 2.40 

3 2.40 
4 2.65 
5 2.50 

Volumen 
micelio 

55 % 
50 % 

55 % 
45 % 
40 % 

50 % 
40 % 

45 % 
35 % 
50 % 

Azúcar 
remanente 

5,80 % 

5,50 % 
4,60 % 
5.20 % 
4,40 % 

7.30 % 
6,10 % 
6,20 % 

6,40 % 

5.70 % 

Citrico/100 medio 

1.588 mgr. 

1.423 " 
1.468 " 

I.314 " 
1-150 " 

2.354 mgr. 
2.190 " 

2.245 " 
1.916 " 

2.573 •" 

% conversión 

11.3 % 
10,1 % 

10,5 % 

9.3 % 
8,2 % 

16,8 % 

15.6 % 
16,0 <fo 

nfi % 
18,3 % 

18 
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Se observa que las cinco mutantes ultravioleta dan, en un medio nor­
mal, parecida producción de micelio y utilizan sensiblemente la misma 
cantidad de azúcar; en cambio la formación de ácido cítrico, aunque baja, 
varía entre 8,2 % y 11,3 % de conversión. 

Si esto mismo se hace en un medio con un 4 % de metanol, en todos 
los casos, el pH y la producción de micelio es parecida, pero la utilización 
de azúcar es menor que en el caso anterior con todas las colonias, y la for­
mación de ácido cítrico varía entre 13,6 % y 18,3 %, no siendo correlativa 
con las obtenidas en medio normal. 

DISCUSIÓN 

Como puede observarse, las experiencias aquí realizadas en sumergido 
se han realizado anteriormente en superficie. Lo primero que interesa en 
la fermentación en sumergido es fijar las condiciones óptimas de aireación, 
y realizado esto, vemos que en el agitador por nosotros utilizado el em­
pleo de matraces de 500 c. c. con 50 c. c. de medio es en donde se consi­
gue una mayor disolución de oxígeno. 

Como en la fermentación en superficie, probamos antes el efecto que 
tiene el tipo de agua (destilada o corriente) en la producción de ácido 
cítrico. Como en aquel caso, el empleo de agua corriente da lugar a una 
mayor producción de micelio y utilización de azúcar, pero a diferencia de 
aquélla, se produce mucho menos ácido cítrico. 

Como en el caso de la fermentación en superficie, el tratamiento por 
la 8-hidroxiquinolina (oxina), da lugar a una menor producción de mice­
lio, utilización de azúcar y formación de ácido cítrico, seguramente por 
las causas que Block (1955) y Malo & Regueiro (1958), encuentran de 
que en el agua de tratamiento queda alguna actividad antifúngica. 

Lo mismo que en fermentación en superficie, el empleo de sacarosa 
en sumergido da lugar a mayor producción de ácido cítrico que la glu-
•cosa, aún cuando la utilización de azúcar 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 disminución de la eficiencia 
•de la fermentación en cuanto al consumo de azúcar y formación de 
ácido cítrico. Estos resultados no están de acuerdo con los de otros au­
tores y con los obtenidos por nosotros en la fermentación en superficie. 

Î9 
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Habiendo visto el efecto beneficioso que producía la adición de zinc 
en la fermentación en supei^ficie, 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 fermentación. Sin embargo, el zinc favo­
rece la producción de micelio también en sumergido. 

Habíamos visto en la fermentación en supei^ficie que el cobre, hie­
rro y manganeso no efectaban cuantitativamente a la producción de 
micelio, utilización de azúcar y formación de ácido cítrico, lo cual sí era 
aumentado por el zinc. En la fermentación en sumergido, el micelio 
parece que no es afectado por ninguno de los cuatro metales, así coma 
tampoco la utilización de azúcar. En cuanto a la formación de acida 
cítrico, 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 añade 
más cantidad. 

Moyer (1953) también había estudiado el efecto de los alcoholes ert 
fermentación sumergida; nosotros probamos el efecto del metanol, en­
contrando un incremento en producción de ácido cítrico a medida que 
auméntameos la cantidad de metanol, alegando a ser óptima a un 5 ^ 
del alcohol (i7>4 %), aunque desde luego mucho menos que lo obtenide 
en fermentación en superficie. 

Viendo si existe alguna relación entre el metanol y los iones me­
tálicos, la ausencia de zinc hace disminuir el micelio, que aumenta ert 
ausencia del hierro. La utilización de azúcar también disminuye sí 
falta zinc. En cuanto a la formación de ácido cítrico, aumenta en au­
sencia del hierro y manganeso, con un 4 % de metanol y solo de man­
ganeso con un 5 % de metanol. Esta formación disminuye mucho cuan­
do falta zinc en el medio. 

Por los métodos indicados en nuestro primer trabajo, aislamos cinca 
colonias mutantes por radiación ultravioleta y las probamos en ausen­
cia y presencia de metanol. En general, producen más en sumergida 
que en superficie, en ausencia de metanol, aún cuando no existe rela­
ción en el consumo de azúcar o formación de ácido cítrico. El metanol 
incrementa la formación de ácido cítrico en todos los casos, disminu­
yendo la utilización de azúcar. 
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RESUMEN 

En este trabajo se estudia la influencia de diversos factores, sobre 
la producción de ácido cítrico por fermentación sumergida, de un medio 
sintético y por acción 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 metálicos. Se en­
cuentra que en este medio sintético es perjudicial la adición de zinc y 
hierro que disminuyen la eficiencia de la fermentación. La adición de un 
5 % de metanol hace aumentar la formación de ácido cítrico, pero en 
mucha menor proporción que en la fermentación superficial; dicha for­
mación 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 fermentación ; this formation 
can be improved in absence of manganese. 
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ETUDES SUR LA PERIODICITE DES TYPES 
D'ECHANGES GAZEUX CHEZ UNE LEVURE: 

KLOECKERA APICULATA 
(Rees entend, Klócí(er) Janke. 

PAR 

Fernand CHODAT et Carlos RAMIREZ GOMEZ (*) 

I) INTRODUCTION 

Les recherches *qui font Tobjet du présent article ont été entreprises 
pour élucider l'énigme du comportement imprévisible d'échantillons de 
levures dont on mesure les échanges gazeux. 

Toutes conditions expérimentales étant — ôu paraissant— par ail­
leurs égales, la population de levures manifeste tantôt des intensités 
croissantes, tantôt 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 problème a successivement mis 
hors de cause l'influence des facteurs externes mesurables. L'étude de 
ces phénomènes, renouvelée au cours du temps de vie d'une population 
de levures nous a conduits à une interprétation toute nouvelle: 

Périodicité d'un nhême cycle ^physiologique. -

La notion des rythmes manifestés par les végétaux et les animaux 
et l'étude des phénoniènes biologiques rythmiques est revenue à l'ordre 
du jour, grâce aux travaux de Bünning et de son école. 

(*) Travail réalise au laboratoire de Microbiologie et Fermentations de l'Ins­
titut de Botanique Générale de l'Université de Genève durant l'année 195^. 

1 



266 Fernand Chodat et Carlos Ramirez 

Quelques publications de caractère general (Reinberg et Ghata, 1957)» 
(Biinning, 1953) et plusieurs travaux de recherche (Keitman, 1949), 
(Baillaud et Courtot, 1955) et (Baillaud, 1958) ont été publiés sur le? 
rythmes biologiqu-es. 

Dans rimpossibilité de donner ici un aperçu de ce problème, nous 
nous bornerons a citer quelques définitions empruntées à rarticle de 
Baillaud (i9S8)i^ ' ' 

Rythmes exogènes et rythmes endogènes, 

' 'Un rythme biologique est exogène s'il se manifeste uniquement sous 
rinfluence de conditions exteriies à carácter^,périodique, avec lesquelles 
il est nécessairement synchronisé". 

' 'Un rythme est endogène s'il est susceptible de se manifester ou de 
se conserver sous des conditions' externes uniformes, qu'il soit spontané 
ou induit préalablement par une ou plusieurs variations des conditions 
externes". 

Nos essais tendent à prouver que les fluctuations enregistrées, de.ca^ 
ractère périodique, appartiennent à la çaté:gorie des rythmes endogènes 
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 démonstrations tirées de la biologie des microorganismes. Ces derniers 
sont certes plus faciles à cultiver dans des conditions précises, permettant 
une description statistique de leur cycle vital. Par contre, les microorga­
nismes présentent une sensibilité très 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 êtres. 

II) MÉTHODES 

i) Levure utilisée. 

Nous avons utilisé dans nos expériences d'échanges gazeux une sou­
che de Kloeckera apiculata (Rees emend. Klôcker) Janke, provenant des 
laboratoires Hoffmann-La Roche & Cm. de Râle (Suisse), où 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 moût de bière, à 25° C, les cellules sont 
citriformes, ovoïdes, ovales ou allongées. Les dimensions moyennes sont: 
(2 — 4,5) (5 — 8) ..Après un mois à 17° C, il se forme un dépôt et un 
anneau mince. 

Sur moût de bière gélose, à 17° C, après un mois, la strie est de 
couleur jaune brunâtre, lisse et brillante. 

Pseudomycélium absent sur pomme de terre gélosée. 
Sporulation négative. 
En étudiant expérimentalement son pouvoir de multiplication en moût 

de bière aéré, à 25° C , nous avons obtenu les résultats représentés par 
les courbes de la figure i. 

i) 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 à 4,5, restant invariable à partir de ce moment. -. 

2) Dans les mêmes conditions, les levures non rajeunies (culture d'un 
mois sur moût de bière gélose), ont un pouvoir d'acidification beaucoup 
plus marqué que les levures rajeunies (culture de 24 heures sur moût de 
bière gélose), puisque, leur nombre étant plus petit, elles atteignent l'aci­
dité limite en même 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 moût 
de bière aéré : 

a) Phase de multiplication, de six heures, limitée dans ce cas par Taci-
dification du milieu, exprimée par le p'H 4,5. 

b) Phase d'inhibition de h multiplication, allant de la sixième heure 

à la 24 ème. 
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Le rôle de ces deux phases sera examiné plus tard, dans le chapitre 
concernant la périodicité. 

Propriétés physiologiques. 

Fermentation: 

Glucose 
Galactose 
Saccharose 

Assimilation des sucres: 

Glucose 
Galactose 
Saccharose 

. + 
— 

— 

. + 
— 
— 

Maltose ... 
Lactose 

Maltose 
Lactose 

y ? p + 

8 

Q. 

I 
x^o 4 

x^ t 

FIGURE i 

Graphique représentant la multiplication de Kloeckera apiculata en moût de bière 
aéré à 25^ C, durant six heures. 

La ligne à trait continu A représente la multiplication d'im édhantiüon de levure 
âgée d'un mois. La ligne à trait discontinu B représente la multiplication d'un 

édhantillon de levure rajeunie sur moût de bière gelosé, âgée de 24 heures. 

4 
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Assimilation du nitrate de potassium: négative. 
Assimilation de féthanol: négative. 
Hydrolyse de farhutine: négative (*). 

Particularités physiologiques. 

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

Acide citrique ... — Acide lactique — 
Célobiose — Lactose — 
Ethanol... — Maltose 
Esculine . . . . . . — Mannitol — 
Arabinose — Mélézitose — 
Dextrine — Raffinóse — 
Erythritol — Salicine ... + 
Galactose — Sorbitol — 
Trehalose ... — Xylose — 
Alfa-méthyl glucoside... — Gluconate de potassium + 
Acide cétc^luconique... — Glucose + 
Acide succinique — Rhamnose ... — 
Acétate de sodium — Pyruvate de sodium ... — 
Acétate de potassium... -— Pyruvate de calcium... — 
Acétate de calcium ... — Pyruvate de calcium... — ; 
Gluconate de calcium^,.. - ¡ - Acide aspar tique — 

En milieu liquide aéré à base de glucose, Kloeckera apiculata pro­
duit de Facétate d'éthyle. 

2. Milieux utilisés. 

Milieu de multiplication. 

Le milieu de multiplication employé a été du moût de bière, provenant 
de la fabrique du ''Cardinal" de Fribourg (Suisse). 

(*) Toutes ces épreuves ont été faites selon les méthodes de l'école hollan­
daise de J. Loddèr et N. J. W. Kreger-Van Rij (1952). 
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Après avoir ajusté le p H à 5,5, le milieu est stérilisé à 115° C , durant 

20 minutes, puis on le centrifugue stérilement, afin d'éliminer le trouble 

produit par floculation pendant la stérilisation à l'autoclave. 

Milieux de mesure (*). 

Nous avons utilisé deux milieux de mesure: A) Milieii synthétique 

tamponné (**). B) Solution physiologique fortement tamponnée. 

Pour chacun de ces milieux, la source hydrocarbpnée (acides aminés 

exclus), a var ié : glucose, pyruvate, acétate, gluconate. 

Dans le cas du milieu synthétique, on a également testé des milieux 

totalement dépourvus de ressources azotées (minérales et aminées). 

Le tableau I résume les diverses conditions nutritives proposées à 

la levure pour sa respiration. 

TABLEAU I 

Conditions nutritives proposés à Kloeckera apiciilata pour sa respiration. 

N.» 

1 

2 

3 

4 

5 

6 

7 

1 ̂  
9 

10 

Milieu syntliétique azote 

Glucose 

Pyruvate 

Acétate 

Gluconate 
— 
— 
— 
— 
— 
— 

Milieu synth. sans azote 

— 
— 
— 

Glucose 

Acétate 

— 
— 
— 
— 

Solution physiologique 

, — 
— 
_ 
— 
_ 

Glucose 

Pyruvate 

Acétate 

Gluconate 1 

(*) C'est à dire: mesure des échanges gazeux dans l'appareil de Warburg. 
(**) Le milieu synthétique à base d'acétate de sodium, légèrement tamponné 

(vx>ir page 7) (*) à pH 7,0 s'alcalinise de plus en plus en présence de la levure. 
Cette alcalinisation est nuisible à la mesure du OG2, lequel est absorbé par le mi­
lieu alcalin au fur et à mesure de sa ¡production par la levure. Cette absorption de 
CO2 par le milieu est mise en évidence, en ajoutant de l'acide sulfurique à la fin 
de l'expérieiïce; addition qui produira la liberation idu OO2 absorbé. Cette alcali-
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K) Composition du milieu synthétique de hase. 

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

Solution a) : Minercdia. 

PO4H2K ... ... . . . . . . ... . . . . . . ... 1,5 gr. 

S04Mg.7H;20 ... . . . . . . . ... ... ... ... 0,5 gr. 

S04(NH4)2 ... 2,0 gr. 
Cl^Ca . . . . . . . . . . : . . . . ... .V. ... ... ... ... o,33gr. 
IK ... ... . . . / . . r ... ... 0,1 gr. 
Eau distillée... . . . . . . ... ... ... 1000,0 ml. 

Solution hy:OUgoélêmênts. 

SiQ4Fe 50 T 
Mo04Na^ 10 T 
SO^̂ Cu ... ... ... ... ... ... ... ... ... .;. 10 T 
S04Mn ... ... 10 T 
S04Zn .,...., ... . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 70 T 
BO3H3 . . . . . . . . . . . . ... ... ..'. 100 T 

On prépare cette solution à une concentration 100 fois plus grande 
et elle est conservée à 4° C., jusqu'au moment de Temploi. 

Solution c) : Vitcmiines, 

On prépare chaque vitamine séparément de la façon suivante: 
Pantothenate de calcium : 70 mg. dans 100 ml. d'eau distillée. 
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 :4o mg. dans 100 ml. d'eau distillée. 

nisation est explicable par la nature même de l'acétate de sodium, sel d'acide fai­
ble et base forte, donnant des réactions alcalines en slhydrolysant: 

CH3 — aOONa .+ H¿0 = CH3 — lOOOH + NaOH 
Afin d'éviter cet accident, nous avons employé le tampon concentré (voir page 

9 •*) à pH 5,6. 
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Acide nicotinique : 400 mg. dans 100 ml. d'eau distillée. 

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

Au moment de l'emploi du milieu complet, on mélange les trois solu­
tions : a)y h) et c) dans les proportions suivantes : 

Solution a) : un litre ; solution b): un ml. ; solution c): 50 ml. 

Le pH est ajusté à 5,6 et le milieu est stérilisé à 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 leivure ne présente pas de déficiences. 

B) Solution physiologique tamponnée. 

Cette solution est formée d'un mélange des deux solutions suivantes: 
Solution aqueuse de ClNa 0,9 % i volume 

Solution de tampon phosphate de S rensen à pH 7,0. i volume. 

La solution de tampon phosphate de S rensen est préparée comme 

suit: 

Solution i) PO4H2K ... 9,078 gr. par litre d'eau distillée. 

Solution 2) P04HNa2 3H2O ... 11,876 gr. par litre d'eau distillée. 

On mélange ces deux solutions dans les proportions suivantes, pour 

obtenir un pH 7,0: 

Solution i) : 4 volumes. 

Solution 2): 6 volumes. 

0Î1 st^ilise finalement à 115° C , durant 20 minutes. 

Variantes dans les milieux de nu sure. 

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

8 
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expériences: Substitution du tampon faible (*) par le tampon fort i^^) 
et addition d'antibiotiques C^**), afin d'éviter Tinterférence de bactéries. 

3. Conditions de la multiplication. 

La levure, prélevée à partir d'une culture sur moût de bière gélose 
est cultivée sur moût de bière, à 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 néphélomètre de Pulfrich. Les valeurs néphelométriques 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 néphelométriques des suspensions 
respectives. 

Préparation des suspensions. 

a) Culture aérée de la levure sur moût de bière, à 25° C, durant 
24 heures. 

h) Centrifugation stérile de la suspension a). 
c) Lavage de la levure en solution physiologique stérile. 
d) Centrifugation de M suspension c). 
e) Resuspension de la levure dans la solution physiologique stérile. 
/) Agitation de cette suspension à 25° C, durant une nuit (épuise­

ment éventuel des réserves endogènes), (̂ H^JÎ:̂ ) 

('•') Le tampon faible est ainsi composé: on élève la concentration du phos­
phate 4« milieu par la addition d'une dose complémentaire de iP04HrNa2 . aiH^O, 
de telle sorte ¡que la proportion soit égale à celle d'un mélange tampon de S ren-
sen. Dans ce cas, nous employons 1,5 igr,, de PO4H2K et 2,9 gr., de P04ÎfNa2, 
pour obtenir un pH 7,0. 

(**) Le tampon fort est un mélange à volumes égaux d'une solution de lïhos-
phates de S rensen à pH 7,0 et de milieu synthétique (doublement concentré). 

(***) 100 gammas de pénicilline et 100 gammas de streptomycine par ml. 
(****) On peut supprimer les opérations e) et / ) , l'expérience nous ayant montré 

qtie Kloeckera apiculata ne possède pratiquement pas de réserves endc^cnes respira­
bas, quand elle est icultivée sur imoût de bière aéré. 
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g) Dénombrement des cellules dans la suspension / ) , par néphélo-
métrie . 

h) Centrifugation de la suspension / ) . 
i) Resuspension de la levure dans le milieu de mesure à la concen­

tration de 50.000 cellules par ml. 
Les suspensions de levures peuvent être conservées à 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 l'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. 

III) CO'NDITIONS DE CULTURES PREEXPERIMENTALES : 

REGIMES 

Motifs expérimentaux et théoriques de ¡'adoption des régîmes 

L'irrégularité des premiers résultats acquis nous a fait soupçonner 
au début, des influences irrégulières, antérieures à l'expérience et liées 
aux conditions de culture préexpérimentales. 

Malgré les précautions prises pour réaliser une première multiplica­
tion de la levure dans des conditions constantes d'inoculation et de cul­
ture, cdle-cî est exposée brusquement à des changements de milieu, dont 
l'importance était à vérifier. Ces suppoisitions que nous vérifierons plus 
loin, nous ont conduits à la notion des régimes. 

Définitions des réghnes continu et discontinu. 

La levure se multiplie dans du moût de bière glucose et la mesure 
est réalisée en milieu synthétique à base de pymvate, d'acétate ou de 
gluconate. Dans ces trois cás,^la discontinuité des conditions est nGtoire! 

10 
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Nous avons convenu de considérer comme continu un régime où la 
source de carbone est la même dans le milieu de multiplication et dans le 
milieu de mesure. Cette continuité est relative, puisque Tliydrate de car­
bone mis à part, les deux milieux sont très différents: l'un est naturel 
et Tautre 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. 

Régimes 

Continu a) 

Continu h) 

Continu c) 

Continu d] 

Discontinu a) 

Discontinu h) 

Discontinu c) 

PHASES 1 

De multiplication 

Milieu: moût de bière 
glucose 

Glucose 

Glucose 

Glucose 

Glucose 

Glucose 

Glucose 

Glucose 

D'adaptation 

Milieu synthé­
tique 

Glucose 

Acétate 

Glucose 

De mesure 1 

Milieu synthétique 
tamponné 

Glucose 

Glucose 

Acétate 

Acétate 
Gluconate 

Acétate 
Pyruvate 

Sol. physiologique 1 
tamponnée 1 

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 même pour le régime continu d). 

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

Le régime continu ¿?).offre, faute d'étape d'adaptation, une conti­
nuité moins satisfaisante. 

Finalement, nous a/vons adopté un régime continu r j , beaucoup plus 
simple, où la levure passe du milieu de multiplication (moût de bière 
glueôsé) au milieu de mesure, composé d'une solution physiologique glu-
cosée tamponnée. 

il 
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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 moût de bière aéré à 35'̂  C, accuse une respiration endogène 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 moût de bière aéré, la levure produit une quan­
tité d'alcool appréciable, qui se transforme rapidement en acide acétique 
et en acétate d'éthyle, reconnaissable à son odeur. Une phase fermenta­
tive est, comme on le sait, peu propice aux synthèses. La condition très 
particulière, choisie dans nos expériences: moût de bière aéré, a permis 
la formation simultanée d'éthanol et d'acide acétique. 

L'absence de réserves respirables abrège considérablement les opéra­
tions préliminaires à la mesure, rendant inutiles les précautions d'épuise­
ment préalable de la levure. 

V) RBPRODUiCTIBILITE 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: 

i) 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) L'agitation dans l'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 atix 
valeurs des quotients respiratoires. Nos soupçons se sont alors portés 
sur les circonstances préexpérimentales qui auraient pu influencer les 
divers échantillons de populations étudiés. 

12 
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Ges circonstances étudiées par nous sont les suivantes : 
a) 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 nutritk/e dite milieu de mesure. 

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

TABLEAU III 

Conditions 

1 1 
2 

3 

4 

5 

6 

Solution synthétique 
(-) 

+ 
+ 
+ 
+ 
— 
— 

N 

+ 
-\-
— 
— 

— 
— 

C 

+ 
-

+ 
— 
_|_ 
— 

Légende : 

Sol. syntili, (—) =z Constituants de la solution synthétique, 
moins les constituants Ihydrocarbonés et azotés. 

N = 'SO4 (NHi4)2 
C = Glttcose, 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 p^yruvate, ou gluconate. 

De ces six conditions, trois peuvent être 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 
mesure. 

La condition i) 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 rintensité des échanges gazeux dimi­
nue dans la condition 3, c'est à dire: carence de ressources azotées. Ce 

Î3 
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résultat, valable pour la durée de l'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. 

X 
:i 
0 
N 
0 
C^ 

\n 
t 
D̂  
c: 0 
•ç 

a 
^r^\— 

/ ^ • ^ 
^ ^ 

^^^ ^̂ ^ 
^^ ^ - - ' ' 

—1 _i » 1 1 

FIGURE 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 milieu de multiplication 

Cette variable s'est révélée la plus significative á l'égard des phénomè­
nes de périodicité considérés. L'examen de ce facteur sera fait aux cha­
pitres VII et VIII. 

VI) ECHANGES GAZEUX DANiS LES MILIEUX DE MESURE 

Au Tableau II (voir chapitre III) nous avons groupé l'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 caractère positif ^t de carac­
tère négatif d'une autre manière que cdle du Tableau II, mentionné plus 
haut. 

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

Chacune de ces deux pMDiSsibilités doit être examinée en fonction de la 
nature de la source hydrocarbonée. Le tableau IV donne une idée de ces 
possibilités. 

TABLEAU IV 

Source de carbone 

Glucose 

Pyruvate 

1 Gluconate 

Acétate 

Echanges gazeux dans les 
milieux de mesure 

Solution 
physiologique 

+ 

Milieu 
synthétique 

+ 
+ 
+ 
+ 

Assimilation de la 
source 

hydrocarbonée (*) 

+ 

+ 

— = Sans échanges gazeux. 
"{- = Avec échanges giazeux. 

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

Il en va tout autrement si Ton considère l'acétate, le pyruvate et le 
gluconate. Ces trois substrats sont respires par la levure uniquement dans 
le milieu synthétique. Ceci pourrait être dû au fait que le substrat est plus 
accessible á Tenzyme. 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-
v̂ ate 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 l'acétate de sodium. Les auxanogrammes montrent que le 
gluconate est assimilé par Kloeckera apiculata; par contre les deux autres 
substrats ne le sont pas. Ce phénomène 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. . 

J5 
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dans nos expériences en milieu synthétique à 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 à Facétate, nous constatons que ces deux dernières 
molécules sont encore moins familières à la levure que le gluconate. Si 
le pyruvate et l'acétate peuvent être occasionellement respires, 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 apicuîata à l'acétate et au 
pyruvate, en ajoutant au milieu à 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 même 
sans résultat. La méthode employée a été l'auxanographie en milieu 
liquide. 

Une autre méthode employée par nous dans nos essais d'adaptation, 
0 été la suivante : culture de la levure en milieu synthétique glucose, en 
aiminuant progressivement la quantité de glucose et en la remplaçant 
par des quantités augmentant graduellement, d'acétate ou de pyruvate. 
1 a levure était cultivée par passages successifs dans ces divers milieux. 
Nous n'avons pas eu de résultats positifs avec cette méthode. 

VTI) PERIODICITE DE L ' INTENSITE DES ECHANGES 
GAZEUX ET AGE DE LA CULTURE 

Phénomènes d'autointoxication progressive du milieu de mesure. 

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

La première observation faite dans nos expériences est la suivante : 
Toutes les expériences réalisées, soit en milieu synthétique glucose ou à 
base d'acétate, ou de pyruvate, ou de gluconate, soit en solution physio­
logique gluGosée, montrent un arrêt du métabolisme gazeux au bout de 
six heures. 

16 
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Le facteur pH, c'est à dire, l'acidification progressive du milieu, doit 
être 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-
bources nutritives, plus praticulièrement des metabolites respirables, 
neutre 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 être consommée. 

Le facteur carence d'oxygène doit être aussi écarté, puisque les ro­
binets des manomètres de l'appareil de Warburg sont ouverts périodi­
quement, au cours de chaque expérience. Donc, l'atmosphère des auges 
se renouvelle. 

De même, nous ne pouvons pas imputer cet arrêt à la saturation de 
l'atmosphère 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 même plus. 

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

La multiplication végétative de la levure au cours de l'expérience, de 
l'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 rôle 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 même temps, un rôle 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 rôle important dans l'autoinhibition 
progressive du milieu. 

Ces constatations obligent à considérer comme cause limitante de nos 
expériences, l'intO'xication 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 
rintensité du métabolisme général, et gazeux en particulier, de la levure 
placée dans les conditions décrites. Nous verrons plus loin les effets de 
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ce ralentissement sur l'activité de levures présentant des tonus physiolo 
giques différents. 

Evolution de l'intensité des échanges galeux au cours de la mesure. 

Les suspensions de cellules de levures croissant dans le même milieu, 
prises au même 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
coses ou à 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 : 

i) Intensité croissante: nous avons observé huit cas. 
2) Intensité croissante et puis décroissante : cinq 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 être 
analysé comme suit : 

Commençons 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 phénomènes 
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 sinusoïdale 
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 à six heures, nous ne pouvons apprécier dans le 
système expérimental adopté, la durée de la période entière. 

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

Cette interprétation exige, pour être admise, l'élimination systémati­
que des causes externes analysables, susceptibles de déterminer le carac­
tère croissant ou décroissant des fonctions métaboliques. 

Nous verrons plus loin la part prise dans ces phénomènes, par la na­
ture des ressources hydrocarbonées, par la présence ou l'absence de res-

18 



Types d'échanges gaseux ches une levure 283 

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. 

FIGURE 3 

Représentation schématique de la périodicité de l'intensité des échanges galeux. 

Les chiffres indiquent les segiments de la courbe correspondante aux tendances 
diverses des intensités observées. N^ i : 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 rautointoxication du milieu de mesure et les phases de la 

périodicité 

Le phénomène 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 à un stade phy­
siologique décroissant, l'action modératrice de Tautointoxication, du 
même signe {—), s'additionera : le déclin de la pente s'accentue. Si les 
levures se trou'vent à 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 populatio-n 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 à la fin. En phase d'intensifica­
tion, ces produits seront peu importants au début, puis plus nombreux 
à la fin. La limite est, en fait, déterminée par la somme totale de ces 
produits, quel que soit le mode d'accumulation. 
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L'autointoxication interfère donc avec le déclin ou avec Tintensifica-
tion de l'activité métabolique, nmis ne parvient pas à masquer leurs ca­
ractères généraux. En d'autres termes, la périodicité se manifeste inal-
gré faction freinante de l'autointoxication. 

Périodicité de l'intensité des échanges gazeux et âge de la culture. 

La courbe d'aillure 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 caractère continu ou discontinu du ''régime" utilisé, on ren­
contre, apparemment au hasard, des courbes d'allure croissante et des 
courbes d'allure décroissamte. 

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 à 25° C, en 
moût de bière 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, dès qu'on fait intervenir le facteur : temps de culture (âge de la cul 
iure), en milieu de multiplication, le hasard apparent disparaît. 

Le Tableau V groupe les expériences réalisées avec des échantillon.»-' 
de levures, différant par leurs temps de culture en moût de bière aère 
(âge 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 même inoculum, où la seule va­
riable est l'âge de la culture de chaque échantillon. La dernière colonnr 
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 r^ res -
sifs, dont le renouvellement produit une périodicité. 
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Le nombre de cas de courbes d'allure croissante, décroissante et in 
tèrmédiaire, rencontré dans nos expériences est à peu près, du même 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 (âge de la culture) de la population de levure, dont on a mesuré 
l'intensité des échanges gazeux. 

En fait, au cours du temps de culture en moût de bière aéré, se suc­
cèdent des états distincts de la levure: fonctions physiologiques crois­
santes et décroissantes. 

TABLEAU V 

Courbes représentant les intensités des échanges gazeux 

1 Exp. n.* 

VIII et X 

XI 

XII 

XVIII et XIX 

LXX, XXI et XXII 

Temps de culture en milieu de multiplication 

24 h. 

C 

C 

de 

d 

Cd 

31 h. 

h 

d 

de 

38 h. 

de 

48 h. 

d 

cd 

cd 

72 h. 

c 

Tendance des courbes 

/ \ j 

Légende: . - j 

c = Courbe d'allure croissante. 
h = Courbe d'allure constante. 
d = Courbe d'allure décroissante, 

de = Courbe d'allure décroissante, puis croissante. 1 
cd = Courbe d''allure croissante, puis décroissante. i 

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

Heunezéro 

heupel 

Meure^ 

Cb 

FIGURE 4 

Observation microscopique du développement et du bourgeonnement de Kloeckera 
apiculata sur moût de bière gélose, à 25° C. 

Le groupe a est en phase de croissanice prédominante. Le groupe c est en phase 
de bourgeonnement. Enfin, nous observons un cas intermédiaire en b. 

22 



Types dféchanges galeux chez une levure 287 

tes. Ce temps est trop court pour concorder avec la durée d'une phase 
ascendante ou descendante des périodicités physiologiques décrites. 

Jusqu'à 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 I, chapitre II). 

L'examen microscopique du développement de quelques cellules de 
levure, prélevées au hasard (en culture sur lame), révèle des comporte­
ments inégaux de cellule à cellule. Les unes s'orientent rapidement vers 
le bourgeonnement, alors que d'autres croissent, au lieu de bourgeonner, 
dans le même 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 là une expression nouvelle des divers états 
révélés par la périodicité physiologique (voir figure 4). 

Nous voyons donc que le facteur âge de la culture est le seul qui 
fasse disparaître le hasard apparent des variations d'intensité des échan­
ges gazeux. 

Après avoir passé en revue les divers facteurs étudiés et leurs in­
fluences possibles sur les phénomènes de périodicité observés, il nous 
reste à envisager comme explication plausible de ces phénomènes, Vhy-
pothèse d'un ryth/nie endogène spontané. 

A l'appui de l'interprétation 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 gazeux, no­
tion quantitative, exprimée par des valeurs absolues. 

Considérons maintenant lé problème du quotient respiratoire. Cette 
valeur relative exprime une qualité des échanges gazeux. Les valeurs 
du quotient respiratoire peuvent croître ou décroître en fonction du temps 
au cours de l'expérience. 

Rappelons iqu'il n'est pas permis d'identifier la chute des valeurs 
du quotient respiratoire avec celle des intensités respiratoires. II s'agit 
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d'un ordre de phénomènes distincts. On peut ainsi observer simultané­
ment une diminution progressive de la consommation des ml. d'oxygène, 
et en même 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 CO2 dégagé par le volume d'oxygène consommé 
au cours d'une mesure d'échanges gazeux. 

Au sens strict du terme, le quotient respiratoire se rapporte à la res­
piration intégrale d'un metabolite. La valeur théorique de celui-ci peut 
être établie, in vitro, pour une molécule t6lle que le glucose, l'acétate, le 
pyruvate ou tout autre, par des moyens chimiques. On sait que le quotient 
respiratoire est égal à un dans le cas de la combustion int^rale d'un 
sucre, inférieur à un dans le cas d'un lipide et supérieur à l'unité, dans 
le cas d'un acide organicjue riche en oxygène. 

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

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

On sait encore, que la relation ''substrat metabolise poids de l'orga­
nisme" lest susceptible de modifier le quotient respiratoire. En principe, 
la croissance cellulaire atteint son maximum au moment où la quantité 
de substrat metabolise 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 incomplète d'un metabolite : les produits de la 
dégradation ne comportent pas de CO2. 

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

Choisissons le système suivant: inoculation de la levure, prélevée 
d'une culture sur moût de bière gélose, dans un Erlenmeyer de 100 ml., 
avec 30 ml. de moût de bière. Après culture aérée, durant 24 heures à 
25"̂  C , dans ce milieu, un échantillon de cette population, de densité con­
nue, est transféré dans le milieu de mesure (milieu synthétique glucose). 
Les valeurs du quotient respiratoire sont établies comme convenu (voir 
plus bas). 

Malgré l'uniformisation des conditions expérimentales, nous enre­
gistrons tantôt des quotients respiratoires à tendance décroissante, tantôt 
à tendance stable, tantôt, mais rarement nous enregistrons des quotients 
respiratoires à tendance croissante. Les valeurs globales peuvent être su­
périeures, égales ou inférieures à l'unité pour un même 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 à la diffusion et à la co­
llection des gaz, nous avons adopté la convention suivante: 

Établir la valeur moyenne des quotients respiratoires des trois pre­
mières heures d'expérience, puis celle des trois dernières heures. Les 
segments construits au moyen de ces deux valeurs, permettent de juger 
du caractère croissant, stable ou décroissant du quotient respiratoire au 
cours de l'expérience. 

Des conclusions relatives à l'évolution du quotient respiratoire dan¿ 
les systèmes biologiques étudiés ne sont permises qu'à la condition de 
comparer des expériences rigoureusement identiques. On séparera donc 
celles faites avec le glucose et celles faites avec l'acétate. Pour chacun 
des substrats respirables, on se lx)rnera à considérer les expériences fai­
tes avec des microorganismes ayant subi le même 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 Facétate. Ces valeurs sont très proches des valeurs 
théoriques relatives à ces metabolites. 

Trois expériences faites en présence de glucose ou d'acétate fournis­
sent une valeur moyenne stable du quotient respiratoire de 0,6. 

Neuf expériences faites en présence de glucose ou d'acétate révèlent 
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une tendance décroissante des valeurs moyennes du quotient respiratoi­
re, atteignant une valeur moyenne minimale de 0,4. 

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, très proche de la valeur théorique 
relative à la combustion complète de Facétate. 

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

TABLEAU VI 

Exp. n.* 

I 

V 

VIII : 24 h. 

Vri l : 31 h. 

IX 

ail 

XI 

XII : 24 il. 

XVIII 

XIX 

III 

IV 

VII 

VIIÎ 

XII : 31 h. 

XII : 3^ h. 

VI 

XI 

Substrat 

Glucose 

» 
» 

Acétate 

» 
» 
» 

Glucose 

Acétate 
y> 

Glucose 

» 

Acétate 

•» 
» 
» 
» 
» 
» 

Acétate 

Valeur moyenne 
du Q. R. par 
expérience 

1,25 

0,90 

0,85 

1,10 

1,10 
1,20 

Î,05 

0,6 

0,6 

0,55 

1,3-0,4 

0.6 - 0,4 

0,9 - 0,4 

0,6 - 0,3 

0,6 - 0,2 

1,0-0,4 

0,9 - 0,4 

0,8 - 0,5 

0,8-0,3 

0,6- 1.1 

Valeur moyenne 
de la somme des Q. R. 

1,0 

1,0 

1,0 

1,1 
1,1 

1,1 
1,1 

0,6 

0 6 

0,6 

— 
— 

Valeur moyenne 
minimale = 0,4 

» 
> 
•» 

» 
» 
» 

Valeur moyenne 
maximale = i>io 

Qualité de la 1 
tendance du Q. R. 1 

Stable 

» 1 
» 1 

Stable 
» 1 
» 1 
» 1 

Stable 

Stable 

» 1 

Décroissante 
» 1 

Décroissante 

» 1 
» 
» 1 
» 1 
» 
)» 

Croissante 
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Chaque fois que l'on part d'un même inoculum et que l'on opère 
dans des conditions expérimentales siemblables, on reproduit le même 
type (tendance) d'évolution des valeurs du quotient respiratoire. 

Si par contre, on s'adresse à des suspensions de levures, provenant 
d'un même inoculum, mais différant les unes des autres par leur âge de 
culture, on enregistre des variations imprévisiblles du type des évolu­
tions des valeurs du quotient i-espiratoire. 

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

Interprétation des tendances stables, décroissantes et croissantes des 

quotients respiratoires cm cours de la mesure. 

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

La tendance décroissante de l'évolution du quotient respiratoire co­
rrespond biochimiquement à une consommation d'oxygène progressive­
ment plus grande que le dégagement de CO2, 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 l'autointoxication. 

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

a) Combustion i ncomplète d'un metabolite sans dégagemenf de 
CO2. Cette hypothèse est écartée par les données de nos expériences. 

b) Substitution d'un metabolite respirable à quotient respiratoire 
bas au metabolite respiré au début, à quotient respiratoire élevé. Cette 
supposition cadre mal .avec les conditions de nos expériences, où le nié-
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labolite respirable est toujours offert en excès. Théoriquement, il y a 
toujours des substitutions possibles et partielles : la resynthèse au cours 
de Facte respiratoire offre à la cellule des combustibles nouveaux, dont 
les quotients respiratoires ne sont pas nécessairement égaux á celui du 
metabolite exogène. 

En fait, ces combustibles nouveaux ont peu de chances de se consti­
tuer durant la mesure (six heures) en milieu synthétique glucose. Nous 
savons, en effet qu'après six heures, voir même 24 heures de séjour en 
moût de bière aéré, à 25'' C, milieu plus riche, la levure n'accumule au­
cun combustible responsable d'une respiration endogène. Ce résultat doit 
être valable à plus forte raison pour le milieu synthétique glucose 
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 miHeu syn­
thétique à base d'acétate (substrat non assimilé par la levure). 

c) Une consommation d'oxygène compétitive à celle de la respira­
tion, s'institue au cours des opérations métaboliques concomitantes des 
réactions cataboliques respiratoires, sans aboutir à la formation de ré­
serves respirables. Ce phénomène abaissera plus ou moins, le quotient 
respiratoire théorique. 

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

Kloeckera apiculata se comporte donc, différemm^ent des Saccharo-
myces, cliez lesquels l'aération augmente la synthèse 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 synthèse, caractérisé par une tendance décrois­
sante du quotient. Cet état correspond à une croissance cellulaire. 

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

II faut supposer que cette phase croissante est de courte durée dans 
les oscillations périodiques. Donc, les chances de la fencontrer sont rares. 
Nous interprétons cette phase comme un ralentissement temporaire dés 
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opérations "assimilation-croissance'' et un démasquage de l'activité res­
piratoire stricte (retour au quotient théorique du glucose ou de Facétate). 

Il paraît judicieux de confronter ici les observations microscopi­
ques (fig. 4) avec les données physiologiques. Certaines cellules, à crois­
sance prolongée et bourgeonnement différé, illustrent, à Téchelon mor­
phologique, la tendance ^'assimilation-croissance", caractérisée par un 
quotient à tendance décroissante. D'autres, à croissance limitée et à bour­
geonnement rapide, figurent, à l'échelon morphologique, les tendances 
caractérisées par des valeurs de quotients croissantes ou stables. 

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

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

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

b) Admettre une assimilation nulle, définie par la méthode auxano-
graphique classique, qui excluerait à 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 phénomè­
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 l'acétate. Une preuve nous 
en est donnée par l'analyse chimique de levures respirant l'acétate en 
milieu synthétique aéré à 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 à une 
respiration endogène et ne suffisent pas pour déterminer le bourgeon­
nement de la levure. 
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TABLEAU VII 

Résultats des microanalyses de IGoeckera apiculata en présence dfacétate. 

ECHANTILLON 

Cultivé en moût de bière, à 250 C., durant 24 h eu-

Partie alîquote de la culture précédente transférée 

en milieu syntihétique à base d'acétate, aéré à 

1 250 C , durant 24 heures 

% d'azote 

8,95 

7,56 

% de lipides 1 

1,74 

1,51 

CONCLUSIONS 

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

/ / est impossible de prévoir la tendance évolutive (décroissante, sta­
ble ou croissante) des valeurs du quotient respiratoire d'une population-
de levures. 

D'autre part, le fait de rencontrer une valeur moyenne initiale du quo­
tient respiratoire, supérieure, égale ou inférieure à Tunité (valeur théo­
rique) est, à notre avis, le fruit du hasard. Lors du prélèvement d'un 
échantillon quelconque de population de levures, destiné à la mesure des. 
échanges gazeux, on peut être en présence d'une population, se trouvant^ 
au début, au milieu ou à 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 ; à plus forte raison, nos conditions expérimentales excluent 
l'enregistrement des manifestations d'une période entière (voir ifig. 3),. 

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

Cela revient à dire que des inocula distincts possèdent des tonus, 
physiologiques différents, dans la plupart des-cas. Rencontrer deux ino­
cula distincts avec des tonus semblables ne serait que pure coïncidence... 

Nos expériences mettent en évidence le caractère rythmique de ces: 
fluctuations. 
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Rappelons que cette conclusion principale résulte du procédé d'en­
quête employé: estimation fractionnée, en fonction du temps, des échan­
ges gazeux réalisés au cours d'une seule et même expérience. Ce procé­
dé diffère de la technique d'estimation globale des échanges gazeux. 
Cette dernière dissimule complement les phénomènes 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. 

SOMMiAIRE 

Les particularités physiologiques inédites de Kheckera apicuîata, 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. Kheckera apiculata cultivé en moût de bière aéré à 25° C, n'ac­
cumule pas de metabolites respirables. 

3. Le glucose est toujours metabolise {respiré et assimilé) par Khec­
kera apiculata, même en solution physiologique tamponnée, 
c. à 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. 

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

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

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

8. L'intensité des échanges gazeux est liée à deS; variations de ca­
ractère périodique: il s'agit d'un rythme endogène spontané. 
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9. Les valeurs du quotient respiratoire sont liées à des variations 
de caractère périodique: il s'agit également, d'un rythme endo­
gène 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 .JAIME FERRAN,., DE MICROBIOLOGÍA 

INFLUENCIA DE DIVERSOS FACTORES EN EL 
DESARROLLO DEL VIRUS HERPES SIMPLEX 

EN CÉLULAS HELA * 

POR 

CARMEN GIL FERNANDEZ 

El desarrollo del virus Herpes simplex lia sido estudiado por diver­
sos autores, en embrión de pollo y en ratón y modernamente en cultivo 
de tejidos. 

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

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

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

Stulberg y Schapira (1953) obtienen el título más elevado en células 
de embrión de pollo del segundo al cuarto día, decreciendo después del 
quinto al séptimo. 

Jawetz y cois. {1955) investigan con cepas de virus Herpes simplex 
adaptadas al ratón, por titulación intracerebral, observando un máximo 
del crecimiento acumulativo entre las setenta y las ciento veinte horas. 

(*) Este trabajo iha sido realizado en la Sección de Virus del Departamento 
de Patología de la Universidad de Cambridge, Ii^laterra, durante el disfrute de 
una beca de la Fundación "Juan Manoh", bajo la dirección del Prof. M. G. P. Sto­
ker, a quien me complazco en exipresar mi agradecimiento. 
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Refiriéndonos a cultivos de tejidos, Scott y cois. (1953 b) han estu­
diado el crecimiento de dicho virus en células de córnea de conejo, com­
probando que la curva de crecimiento no difiere de la encontrada por 
ellos en embrión 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 Martínez y cois. (1955), midiendo la infectividad en el ratón, 
afirman que la máxima cantidad de virus se produce en las células de 
riñon de conejo entre el tercero y el quinto días. 

Bar ski y cois. (1955) no detectan virus en las mismas células a las 
nueve y media horas, siendo la producción máxima 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). Según dicho autor hay un período de latencia de 
nueve horas en las cuales el virus se desarrolla en el interior de las cé­
lulas, no liberándose al medio hasta después de las doce horas, aumen­
tando a partir de ellas hasta las cincuenta horas. El número de unidades 
infecciosas productoras de placas por célula es de setenta y cinco a la¿-
veintiséis horas y ciento cuarenta y cuatro a las cincuenta horas. 

Vemos, por tanto, que el período de latencia de seis a doce horas es 
aceptado por todos los autores, pero que el momento de máxima produc­
ción de virus oscila entre límites 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 máxima producción 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, así como el tiempo óptimo de producción de virus, 
intentando determinar si prolongando^ el cultivo después de la infección 
hasta la degeneración de las células podía conseguirse un mayor rendi­
miento de partículas víricas. Por último, hemos fijado la cantidad total 
que se recoge en el medio, en la superficie de las células con diferentes 
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lavados consecutivos con versinato sódico (versene) y en el interior de 
las células sometiéndolas a la desintegración. 

MATERIAL Y TÉCNICAS 

Cepa de virus. 

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

Tipo de células. 

Precedente de la cepa HeLa (Gey) de un carcinoma humano de 
cuello de útero. 

Medio nutritivo. 

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

Líquido de Gey ... 70 c. c. 
Lactoalbúmina hidrolizada al 5 % 10 c. c. 
Suero humano - 20 c. c. 

Al líquido se añade un c. c. de rojo fenol al 2 %, 100 u. de penicilina 
y ICO microgramas de estreptomicina por c. c. y bicarbonato sódico al 
I % en cantidad suficiente para a justar el pH a 7,4. 

Para la infección con virus se modifica la fórmula sustituyendo el 
¿)Uero humano por suero de conejo del modo siguiente : 

Líquido de Gey , 85 c. c. 
Lactoalbúmina hidrolizada al 5 % 10 c. c. 
Suero de conejo 5 c. c. 

El rojo fenol, la penicilina, estreptomicina y el bicarbonato sódico, 
se emplean en la misma proporción que en la fórmula 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 centímetros. 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 solución 
salina tamponada exenta de calcio y magnesio (solución A de Dulbecco y 
Vogt 1954) y las células se desprenden de las paredes del frasco aña­
diendo verseone (versinato sódico) diluido al 1/20.000, mantenido en 
incubación 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 pipéteos, hasta conseguir una suspensión homogénea. 
Las células se cuentan en un hematímetro, y se distribuyen en nuevos 
frascos a razón de i X 10^ células por frasco. Se añaden 10 c c. de 
medio nutritivo en cada uno de ellos y se mantienen en estufa en posi­
ción horizontal a 37° C. 

Experify^entos con virus. 

Los frascos se siembran con 2 X 10^ células; después de uno o dos 
días de crecimiento, cuando aparece una capa uniforme de células, se 
lavan tres veces con 10 c. c. de solución salina tamponada PB S (Dulbec­
co & Vogt, 1954) a 37^ C. Se añaden 2 c. 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 añadiendo medio nutritivo con suero de conejo; a con­
tinuación se llevan de nuevo a ¡la estufa a 37"̂  C. 

Titulación del virus. 

Se efectúa en la membrana corioalantoidea de embrión de pollo de 
doce días de incubación. La inoculación se hace siguiendo la técnica de 
Nadaje y cois. (1955) modificada por Staker y Ross (1958). La lectura 
de las lesiones producidas se realiza a las cuarenta y ocho horas después 
de la inoculación. 
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PARTE EXPERIMENTAL 

a) Elección de la dosis de virus para la infección celular. 

Quisimos determinar si el volumen de inoculo intervenía en la infec­
ción celular, pues no es conveniente rebajar el título, ya que si se diluye, 
al aumentar el volumen, aunque el número de partículas víricas 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 infección, intentamos comprobar si utilizando tan 
sólo la cantidad de líquido sttóciente para recubrir el cultivo, la infección 
se realizaba con la misma marcha o si se retrasaba o disminu'^a. En el pri­
mer caso se lograría una economía 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. c. de titulo 1,0 X 10'̂  que com­
probamos que era la cantidad mínima para lograr un recubrimiento per­
fecto 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 señaladas en el cuadro I se toman dos frascos 
cuyo medio nutritivo se mezcla y se titula. A las células se les añade 
5 c. c. de versene al i : 5.000 y se llevan a incubar a 37° durante cinco 
iiiinutos, al cabo de los cuales se agitan los frascos y las células se sepa­
ran de las paredes. Se centrifuga la suspensión cinco minutos a i.ooo 
r. p. m. y se titula el liquido sobrenadante (primera fracción versene). 
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CUADRO I 

Tiempo en horas 

16 

26 

36 

46 

Sériel. 

Medio 

3,1 

1.3 

2,0 

10,0 

16,4 

TX106 

Versene 

2,5 

2.5 

3,5 

16,0 

24,5 

Serie2TX106 

Medio 

3,1 

1,0 
4,4 

3,1 

11,6 

Versene 

2,0 

1,6 
50 

3,0 

11,6 

TX105 . 

Control 

6,6 

5,8 
X 

3,3 

En la gráfica i fi^guran las curvas de liberación de virus de ambos 
experimentos o de ambas series. Se aprecia que la máxima producción 
de virus se alcanza más rápidamente con la menor dosis de inoculo. Exis­
te una concordancia entre los títulos de la fracción versene y los del me­
dio en las distintas horas, pero .manteniéndose más elevada la primera a 
partir de las veintiséis horas. 

b) Producción 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 descripción. 

El cultivo de cuatro frascos se ha mantenido hasta la destrucción 
total del mismo, que tuvo lugar a los cinco días después de la infección. 
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. 
En el cuadro 11 aparecen los resultados de dicha titulación, y en la grá-
lica número 2 se anotan las curvas de crecimiento. 

Como puede verse por esta curva, el máximo de liberación 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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GRÁFICA I 

Cantidad de virus herpes liberado al medio y en la fracción versene, utilizaiido 
diferentes dosis de inióculo: 4 c. c. de inoculo (Medio î y Versene) 

, y 2 c. c. (Medio 2 y Versene 2). 
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GRÁFICA 2 

Cantidad de virus herpes liberado al medio en diferentes períodos de tiempo. 
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CUADRO II 

Tiempo en horas 

24 

48 

72 

96 

120 

Título de virus en 

1 

0,5 

8,5 

1.1 
1,8 

1,1 

13,0 

el medio (T X 10 )̂ I 

Frascos 

2 

0,8 

0,8 

2.5 

1,6 

1,5 

17,2 

3 

1,T 

10,7 

1,3 

1,9 

1,4 

17,0 

4 1 

1,0 
2,9 

2,5 

1,6 
0,7 

8,7 

c) Influencia de lœvado con PBS frío (4° C.) 3; caliente (37° C.) 

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

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

CUADRO III 

Tiempo en horas 

24 

48 

72 

96 

PBS (37* C.) 

Medio 

1.4 
3,0 

3,6 

10,0 

Título X 106 

PBS(4»C.) 

Medio 

2,2 

3,4 

9,5 

11,0 

Control 

Medio 

l ,í 
12,0 

0,7 

0,3 

Puede observarse que el lavado con PBS y el cambio de medio pro­
longa el período de vida activa de las células, con liberación de virus al 
medio. Se observa un retraso en la producción máxima de virus en estas 
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•GRÁFICA 3 

Cantidad de virus herpes, liberado al medio lavando las células diariamente 
con PB S frío, caliente y sin lavar. 
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condiciones respecto al testigo. La máxima cantidad de virus corres­
ponde a los frascos tratados con PBS frío, siguiendo los lavados con 
PBS caliente y por último con poca diferencia los controles. 

En el segundo experimento se calculó el total de producción de virus 
por un lado en el medio, por otro en las células y, finalmente, en el lí­
quido del lavado. Las cantidades totales se cifran en 3,6 X 10'̂  en los 
frascos lavados con PBS frío, 2,2 X 10^ en los lavados con PBS caliente 
y 1,0 X lo"̂  en los controles (Cuadro IV). 

CUADRO IV 

in 
horas 

24 

48 

72 

96 

Titulo X 105 1 
PBS frío 

Medio 

0,1 
6,7 

23,0 

60,0 

89,8 

Células 

7,0 X 102 

4,1 X 106 

2,3 X 107 

— 

27,1 X 106 

Lavado 

1,1 X W 

3,7 X 10̂  

1,5 XIO^ 

— 

18,7 X 104 

PBS caliente 

Medio 

0,2 

11,0 

36,0 

22,0 

69.2 

Células 

1,3X103 

5,0 X 106 

1,0 XIO^ 

— 

15,0 X 106 

Lavado 

1,8X102 

8,1 X 10* 
1,3X105 

-

21,0 X 10̂  

Control I 

Medio 

0,04 

8,3 

30,0 

0,6 

38,9 

Células 1 

1,6X103 

1,5X106 

9,1 X 106 
__ 

10,6 X 106 

d) Influencia de la temperatura. 

Se infectan seis frascos siguiendo la técnica general. Se incuban a 
:^y'^ durante cuatro horas, y transcurrido ese tiempo, 3 frascos se dejan a 
temperatura ambiente, y otros 3 se llevan a 4° C durante un período de 
cinco horas. Seguidamente se llevan a incubadora a 37°. Se estudia la 
producción de virus a las veinticinco, cuarenta y nueve, ochenta, noventa 
y nueve y ciento veinte horas. El cuadro número V y la gráfica 5 mues­
tran la producción de virus liberado al medio en el interior de las células, 
en los intervalos citados. Los títulos más elevados corresponden a los 
cultivos que se mantuvieron a 4°, tanto en el contenido de virus en las 
células como en el medio. 
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Cantidad de virus herpes, liberado al medio lavando las células diariamente 
con PBS frío, caliente y sin lavar. 
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Cantidad de virus herpes, liberado al medio y en las células manteniéndolas a 

diferentes temperaturas. 
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CUADRO V 

1 7\ 1 Tiempo en horas 

25 
49 
80 
99 

120 

Temperatura = 4° C. 

Medio 

1,0 

1,2 

1,6 

1,7 

i 0 

5,5 

Células 

6,2 
2,6 
2,6 
3,7 

15,1 

Temperatura ambiente j 

Medio 

1,2 
! 2,6 

0,7 
0,4 
0,4 

5,3 

Células 1 

1,1 

0,7 
0,3 
1,3 

3,4 

e) Influencia de la glucosa y glutamina. 

Se siembran 40 frascos de insulina con 150.000 células en cada uno; 
al cabo de dos días aparece una capa celular completa; se retira el me­
dio, se lavan tres veces con PB S y se inoculan con 0,2 c. c. de virus de 
titulo 5,0 X 10^ en las condiciones señaladas anteriormente. Se añaden 
a continuación 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 señalan en el cuadro VI. 
La glutamina par^e tener una acción inhibidora, ya que la cantidad 

de virus en células y en medio en las dos series de frascos es sensible-

CUADRO VI 

Tiempo 
en 

horas 

144 

Título X 1Q| 1 
A 

Medio 

I 0,8 

Células 

2,0 

B 

Medio 

9,0 

Células 

29.7 

c 
Medio 

9,4 

Células 

15,0 

D 1 

Medio 

3,1 

Células 1 

5,8 

14 



Desarrollo del virus Herpes simplex en células Hela 311 

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 ver sene 
sucesivas. 

Con miras a la obtención de virus lo más puro posible, se ensayó la 
cantidad del mismo que podía extraerse de la superficie celular con su­
cesivos tratamientos con ver sene. 

En un experimento preliminar se inoculan 12 frascos según 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 
añade después versene, obteniendo una primera fracción versene de los 
mismos. Como quiera que el rendimiento máximo de virus estaba com­
prendido entre las cuarenta y ocho y las setenta y dos horas, creímos 
que podríamos obtener diferentes fracciones en los dos últimos per!odos 
de tiempo. Efectivamente, obtuvimos cinco fracciones versene a las cua­
renta y ocho horas y otras cinco a las setenta y dos horas, comoi puede 
verse en el cuadro y en la gráfica número 7. 

CUADRO WI 

1 Tiempo 
1 en 

horas 

6 

12 

24 

34 

48 

72 

Título X^O^ 

Medio 

0,8 

19,0 

16,0 

27,0 

10,0 

27,0 

F R A C C I O N E S V E R S E N E 

1." 

0,2 

1,5 

10,2 

6,5 

19,6 

41,0 

2." 

14,0 

11,0 

3 ° 

23,0 

2,0 

4 ° 

20,0 

3,5 

5." 

8,0 

1,6 

Suma 

0,2 

1,5 

10,2 

6,5 

84,6 

59,1 
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GRÁFICA 6 

Cantidad de virus herpes, liberado al medio y obtenido de la superficie celular 
en la primera fracción Versene. 
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Cantidad de virus herpes, obtenido por sucesivas fracciones Versene. 
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g) Rendimiento total de virus. 

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 ô  bien si en 
las distintas incubaciones con el versinato se rompían las células y parte 
del líquido obtenido llevaba virus del interior de aquéllas. También si 
podían obtenerse más 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 
interior de las células que se encuentran muertas flotando en aquél. (Grá­
fica número 8). A las ciento sesenta y ocho horas se añade versene a 
las células y se obtienen sucesivas fracciones. Las células de la última 
se rompen por congelación-descongelación a base de diez cambios suce­
sivos de nieve carbónica a baño a 37^. 

En este experimento se tuvo cuidado al resuspender las células en 
las sucesivas fracciones versene de pipetear el mismo número de v^es 
para que la acción mecánica del versene sobre las células fuera siempre 
la misma. Como se aprecia en el cuadro VIII y gráfica número 9 se 
obtienen títulos 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 fracción versene. 

CUADRO VIH 

Tiempo 
en 

horas 

48 

72 

120 

144 

168 

TXIO» 

Medio 

0,2 

0,6 

1,8 

1,1 
3,3 

Células 
del medio 

0,3 

4,0 

22,0 

8,0 

1 " 

160 

— 

2." 

90 

-

Titulo X 105 
FRACCIONES VERSENE 

3." 

40 

4.° 

27 

s.° 

20 

6 ° 

10 

7." 

20 

S." 

6,1 

9." 

3,7 

10.* 

2,6 

18 
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Cantidad de virus herpes, obtenido de la superficie celular por sucesivas fracciones 

versene y de las células, desintegrándolas por diez cambios sucesivos de baño-

María a 37** C y nieve carbónica. 
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Cantidad de virus iherpes^ producido en las células Hela. Titulación hecha en el 
medio (virus liberado) y en las células, desintegrándolas por diez icamibios sucesivos 
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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, finailmente, en las células después de obtener la última ^fracción ver-
sene. Se comprueba una vez más 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 gráficas números 9 y 10.) 

La máxima cantidad de virus se obtiene a las setenta y cinco horas. 
La comparación entre el método de desint^ración celular por diez 

cambios sucesivos de nieve carbónica a estufa a 37® C. y el empleo de 
un triturador mecánico para romper las células en agua destilada de­
muestra que la cantidad de virus obtenida por el primer procedimiento 
es notablemente mayor. 

La gráfica número 11 muestra el número total de partículas víricas 
infectivas producidas por cada célula desde las cuarenta y ocho a las 
ciento sesenta y ocho horas a partir de la infección. 

CUADRO IX 

1 Tiempo 
en 

horas 

48 

69 

75 

96 

168 

Medio 

0,9 
0,2 

10,4 

1,1 
2,9 

Título X 106 

FRACCIONES VERSENE 

1." 

2,2 

0,5 

4,2 

4,6 

1.0 

2° 

7,1 
2,7 

3,8 

2,4 

1,2 

3." 

3,5 

2,3 

4,7 

3,8 

— 

4." 

2,0 

2,5 

10,0 

2,9 

— 

5." 

0,8 

3,0 

4,3 

3,1 
__ 

Congelando-
Descongelando 

TX107 

Células 
Versene 

2,2 

2,5 , 

2,9 ^ 

1,8 

1,2̂  

Células 
medio 

1,2 

2,1 
2,8 

0,2 

1,2 

Triturador 
mecánico 
TXIO6 

Células 
Versene 

5,9 

4,0 
1,0 
3,9 

5,1 

TOTAL 

virus X celóla 1 

19 

29 

100 

38 
18 

21 
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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 partículas infectivas liberados al 

medio en la supetifiicie celular en el interior de las células. 

DISCUSIÓN 

El primer experimento realizado demuestra que la siembra de 2 
centímetros cúbicos de simiente de virus, en frascos de cultivo de 200 
centímetros cúbicos de capacidad, es suficiente en cuanto al poder in­
fectante, aunque el título que se obtiene es ligeramente más bajo que 
cuando se emplean 4 c. c. de la misma. 

Parece deducirse que son das partículas víricas que están en contacto 
con el cultivo las que se absorben por las células, por lo que la infección 
es independiente del espesor de la capa 1 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
garítmica, en la cantidad de virus liberado al medio, en cada cultivo, 
aunque se han empleado las mismas dosis de inoculo y se ha operado con 
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idéntica cepa del mismo y de células HeLa, y se han mantenido en igua­
les condiciones. 

Este hecho podría estar en relación con la presencia de los diversos 
tipos de virus señalados por Grey y cois. 1958 (proliferativo, no proli-
ferativo y citopatogénico con formación de células gigantes), pero nos 
inclinamos a creer que se trata más^ti^i de diferentes respuestas de las 
células a la infección vírica, depetídierites del estado fisiológico de las 
mismas; como, por ejemplo, la fase de ipitosis en que se encuentren. No 
podemos deducir ninguna conclusión a este respecto, por no haber dis­
puesto de células sincronizadas. El período de máxima liberación de 
virus se extiende de las cuarenta y ocho a las setenta y dos horas a partir 
de la infección^ cifras que están dentro de los límites señaladois por los 
distintos autores, que hemos descrito en el comienzo de este trabajo. La 
consecuencia es que si se desea obtener el mayor rendimiento en virus, 
podría ser interesante prolongar el tiempo de cultivo hasta su destruc­
ción total, haciendo tomas diarias a partir de la^ 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 día igual cantidad que la acumulativa que 
se obtiene normalmente cada tres días sin dicho requisito. Es induda­
ble que en este caso interviene la inaQtivación del virus por la tempera­
tura de incubación a 37° C. en la disminución de rendimiento, pero 
quizá hay otro factor que no se ha tenido en cuenta. 

Efectivamente, Morgan (1954) y Stocker y cois. (1958) han obser­
vado con ayuda del microscopio electrónico la localización de numerosas 
partículas víricas en las invaginaciones de la membrana celular. 

Esta acumulación de virus en la superficie celular pudiera actuar 
como una barrera que impide la liberación de nuevas partículas, por lo 
cual la dislocación de la misma, a consecuencia del lavado con PBS y el 
cambio de medio, pudiera permitir la afioracion a la superficie de nuevas 
partículas. Esto acarrearía una disminución de virus en el interior de las 
células y, por tanto, explicaría la supervivencia mayor de las sometidas 
a este método, como hemos observado en nuestro trabajo. 

No puede tampoco descartarse que algunas de las partículas víricas 
de la superficie celular pasen de nuevo a su interior, agravándose así 
la infección. Es difícil comprobar si las partículas infectivas liberadas 
por una célula son capaces de reinfectarla de nuervo en estas condiciones. 
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El aumento de partículas víricas que hemos señalado cuando se man­
tiene el cultivo a 4"̂  G., después de la infección, en lugar de llevarlo se­
guidamente a 37^ C, se explica en parte por la inactivación resultante 
de esta temperatura, pero a nuestro juicio interviene asimismo el hecht) 
de que a 4° C. se favorezca la adsorción y la invasión de las células, 
o más probablemente que éstas, por su actividad amortiguada, no pueden 
reaccionar adecuadamente ante ila infección, 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 la naturaleza y composición química de aquél, por ser el virus 
que se,separa en ellas, lo mismo que el recogido del medio, mucho más 
puro que el del interior de las células. 

CONCLUSIONES 

I ) Se ha encontrado que la producción máxima de partículas víri­
cas infectivas para la membrana corioalantoidea del embrión de pollo 
en los cultivo'S de virus Herpes simplex en células HeLa, tiene lugar 
entre las cuarenta y ocho y las setenta y dos horas. El mknero medio 
por célula de unidades infectivas productoras de lesiones es aproxima­
damente de cien a las setenta y cinco horas después de la infección. 

2) Los títulos de virus más 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 partículas infectivas procedentes de la su­
perficie celular, con tituibs progresivamente decrecientes. 

4) Llevando las células a las cuatro horas de la infección a la tem­
peratura de 4^ C, y manteniéndolas a esa temperatura durante cinco ho­
ras, se nota un incremento de partículas infectivas en el interior de las 
células, pero sin liberación al medio. 

5) La adición de glutamina al medio decrece el número de partícu­
las infectivas. Por el contrario si se duplica la cantidad de glucosa se 
triplica la producción. 
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6) El procedimiento mejor para desintegrar células y obtener virus 
es el proceder a congelación en nieve carbónica y descongelación a 37^ 
centígrados alternadas repitiéndolas diez veces. Este método da mejores 
resultados que el desintegrarlas po<r medio de un triturador mecánico eu 
agua destilada. 

RESUMEN 

Se han estudiado las condiciones óptimas para el cultivo del virus Her­
pes simplex en células HeLa. La máxima producción corresponde a un 
período comprendido entre las cuarenta y ocho y las setenta y dos horas 
después de la infección. Las condiciones óptimas que se han encontrado 
ron : a) Lavado con PBiS y cambio de medio diario, b) Mantenimiento de 
las células a 4° C , durante cinco horas después de la infección, c) Doble 
cantidad 'de glucosa en el medio. La presencia de glutamina disminuye la 
producción 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. 
b) Keeping the culture at 4° C. for about 5 hours after infection, c) Dou­
bling the amo'unt 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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