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INSTITUTO DE MICROBIOLOGÍA GENERAL Y APLICADA 

LA S Í N T E S I S Y EL METABOLISMO DEL ACIDO NICOTINICO EN CIER
TAS LEVADURAS DE LOS GÉNEROS «TORULOPSIS» Y «CANDIDA» 

El poder sintetizante del ácido nicotínico en las levaduras Candida pulche-
rrima, nov. var. liquefaciens (Marcilid y Feáuchy) y Torulopsis úíilis (Henne-
berg, emm. Lodder) y el metabolismo del citado ácido por las mismas levaduras 

«alimenticias». 

Juan Marcilla Arrazóla y Pilar Aznar Ortiz 

ANTECEDENTES 

En 1947, J. M. van Lañen demostró para S aechar omij ees cerevisiale 
las profundas modificaciones que, en la absorción y metabolización del 
ácido nicotínico, se producen según que el cultivo de la levadura se 
realice en condiciones de aerobiosis o de anaerobiosis relativa (5). En 
nuestros estudios acerca de la riqueza en niacina de las levaduras ali
menticias Torulopsis utilis y Candida pulcherrima, var. liquefaciens^ 
veníamos observando notables irregularidades en las cifras, según el 
momento de la toma de muestras y según el tiempo de conservación de 
las mismas en nevera a 0^-40 de temperatura. Cuando llegó a nuestro 
poder el citado trabajo de Van Lañen emprendimos una serie de expe
riencias con ia estirpe de Candida a que nos hemos referido (a la cual, por 
entonces, designábamos provisionalmente, y hasta ultimar su clasifica
ción, como Torulopsis liquefaciens). Los resultados de estas experiencias 
fueron publicados en MICROBIOLOGÍA ESPAÑOLA en una Nota prelimi
nar (2) y confirmaron para la levadura estudiada y para las levaduras 
bajas de cervecería los resultados de Van Lañen. En cultivos, sobre 
agua de malta, de la Candida pulcherrima, war. liquefaciens, en condi
ciones de amplia aerobiosis (inyección constante de aire estéril, nebu-
lizado por el paso a través de bujía de porcelana porosa) la absorción 
de ácido nicotínico crece en las primeras horas y la proporción fijada 
por la levadura llega a un máximo y no decrece (al menos durante 
siete horas) si no cesa la inyección de aire. De los balances de ácido ni
cotínico en el cultivo (en la levadura y en el medio) se deduce que 



80 JUAN MARCILLA Y PILAR AZNAR 

una parte de la niacina fué metabolizada (destruida) y desde la 4.^ a 
la 7.^ hora es seguro que otra proporción menor fué sintetizada por la 
Candida, 

Aunque no llegamos a profundizar en la cuestión, ningún indicio 
de síntesis de ácido nicotínico fué deducido de los balances de la com-
posición del líquido y de las levaduras, para las de cervecería (levaduras 
bajas). 

Los anteriores resultados nos condujeron a realizar nueva serie de 
experiencias en las que procuramos poner en claro la existencia o no 
de la facultad de síntesis del ácido nicotínico en las estirpes de leva
duras que, para su aplicación como alimenticias, estudiamos. 

TÉCNICAS EXPERIMENTALES 

Fueron, para €stas investigaciones, idénticas a las que seguimos en 
nuestras anteriores experiencias (2). Para la determinación del ácido 
nicotínico seguimos el método químico según la técnica descrita por 
Grande Covian (1), procediendo para la preparación de las muestras 
a la hidrólisis acida, directa, de la levadura, con decoloración del 
hidrolizado por adición de sulfato de zinc y sosa cáustica. La colori-
metría se realiza con el fotómetro Pulfrich-Zeiss, con filtro S-47. 

Como medio estrictamente sintético, para el cultivo de las levadu
ras, utilizamos el de Niels Nielsen (3 y 4), sin microfactores inorgáni
cos cuya presencia se confía a las impurezas de los componentes (siem
pre purísimos, para análisis, pero no purificados especialmente) y a las 
del agua. Para comodidad del lector, reproducimos a continuación la 
composición de este medio: 

SO4 Mg, 7 H2O 0,7 gramos. 
PO4KH2 .1 ,0 » 
CINa 5,0 » 
ClgCa 0,4 » 
ClgFe 0,5 c. c. de solución al 1 por 100 
SO4 (NH4)2 0,6 gramos. 
Glucosa 100,0 » 
Agua destilada hasta completar 1.000 c. c. 
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DETALLE Y RESULTADOS DE LAS EXPERIENCIAS 

Las levaduras puras, procedentes de cultivos unicelulares, son mul
tiplicadas siempre sobre agua de malta (sin lúpulo, preparada del 
modo usual) y son conservadas en estrías sobre agar malta. 

1.^ Experiencia, con Candida pulcherrima, var. liqaefaciens. Cuida
dosamente, para no llevar parte del agar-malta al medio sintético de 
Niels Nielsen, se siernbra un litro de este medio con levadura de 3 ó 4 es
trías, en matraz, en el que, de modo continuo, se inyecta aire nebuli-
zado, estéril. Al cabo de cuarenta y ocho horas se centrifuga aséptica
mente y se resiembra la levadura en otro litro de medio Niels Nielsen 
para continuar la multiplicación y para privar al nuevo medio de las 
trazas de ácido nicotínico que pudieran haber sido llevadas al líquido 
con el medió de conservación (agar-malta) pese a las precauciones que, 
para evitarlo, se tomaron en la primera siembra. 

Al cabo de otras cuarenta y ocho horas, se centrifuga nuevamente 
y después de conservar doce horas en nevera, sembramos para el cul
tivo principal en L200 c. c. del mismo medio sintético. Se toma, en 
una alícuota, la muestra inicial para las determinaciones de ácido 
nicotínico y de materia seca en la levadura. Comienza inmediatamente 
la inyección de aire estéril. La temperatura del cultivo es mantenida 
entre 22° y 26°. A las tres horas se toma una primera muestra de 
350 c. c ; se. centrifuga, se lavan las levaduras por dos veces con agua 
destilada, estéril y previamente enfriada a 0^-2°, y se analizan inmedia
tamente estas levaduras y el líquido del medio, centrifugado. 

Del mismo modo se toman muestras después de la 5.^ y de la 7.^ hora. 
Los resultados obtenidos fueron los siguientes: 

Cuadro 1.^—Acido nicotinico en las células. 

Miligramos de áci
do nicotinico con
tenido en cada loo 
gramos de levadu
ra seca (a loo») 

En la levadura sembrada . .'. 8,31 
En la levadura recogida después de tres 

horas de aireación. 7,40 
En la levadura recogida después de cinco 

horas de aireación 12,49 
En la levadura recogida después de siete 

horas de aireación 14,42 
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Cuadro 2.^—Acido nicoünico en el medio de cultivo. 

Gammas de acido 
nicotínico por 

cada i.ooo c. c. de 
líquido 

En el medio de Nielsen, antes de la siembra O 
En el medio de Nielsen, a las tres horas 66 
En el medio de Nielsen a las cinco horas ^ 54 
En el medio de Nielsen, a las siete horas.. Trazas. 

Los anteriores datos analíticos, en unión de los de volúmenes de 
líquido de las muestras, permiten registrar balances de las riquezas de 
ácido nicotínico en las células y en el líquido, durante el cultivo. 

Cuadro 3.°—Balance de la riqueza en ácido nicotínico contenido en 
laa células de levadura (C. pulcherrima, var. llquefa-
tien^) durante el cultivo en medio sintético. 

Inmedia tamente después 
de la siembra . .1 

A las tres horas después de 
la siembra 

A las cinco horas después de 
la siembra 

A las siete horas después de 
la siembra 

Suma de las riquezas de 
ácido nicotínico en las 
levaduras centrifugadas, 
de las muestras 

Gramos de levadura 
seca (a loo») 

En las muestras 

» 

» 

» 

0,936 

» 

En total 

2.110 

» 

2.634 

» 

Miligramos de ácido 
nicotínico en las levaduras 

En las muestras 

0,078 

•̂  0,093 

0,135 

0,306 

En total 

0,212 

» 

» 

» 
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Cuadro 4.°—Balance de las riquezas en ácido nicotínico contenido en 
el medio líquido centrifugado a diferentes horas, du
rante el cultivo de C. pulcherrima, var, liquefaciens. 

Inic ia l , i n m e d i a t a m e n t e 
después de la siembra.... 

A las tres horas después de 
la siembra 

A las cinco horas después 
de la siembra . . . 

A las siete horas después de 
la siembra 

Suma de las riquezas de áci
do nicotínico extraído 
del cultivo, con el líquido 

Volumen de la muestra. 

Centímetros cúbicos 

1.100 (en total) 

350 » 

' 350 » 

386 (evaporación, 
14 c. c.) 

Gammas de ácido 

nicotínico en la muestra 

Trazas 

23 

19 
..-

Trazas 

42 

Cuadro 5.°—Balance final del ácido nicotínico, inicial y hallado en 
las muestras, en las levaduras (C. pulcherrima, var. li-
quefaciens) y en el medio líquido. 

Fijado en las levaduras 
En el líquido de las muestras 

TOTALES 

Miligramos de ácido nicotínico 

Iniciales 

0,212 
0 

0,212 

Recogidos en las muestras 
(sumas) 

0,306 
0,042 

0,348 
* '-^ r - f r • - - ^ - - - ^ - I 

DIFERENCIA A FAVOR DE LA S Í N T E S I S . . . . . . . . 0,136 

Es evidente que esta diferencia no representa en realidad la síntesis 
total del ácido nicotínico a r final del cultivo, ya que, al extraer las 
muestras, hacemos imposible la metabolización de la parte del citado 
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ácido Contenido en las muestras precedentes y la eventual síntesis por 
las células que separamos. En cambio la.cifra que registramos es ple
namente demostrativa de la existencia del proceso sintetizante, objeto 
de la investigación. 

Un balance más detallado, por fases del cultivo entre las tomas de 
dos muestras sucesivas, nos dará una idea más concreta de dicho pro
ceso y del metabolismo de la niacina en este caso. 

Para el balance nos creemos autorizados a suponer, sin error sen
sible, que el ritnio de la evaporación se mantuvo constante durante el 
cultivo con inyección de aire, a razón de 2 c. c. por hora, y que el 
volumen ocupado por las levaduras no influye de modo notable en los 
resultados, no sólo por su relativa pequenez sino, también, por que 
afecta en los cálculos a numeradores y denominadores. 

Todas las cifras finales las referimos al ácido nicotinico fijado, al 
fin de cada fase, en las células que hubieran existido en el cultivo si 
no se hubiesen tomado muestras y al cedido al total del líquido, te
niendo en cuenta el agua evaporada en cada momento. 

De este modo podemos establecer que las cantidades totales de 
acida, nicotinico fijado en las levaduras fueron; 

Inmediatamente después de la siembra 0,212 miligramos 

1.100 — 3 x 2 
A las 3 horas. 0,078 x = 0,244 » 

350 

1.100 — 5 x 2 
A las 5 horas 0,093 x = 0,287 

350 

1.100—7 X 2 
A las 7 horas 0,135 x = 0,380 

400 — 7 X 2 

A estas cifras habrá que sumar las cantidades de ácido nicotinico 
que, en los momentos en que se tomaron muestras, hubieran sido ce
didas y existieran en el líquido de cultivo, que fueron: . 

Inmediatamente después de la siembra 0,000 miligramos 

1.100—3 X 2 
A las 3 horas 0,023 x =0 ,072 » 

350 
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1.100 — 5 X 2 
A las 5 h o r a s . . . . . . 0,019 x = 0,059 milígs. 

350 

A las 7 horas Trazas. 

Las sumas de niacina en levaduras + líquido de cultivo (ácido ni
cotínico total) fueron, por tanto; 

Inmediatamente después de la siembra.. 0,212 miligramos 
A las 3 horas 0,316 
A las 5 horas. ?. 0,346 
A las 7 horas 0,380 

En todo el curso del proceso las diferencias entre síntesis y catabo
lismo del ácido nicotínico acusan incremento, más acusado en las cifras 
globales durante las tres primeras horas, y, en las representativas de 
la niacina fijada en las células, en las dos últimas. 

La diferencia entre síntesis y catabolismo del ácido nicotínico, a fauor 
de la primera, fué de 0,168 miligramos, 

2.^ Experiencia, con Torulopsis útilis, var. magna. Siembra pro
cedente de cultivo sobre agua de malta. 

La levadura, conservada como siempre en estrías sobre agar-malta, 
es multiplicada, con fuerte inyección de aire nebulizado, durante vein
ticuatro horas, en agua de malta. La cosecha, centrifugada, es cultivada 
en el mismo medio y en idénticas condiciones, y esta segunda cose
cha de levaduras jóvenes es centrifugada, lavada por dos veces (rápi
damente) con agua destilada estéril y fría (a 0°), y de ella se toma la 
levadura-siembra para el cultivo principal, que se realiza sobre el 
medio sintético de Niels Nielsen a razón de 9,038 gramos de levadura 
fresca (con 21,10 por 100 de materia seca, a 100°) por cada litro de 
líquido (datos determiiíados sobre una alícuota del medio sembrado). 

El cultivo es conducido de idéntico modo que hemos descrito para 
la 1.^ Experiencia, extrayendo muestras a las dos horas (350 c. c ) , a 
las seis horas (300 c. c.) y a las ocho horas (el resto del medio, 350 c. c , 
menos el volumen evaporado), después de la siembra y comienzo de 
la inyección de aire. 

Los resultados obtenidos fueron los siguientes: 
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Cuadro 5.°—Acido nicotínico en las células de levadura. 

Milíeramos de aci
do nicotínico en 
cada loo gramos 

de levadura seca 
(a 100°) 

En la levadura sembrada 57,70 
En la levadura recogida después de dos horas de 

aireación . 35,35 
En la levadura recogida después de seis horas de 

aireación 19,00 
En la levadura recogida después de ocho horas de 

aireación 25,82 

Cuadro 6.*̂  Acido nicotínico en el medio de cultivo. 

Gammas de ácido 
nicotínico por 

cada loo c. c. de 
líquido 

En el medio de Nielsen, antes de la siembra. 
En el medio de Nielsen, a las dos horas.. . . . 
En el medio de Nielsen, a las seis horas 
En el medio de Nielsen, a las ocho horas.. . . 

O 
Trazas 
Trazas 
Trazas 

Se aprecia qué ritmo de la metabolización del ácido nicotínico es 
igual o superior al de la cesión de dicho ácido, por las levaduras, al 
medio de cultivo. 

Cuadro 1.^ . Balance final del ácido ^nicotínico inicial y hallado en 
las muestras (en este caso jijado en Las levaduras, exclusivamente). 

Inmediatamente después de la 
siembra 

A las tres horas después de la 
^ siembra. 
A las seis horas después de la 

siembra 
A las ocho horas después de la 

siembra 

En la suma de las muestras.. 

Gramos de levadura 

En cada i ^ , 
m u e s t r a I En [total 

0,868 

0,938 

1,300 

3,106 

1,907 

4,219 

Miligramos de ácido 
nicotínico 

En cada 
m u e s t r a 

0,307 

0,178 

0,336 

0,821 

1,100 
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A juzgar por los resultados globales, no se aprecia síntesis de ácido 
nicotínico, pero parece que debió haberla, al menos éntrela 6.^ y la 7.^ 
hora, puesto que en este intervalo, y sin posible fijación de niacina 
(ya que no hubo cesión apreciable de ella al líquido), las levaduras in
crementaron a la vez el peso de su materia seca y su riqueza en ácido 
nicotínico. 

Un balance análogo al que realizamos para la 1.^ Experiencia nos dá: 

Acido nicotínico fijado en las levaduras que hubieran exisiido en el 
cultivo si no hubiésemos tomado muestras; 

Inmediatamente después de la siembra 1.100 miligramos 

1.100—3 X 2 
A las 3 horas 0,307 x = 0.959 * 

350 

1.100 — 6 X 2 
A las 6 horas 0,178 x = 0,651 ^ 

300 

1.100—8 X 2 
A las 8 horas 0,335 X = 1,087 * 

350 — 8 X 2 

Como en este caso parecen equilibrados el proceso de metaboliza-
ción del ácido nicotínico y el de cesión de dicho ácido al medio de 
cultivo, en ningún momento acusa este último riqueza sensible en nia
cina y las cifras anteriores reflejan también la riqueza total, suma de 
las contenidas en las levaduras y en el líquido. 

En conjunto, la síntesis y la metabolización del ácido nicotínico 
están en esta experiencia equilibradas, pero se comprueba la existencia 
de proceso sintético en las últimas dos horas del cultivo. 

3.^ Experiencia, con Torulopsis uiilis var. magna.—Siembra proce
dente de cultivo sobre medio sintético de Niels Nielsen. 

Operamos en esta tercera experiencia con técnica absolutamente 
igual a la seguida en la primera, más.arriba detallada, es decir que pre
paramos y multiplicamos la levadura para siembra a partir de la estría 
sobre agar-malta, mediante dos pases sucesivos, cada uno de ellos de 



88 JUAN MARCILLA Y PILAR AZNAR 

cuarenta y ocho horas de duración, sobre medio de N. Nielsen, con 
fuerte y continuada inyección de aire. La levadura centrifugada del 
último cultivo es lavada cbn agua estéril, fría, e inmediatamente es 
sembrada para el cultivo principal, en el mismo medio de Nielsen, del 
cual separamos una parte alícuota para las determinaciones iniciales, 
quedando un litro para la experiencia. 

Comenzada la aireación, se toman 'muestras a las tres horas (360 
centímetros cúbicos); a las cinco horas y media, (350 c. c.) y a las 
siete horas y media (el resto del cultivo, 290 c. c , menos la parte que 
se evaporó). En cada muestra se centrifuga la levadura, que es lavada 
rápidamente, dos veces, con agua destilada estéril y fría y se procede 
a determinar la materia seca y la riqueza de las levaduras en ácido 
nicotínico, así como tanabién esta última riqueza en los líquidos de
cantados. 

Resumimos a contihuación, en Cuadros, los resultados registrados. 

Cuadro 8.°—Acido nicotínico en las células. 

Miligramos de aci
do nicotínico con

tenidos en cada 
loo gramos de le

vadura seca 
,. • ( a 100°) 

En la levadura sembrada 19,36 
En lá levadura recogida después de tres horas de 

aireación 11,57 
En la levadura recogida después de cinco horas y 

media de aireación 5,85 
En la levadura recogida después de siete horas y 

media de aireación.. 6,76 

Cuadro 9.°—Acido nicotínico en el medio de cultivo. 

Gammas de ácido 
nicotínico en loo 

c. c. de líquido 

En el medio de Nielsen, antes de la siembra 
En el medio de Nielsen, a las tres horas 
En el medio de Nielsen, a las cinco horas y media. . 
En el medio de Nielsen, a las siete horas y media. . . 

O 
O 

10 
25 

Los datos anteriores, en unión de los concernientes a la materia 
seca de las levaduras cosechadas en cada muestra y de los volúmenes 
de líquido de las últimas, permiten establecer los sigaientes balances: 
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Cuadro 10.°—Balance de la riqueza en ácido nicotínico contenido en 
las células de levadura (T. utilis, var. magna) du
rante el cultivo en medio sintético. 

Inmediatamente después de la 
siembra 

A las tres horas 
A las cinco horas y media 

Sumas de las cantidades ex
traídas con las m u e s t r a s . . . 

1 Gramo de levadura seca 
(a ioo°) 

En cada 
m u e s t r a 

0,847 
0,855 
0,873 

2,575 

En total 

2,428 

3,102 

Miligramos de ácido nicotinico 
en las levaduras 

En cada 
m u e s t r a 

0,098 
0,050 
0,059 

0,207 

En total 

0,470 

Cuadro 11.°—Balance de la riqueza en ácido nicotínico contenido en 
el medio líquido, centrifugado a diferentes horas, du
rante el cultivo de T, utilis, var. magna. 

Inicial, inmediatamente des
pués de la siembra 

A las tres horas después de la 
siembra 

A las cinco horas y media des
pués de la siembra 

A las siete horas y media des
pués de la siembra 

Suma de las riquezas de ácido 
nicotínico extraído con los 
líquidos de las muestras. . . . 

1 Volumen de la muestra. 
Centímetros cúbicos 

En cada 
m u e s t r a 

360 

350 

278 (eva
poración 
12 c. c.) 

Én total 

1.100 

Gammas de ácido nicotínico 

En cada 
m u e s t r a 

0 

35 

72 

107 

En total 

0 
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Cuadro 12.^—Balance final del ácido nicotinico inicial y hallado en 
las muestras, en las levaduras (T. utilis var, magna) 
y en el medio líquido. 

Fijado en ]as levaduras 
En el líquido de las muestras 

Totales 

Pérdidas: ácido nicotinico metabolizado 

Miligramos de ácido nicotinico 

Iniciales 

0,470 
0 

0,470 

Recogido en las 
muestras (sumas) 

0,207 
0,107 

0,314 

0,156 

La pérdida de ácido nicotinico, por catabolización, es en este caso 
considerable, pero, antes de decidir si hubo o no síntesis biológica de 
dicho ácido en alguna fase del cultivo, es preciso efectuar un balance 
parcial análogo al realizado para la^ dos experiencias anteriores. El 
ácido nicotinico fijado en las levaduras fué; 

Inmediatamente después de la siembra 0,47,0 miligramos 
1.000 — 3 X 1,6 

A las tres horas 0,098 x — = P,271 » 
360 

A las cinco horas y i . 0 0 0 - 5 , 5 x 1,6 
media . . . 0,050 x == 0,142 » 

350 

A las s i e t e h o r a s y 1 . 0 0 0 - 7 , 5 x 1,6 
media 0,059 x = 0 , 2 1 0 » 

290 — 7,5 X 1,6 

El ácido nicotinico cedido y no destruido en el medio de cultivo, 
hubiera sido: 

Inmediatamente después de la siembra 0,000 miligramos 
A las tres horas 0,000 » 

A las cinco horas y 1 . 0 0 0 - 5 , 5 x 1,6 
media 0,035 x — = 0,096 » 

360 

A las s ie te ho ras y 1 . 0 0 0 - 7 , 5 x 1,6 
media 0,072 X = 0,256 » 

290 — 7,5 X 1,6 
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Y, finalmente, las sumas de las cifras correspondientes nos dan las 
cantidades totales de ácido nicotínico en el cultivo (levaduras + lí
quido): 

Inmediatamente después de la siembra 0,470 miligramos 
A las tres horas 0,271 » 
A las cinco horas y media . / 0,238 » 
A las siete horas y media 0,466 » 

Como en la experiencia anterior (sobre el mismo medio de cultivo 
y con siembra de la misma levadura, pero procedente entonces de cul
tivo sobre malta), si comparamos riquezas de acido nicotínico iniciales 
y finales hallamos equilibrio entre síntesis y catabolismo de dicho ácido, 

• con análogas características de predominio intenso del último en las 
primeras horas y evidente síntesis durante las dos últimas. 

DISCUSIÓN DE LOS RESULTADOS, Y CONCLUSIONES 

En primer término, es interesante hacer constar la diferencia de 
proliferación en el medio Nielsen según que la levadura sembrada 
(siempre previamente lavada por dos veces con agua destilada) pro
ceda de cultivo sobre malta o de cultivo reiterado sobre el mismo medio 
sintético. 

Materia seca de levadura recogida 
En el último caso el factor F = 

Materia seca de levadura sembrada 
fué igual, para la Torulopsis utilis, a 1,277, mientras que en el mismo 
tiempo, aproximadamente, llegó a 2,212 cuando la levadura sembrada 
procedía directamente de cultivo sobre agua de malta. También, con 
el último tipo de la siembra, las cantidades de ácido nicotínico conte
nido en las levaduras-siembra y en las cosechas son notablemence más 
elevadas. 

Si, para la Candida pulcherrima var. Zigue/aciens,comparamos las 
cifras obtenidas en la primera de las experiencias descritas en la pre
sente comunicación (levadura-siembra obtenida sobre medio sintético) 
con las que se obtuvieron ^n experiencias anteriores, alguna de ellas 
reseñada en trabajos precedentes (2) y otras inéditas, se obseryan he
chos análogos, con la diferencia de que en medio sintético, con aireación, 
son siempre crecientes las riquezas de ácido nicotínico por unidad de 
materia seca de las levaduras. Como siempre, estas riquezas decrecen 
rápidamente por metabolización de la niacina cuando las células se 
hallan en condiciones de más o menos acentuada anaerobiosis. 
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En cuanto a la facultad de síntesis del ácido nicotínico por las dos 
levaduras estudiadas, se advierten diferencias sensibles. 

Las células de C. pulcherrima, var. liquefaciens (al menos aquellas 
cuya riqueza en ácido nieótínico es inicialmente pequeña) sintetizan 
tan activamente la niacina desde el comienzo del cultivo en medio de 
Nielsen que, no obstante los procesos de metabolización regresiva del 
ácido y de cesión de parte del mismo al líquido, son crecientes las can
tidades fijadas en la masa de levadura, con ritmo más rápido en las 
primeras horas, según una curva má-s o menos aproximadamente lo
garítmica. 

En los cultivos de T. utilis var. magna, el poder de síntesis del ácido 
nicotínico, en medio Nielsen, es nulo o muy escaso durante las cinco 
o las seis primeras horas, durante las cuales es particularmente intensa 
la destrucción metabólica del microfactor, hasta el punto de que no 
se acusa cesión de él al líquido, a pesar de que la proporción de niacina 
fijada en las células desciende mucho. Sólo a partir de la quinta o de la 
sexta hora se inicia una síntesis de ácido nicotínico, probablemente una 
resíntesis a partir de materiales complejos, procedentes de autolisis de 
algunas células. % 

Parece, pues, que la estirpe de Candida pulcherrima que estudia
mos posée la facultad de sintetizar el ácido nicotínico a partir de sus
tancias muy sencillas y que, por el contrario, la T. utilis YSLT. magna, 
sólo posée esta facultad en presencias de sustancias más complejas, 
preexistentes o formadas durante la autolisis de algunas de las células 
de levaduras. 

Estos y otros extremos deben ser confirmados en experiencias, ya 
iniciadas, de cultivos sobre medios sintéticos más complejos, en los 
que no falten todos los microfactores minerales seguramente indispen
sables, o, sistemáticamente, falten alguno o algunos de ellos, que*pu
dieran actuar como catalizadores del proceso de síntesis. 

R E S U M E N 

Los autores estudian la facultad de sintetizar el ácido nicotínico, 
que poseen, en condiciones de intensa aerobiosis, las levaduras alimen
ticias (food-yeasts) Candida pulcherrima nov. var. liquefaciens (Mar-
cilla y Feduchy) y Torulopsis utilis var. magna de Thaysen, cultivadas, 
cou inyección de aire, en medio glucosado con sales minerales, según 
Niels Nielsen. 

En unas experiencias, la levadura para la siembra procedía de cul
tivo sobre malta y en otras de cultivo sobre el mismo medio de Niels 
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Nielsen: en ambos casos las levaduras fueron lavadas dos veces con 
agua destilada, estéril y fría, antes de la siembra en el cultivo principal. 

La Candida pulcherrima var. liquefaciens sintetiza el ácido nicotí-
nico desde el primer momento (siempre que las levaduras sembradas 
sean pobres en el citado microfactor) y —no obstante la coincidencia 
de los procesos de cesión de ácido nicotínico al medio de cultivo y de 
metabolización del mismo ácido— el porcentaje y la cantidad global 
del ácido nicotínico fijado por las células aumenta, rápidamente en 
las primeras horas y más lentamente después. 

hsi'^Torulopsis utilis var. magna metaboliza, por el contrario, inten
samente el ácido nicotínico contenido en la levadura durante las prime
ras cinco o seis horas y sólo inicia una síntesis del citado microfactor 
en las últimas horas del cultivo, cuando, probablemente, se ha produ
cido autolisis en un cierto número de células. Parece, por tanto, que 
en este caso es precisa, para la síntesis, la presencia de sustancias 
orgánicas relativamente complejas, pre-existentes en el medio de cul
tivo o cedidas a él por la misma levadura, en proceso de autolisis. 

Cuando las levaduras sembradas proceden de cultivo sobre malta, 
son más cuantiosas las cosechas y más elevados los porcentajes de 
ácido nicotínico contenido en las levaduras sembradas y en las cose
chadas, pero no hay variación fundamental en las faciès del proceso. 

Se siguen actualmente experiencias con la finalidad de estudiar la 
posible influencia de diversos microfactores minerales sobre el proceso 
de síntesis del ácido nicotínico por levaduras alimenticias (food-yeasts). 

S U M M A R Y 

The authors have studied the ability to synthesize nicotinic acid 
possessed by food-yeasts Candida pulcherrima nov. var. liquefaciens 
(Marcilla and Feduchy) and Torulopsis utilis var. magna of Thaysen 
in conditions of intense aerobiosis, cultivated with injection of air, in 
a glucose medium with mineral salts, according to Niels Nielsen. 

In some tests the yeast to be sown was obtained from cultures on 
malt, and in others from the synthetic medium Niels Nielsen : in both 
cases the yeasts were washed twice with cold esterile distilled water, 
before being sown on the principal culture. 

Candida pulcherrima var. liquefaciens synthesizes nicotinic acid from 
the start (provided the yeasts sown are. poor in the microfactor men
tioned) and -— in spite of the simultaneous processes of cession of nico
tinic acid to the culture medium and of the metabolization of the 
acid — the percentage and total amount of nicotinic acid fixed by the 
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cells increase rapidly during the first few hours and more slowly la
ter on. 

Torulopsis utilis var. magna, on the other hand, metabolizes inten
sely the nicotinic acid contained in the yeasts during the first 5 or 
6 hours and only initiates a synthesis of the microfactor during the 
last hours of the culture, when autolysis has probably occurred in a 
certain number of cells. In this case therefore the synthesis appears 
to require the presence of fairly complex organic substances already 
existent in the culture medium or given up to it in the process of auto
lysis by the yeast itself. 

When the yeasts sown are obtained from culture on malt, the 
yields are more plentiful and the percentage of nicotinic acid contained 
in the yeasts sown and collected are higher, but there is no fundamen
tal variation in the fades of the process. 

Experiments are being conducted for the purpose of studying the 
possible influence of various mineral microfactors on the process of 
synthesis of nicotinic acid by food-yeasts. 
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INSTITUTO DE MICROBIOLOGÍA GENERAL Y APLICADA 
SECCIÓN DE BACTERIOLOGÍA 

SOBRE LA COLONIA GELATINOSA DEL 
«PSEUDOMONAS AERUGINOSA» 

A . Sacias 

En el número 3 del vol. 58, año 1949, del Journal of Bacteriology, 
aparece un trabajo de Frances J. Danz y Edwin W. Schultz, del de
partamento de Bacteriología y Patología experimental de la Escuela 
de Medicina de la Stanford University, Stanford, California; este 
trabajo lleva por título: «Gelatinous variants of Pseudomonas aeru
ginosa». 

Comienza así: «Es sabido que el Pseudomonas aeruginosa presenta 
una considerable variación en la forma de sus colonias y en sus pro
piedades fisiológicas, incluyendo la producción de pigmento. Gaby 
(1946) ha hecho recientemente aportaciones de bioquímica y otras 
observaciones sobre ciertas «basic colony types». Sonneschein (1927), 
así como Schwartz y Lazarus (1947), han descrito variantes mucoides 
del P. aeruginosa; Piala (1941) describió el aspecto de colonias «ru
gosas» cuando el organismo crecía en medio glicerinado. Ninguna 
de tales variaciones de colonias hasta aquí descritas corresponden, 
sin embargo, a la variante gelatinosa a que aquí nos referimos.» 

Nos interesa hacer constar que nosotros en 1946 en el trabajo 
titulado: «Un ciclo vital en el Pseudomonas aeruginosa», publicado 
en los Anales del Instituto Español de Edafología, Ecología y Fisiolo
gía vegetal, tomo V, vol. II, noviembre de 1946, describimos ya tal 
tipo de colonia sin lugar a dudas. A este nuevo tipo de colonia, es más, 
le denominamos también colonia gelatinosa, como puede verse en el 
segundo párrafo de la primera página y en las siguientes. Decíamos: 
«Hemos estudiado ahora la manera de obtener este tipo de colonia, 
llevado a un grado extremo tal, que da un nuevo tipo morfológico 
que llamamos colonia gelatinosa,^ 
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La descripción de estas colonias que hicimos entonces es como 
sigue: 

«Su génesis y morfología sobre el medio dicho es completamente 
distinta de todas las demás colonias descritas. A las veinticuatro 
horas de la resiembra de una de estas colonias nacidas, como hemos 
indicado en el medio citado, puede suceder que aparezcan colonias 
de tipo corriente mezcladas con las de tipo G. Las primeras, a medida 
que va envejeciendo el cultivo, se van conviertiendo casi todas en tipo 
gelatinoso, lo que se consigue en casi su totalidad a los cinco o seis 
días. Puede suceder que a las veinticuatro horas de la resiembra no 
haya más que colonias de tipo G; pero esto, por lo regular, no sucede 
más que al cabo de muchas resiembras de colonias G seleccionadas. 

El tipo de cultivo en estría no se parece en nada con el que da el 
tipo de colonia R o S en agar común o en este mismo medio sin selec
cionar. Llega a ser tan grande la exuberancia de crecimiento de las 
colonias—bien aisladas en placa de Petri—, que pueden 'llegar a 
medir un centímetro de diámetro y dan la sensación de que se t ra ta 
de un crecimiento indefinido que sólo se para cuando el medio se seca; 
pero no por agotamiento de nutrimento o por exceso de sustancias 
catabólicas en el medio, como sucede en las demás colonias* del pió-
ciánico. Sensación que está más manifiesta sí sembramos en estría 
en tubo con medio inclinado y lo tapamos además con tapón de goma,, 
a fin de que no se deseque, ya que entonces se puede ver que a través 
de los días el cultivo llega a crecer por los bordes del medio pegándose 
a la pared del tubo, o sea, al vidrio desprovisto de medio de cultivo, 
y por él avanza cierto trecho que puede llegar a ser de medio centí
metro. 

El aspecto de estas colonias es como de gelatina sólida o de una 
materia como de vidrio fundido; pero a medida que envejece va apa
reciendo en el centro de la colonia un punto o nodulo no transparente 
y de un color blanco lechoso tirando a gris. Este nodulo va ganando 
poco a poco toda la materia transparente de la colonia, que en un 
principio le rodea, y llega casi hasta el mismo borde. A los quince 
días ésta tiene el aspecto de una colonia grande, blanco grisácea, no 
transparente. Desde un principio su superficie es lisa y brillante, as
pecto que no suele perder a través de su crecimiento. Presentan estas 
colonias, a medida que crecen, círculos más o menos concéntricos y 
de altura distinta, que le dan a la superficie un aspecto ondulada como 
si estuviese arrugada.» 

La descripción que dan los autores citados es como sigue: 
«Sobre medio Sabouraud glicerinado las colonias son tenaces y 

como gelatina moldeada y pueden ser separadas del medio intactas. 
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Las colonias gelatinosas continúan su crecimiento mucho más tiempo 
que las colonias ordinarias y con frecuencia tienen un tamaño extraor
dinario; en dos o tres semanas es frecuente que lleguen a tener un cen
tímetro de diámetro y más de medio de alto. Ciertas de estas colonias 
llegan a crecer tanto que tocan el fondo de una placa de Petri inver
tida. En éstas las colonias llegan a tener un centímetro de diámetro 
en la base por dos a tres milímetros en la cúspide. Muchas otras, sin 
embargo, son más redondas o en forma de cúpula y presentan irregu
laridades en la superficie que dan la sensación de cuerdas del material 
gelatinoso que atraviesan la colonia. Las colonias gelatinosas obser
vadas inicialmente son lisas y como cuentas de rosario brillantes, 
pero las resiembras ulteriores contienen más colonias del tipo gela
tinoso «rugoso»; sin embargo, algunas revierten al tipo liso. 

Las colonias gelatinosas no se reproducen como tales variantes 
cuando son sembradas sobre agar nutricio común.» 

Como es fácil deducir del parangón la coincidencia de las descrip
ciones es manifiesta. Si no fuese bastante, las fotografías que acompa
ñan al trabajo no dejan lugar a duda de que se t rata del mismo tipo 
de colonia. 

En este trabajo se hace referencia a un estudio de uno solo de los 
autores: Schultz, E; este otro trabajo lleva por título: <<A gelatinous 
variant of Pseudomonos aeruginosa»; fué publicado en Proc. Soc. 
Exptl. BioL Med., 65, 1947. No hemos podido leer este trabajo, pero 
su fecha de 1947 es también posterior a la publicación del nuestro. 
En consecuencia, recabamos la prioridad del descubrimiento. 

:5í ^ ^ 

En el trabajo de los dos autores hay varios puntos que no han 
podido resolver y que en el nuestro ya quedaron solucionados. 

Dicen los autores: «Muestras stock de P. aeruginosa comprobadas 
para las variantes gelatinosas. La colección de muestras de P. aerugi
nosa en este laboratorio ha sido resembrada durante varios años sobre 
agar glicerina. Las cepas eran examinadas de tarde en tarde, para ver 
si daban las variantes gelatinosas, mediante siembra sobre medio GSM 
—glicerinated Sabouraud's medium—. Los resultados fueron uni
formemente negativos, hasta que recientemente en uno de los cultivos 
de una de estas muestras sobre agar glicerinado dio una pequeña colo
nia gelatinosa. Mediante su resiembra sobre GSM y agar glicerinado 
se consiguieron colonias gelatinosas rugosas con un centro mamelonado 
bien definido. No había colonias de consistencia pastosa en las placas. 
Sin embargo, cuando una de estas colonias era resembrada en caldo 
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sin glicerina y luego en GSM aparecían una serie de colonias pastosas 
con pequeñas colonias gelatinosas», pág. 373. Más adelante en la Dis
cussion—pág. 375—dicen: «Por ahora no sabemos cómo nacen estas 
variantes. Sin embargo podemos especular sobre ello. Sabemos que, 
al menos en nuestro caso, los organismos han persistido en las lesiones 
del paciente durante algunos meses y que tal organismo ha tenido 
acceso a la grasa y es posible a l l glicerina como tal. (Los autores se 
refieren a la cepa de B. piociánicoique ha dado la variación y procedía 
de una herida contaminada.) En tal ambiente el organismo segura
mente aprovechó la oportunidad para hacer uso de esta sustancia. 
Conocemos hoy día que, en presencia de una sustancia determinada, 
los organismos pueden adquirir la habilidad para atacar o utilizar tal 
sustrato (enzimas adaptativas). Tal facilidad puede ser adquirida por 
relativamente pocos organismos de lá población total y, una vez adqui
rida, puede ser retenida por un considerable período de tiempo, espe
cialmente si la oportunidad persiste para ejercer la tal función. Hemos 
visto antes que aunque las formas gelatinosas son en su mayor parte 
estables, hay sin embargo una tendencia a la reversión a formas no 
gelatinosas. Esto es más patente sobre medios que no contienen gli
cerina. Aun bajo estas condiciones, sin embargo, hay una tendencia a 
retener esta propiedad fisiológica, lindante en lo que se puede esperar 
de un verdadero mutante». 

«El hecho de que la variante fuera aislada de otra muestra corriente 
de la colección del laboratorio, sugiere que la propiedad puede ser 
también adquirida por muchas cepas. Esta muestra de la colección 
procede de un aislamiento hecho en 1934 de una infección; pero du
rante los pasados cinco años ha sido resembrada sobre agar .glicerina, 
que favorece a distintas cepas la producción de pigmento. Si la variante 
gelatinosa ha persistido a través de todos estos años desde que la cepa 
fué aislada o si ella surgió como respuesta a su posterior cultivo sobre 
agar-glicerinado, es, desde -luego, imposible de afirmar, pero parece 
posible que la oportunidad de utilizar la glicerina fué un factor para 
la aparición de esta variante.» 

A este respecto nosotros hemos de señalar que en nuestra publica
ción (pág. 477), decíamos: «Conseguimos un medio de cultivo, des
pués de múltiples tanteos que sería prolijo enumerar, que era capaz de 
conservar la colonia mutante y además apto para producirlas cuando 
era sembrado un cultivo corrientf de Ps. aeruginosa, de colonias es
pecialmente de tipo S, en medio agar común.» 

En cuanto a este medio la fórmula que dábamos es: 

«Se toma un kilo de patatas. Se mondan finamente y se trituran. 
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Se llevan a ebullición a fuego lento y con poca cantidad de agua, hasta 
que se haya convertido en puré. Se lleva, una vez esto conseguido, al 
volumen de un litro y se deja hirviendo un cuarto de hora. 

Se filtra y prensa a través de un paño espeso y el jugo que deja es 
adicionado de glicerina neutra, en proporción de un 5 por 100. Se soli-
difica añadiendo agar al dos por cien. 

El pH es de 7 a 6'8 y se puede dejar sin cambiar; en caso de que 
no fuese asi, se lleva a neutralidad.» 

A esta fórmula hay que hacer una corrección muy importante 
para que el medio sea capaz de dar la variación gelatinosa. Se trata de 
que donde dice: «hasta que se haya convertido en puré»; ha de decir: 
«hasta que se vaya a convertir en puré». O sea que hay que hervir sin 
llegar a que se deshagan los trozos de patata. Esta observación es de 
tal importancia que implica que se produzca o no en el medio la va
riación. 

En nuestro trabajo decimos: «Este tipo de colonia gelatinosa apa
rece esporádicamente en todas las cepas cuando se cultivan en el 
medio antes dicho. A veces algunas cepas son resistentes a darlo y 
entonces es preciso usar un procedimiento especial del que trataremos 
en el capítulo III . En tal medio por continua selección y resiembra 
se llega a tener colonias que dan un cultivo casi puro de tal tipo y en 
tal medio solamente. En el caso de la cepa III , este tipo de colonia 
surge fácilmente, no tan sólo en este medio, sino que en el mismo de 
agar-peptona-glicerina de Gessard.» 

En donde vemos, pues, que la transformación de todas las cepas 
—en total 20—en variante gelatinosa ha sido conseguida por nosotros. 

En nuestra comunicación atribuímos la producción de la variante 
según sigue: «Es de suponer, pues, que es la hemipiocianina el factor 
que interviene en la producción del tipo de colonia gelatinosa, con 
toda su cohorte de fenómenos, la que hemos de identificar o conside
rar muy emparentada con la llamada piorrubina. 

Los medios con glicerina, pero sin caldo de patata, no producen 
este tipo de colonia, y lo mismo sucede con el caldo de patata, que 
por sí solo es incapaz de producirlas. 

Hay, pues, dos factores que intervienen en la aparición de tal 
cambio: uno que radica en el caldo de patata y otro en la glicerina.» 

Exponíamos la posibilidad de que la piocianina o la hemipiocia
nina fuese producida más favorablemente con la glicerina. A la hemi
piocianina atribuímos un papel capital en la producción de la colonia 



100 A. SociAS 

gelatinosa. Ahora bien, en la génesis de la piocianina creíamos inter
venían los factores V y X, lo cual hoy día no consideramos exacto o 
por lo menos que estos factores no son aportados por los ingredientes 
del medio. 

Experiencias posteriores a la publicación, nos demostraron que 
la adición de azúcares diversos al medio de caldo de patata gliceri-
nado inhibía el cultivo de las variantes gelatinosas, y esto nos sirvió 
para explicar el por qué de la no producción de la variante cuando el 
medio se hace a base de puré y sí con sólo el caldo de patata. 

También vimos que la sustitución de la glicerina por un poli o 
monosacarido (exosa) nunca permite la producción de las colonias 
gelatinosas. 

La sustitución del caldo de patata por una solución de sales: 

Fosfato dipotásico 1 g. 
Sulfato magnésico 0,2 g. 
Sulfato ferroso 0,02 g. 
Glicerina , 50 c. c. 
Peptona . . . . . . . . ' . 20 g 
Agua 1.000 c. c. 

O sea añadiendo al medio de Gessard unas sales hemos conseguido 
que el medio se vuelva apto al menos para conservar el tipo de colonia 
gelatinosa en las resiembras. Además si en este medio a pH 6 sembra
mos las cepas de piociánico y luego de haber crecido a las cuarenta y 
ocho horas la resembramos en medio caldo de patata-glicerina-agar 
se consigue ya en las primeras resiembras la variación gelatinosa. 
De aquí consideremos que las sales sean uno de los factores de interés 
que se encuentran en el caldo de patata . 

El papel de las sales en la producción de los pigmentos del Ps. aeru
ginosa lo estudiamos en nuestra publicación citada. Por tanto puede 
ser que las sales influyan en la producción de la variante por favorecer 
la formación de piorrubina. 

^ * ^ 

Por otra parte los autores citados dicen en la pág. 372: 
«Características mor jola gicas de las células bacterianas. Las células 

de los clones gelatinosos son morfológicamente no distinguibles de 
las de los clones, no gelatinosos. Habíamos pensado que el material 
gelatinoso podía estar bajo la forma de cápsulas. Se hicieron pruebas 
para demostrar las cápsulas en las variantes gelatinosas de distintas 
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edades, bien en medio líquido, bien ne medio sólido, ya con glicerina 
o ya sin ella. Sólo en ciertas ocasiones pudieron ser vistas. Usamos los 
métodos de tinción negativa empleando el rojo Congo y el alcohol 
ácido, la tinción de cápsulas de Hiss, el método de Antoony mediante 
leche descremada como fondo. Por tanto la habilidad de producir 
cápsulas debe considerarse variable o difícil de establecer con certeza.» 

En nuestra publicación dedicamos todo el capítulo IV al estudio 
de la morfología de los microorganismos que constituyen la colonia 
gelatinosa y especialmente mediante la coloración de frotis de las 
mismas a base del colorante de May-Grunwald y de Giemsa, decía
mos: «Con la coloración dicha pudimos observar que gran parte de la 
materia amorfa se resolvía en filamentos, lo que se hace ostensible 
tan solo en ciertos campos de la preparación; en los demás sigue a modo 
de un magma más o menos granuloso. Estos filamentos, muchas veces, 
cuando están entremezclados y embebidos en el magma, aparecen como 
formas espirales y es difícil encontrar algún campo donde se pueda dar 
esta forma aislada. Cuando no tienen esta forma y aparecen como fila
mentos tenuísimos, tienen el aspecto de unared. Entre e stos filamentos 
hay gran número de granulaciones. En algún campo tan sólo pueden 
verse estas granulaciones, sin ningún otro elemento amorfo.» 

Más adelante decimos: «En las colonias G (gelatina) aparecen las 
formas gigantes a modo de cápsulas, pero que por su posterior evolu
ción parecen no serlo, ya que en una próxima fase dan lugar a unos 
sacos membranosos, repletos de bacilos finos y largos, o de granula
ciones.» 

Presentamos en tal trabajo 28 figuras, donde puede verse la varie
dad de formas microbianas que en estas colonias se observan, y en las 
microfotografías ÍX y X pueden verse las cápsulas de manera que 
no cabe lugar a duda, y advertimos que tales cápsulas se observan 
bien en las colonias pre-gelatinosas de tipo mucoso o en las gelatinosas 
en las primeras horas de su formación y en el primer cultivo. 

En la página 490, decimos: «Una fase intermedia con las colonias 
normales del Ps. Aeruginosa y la colonia gelatinosa es una colonia 
de tipo mucoso. Y como las descritas de esta consistencia en otras 
bacterias tiene una consistencia de moco filante y a modo de goma. 

Estas colonias mucosas se caracterizan porque si hacemos una 
extensión y la observamos al microscopio a gran aumento, suelen 
presentarse formas alargadas del Ps. aeruginosa, y además con en
sanchamientos, que le dan una apariencia del todo distinta de la que 
tienen en los cultivos ordinarios. Es sabido que una de las caracterís
ticas que suelen presentar casi todas las bacterias que se presentan 
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en la fase mucosa, es la de tener una cápsula; en el caso del Ps. aeru
ginosa en colonia mucosa también se presenta.» 

«En este tipo de cultivo—el gelatinoso—se puede observar al 
microscopio que está integrado por bacilos con una a modo de cáp
sula de un tamaño enorme, si la comparamos con la que se presenta 
en las colonias de tipo mucoso. Pueden llegar a tener un diámetro 
de 15 a 20 mieras y en su centro se encuentra el bacilo transformado 
en la mayoría de los, casos en un diplococo de elementos arriñonados 
y que sigue siendo gram negativo. Son los cuerpos globoides. (La des
cripción de estos cuerpos está en la página 480, y es como sigue.) En 
la colonia G se ven microorganismos de los tipos antes descritos, abun
dando los capsulados; pero aquí ocurre que aparecen unos cuerpos 
globoides más o menos redondos y de un tamaño que oscila entre 
diez y quince mieras de diámetro, gram negativos, y que en la mayoría 
de las veces tienen la apariencia de una masa amorfa sin estructura 
interior alguna. En otros casos, en medio de esta masa, se ven uno o 
dos diplococos o cocobacilos con cápsula y colocados, al parecer, en 
su interior. A medida que crece el cultivo y se envejece van apareciendo 
en el interior de estos cuerpos una serie de bacilos que suelen ser más 
alargados que los. Ps. corrientes y además de un diámetro más estre
cho; suelen presentar granulaciones que le dan el aspecto de bandas 
teñidas fuertemente y sin teñir. El cuerpo globoso parece como si 
quedase reducido a una especie de tnenue membrana que a modo de 
saco recubriese estos bacilos.» 

«Llama poderosamente la atención que la preparación da la sensa
ción de que todas las .formas antes dichas se encuentran como embebidas 
en un magma o sustancia amorfa, al menos al microscopio ordinario 
—en este caso un objetivo Zeiss, 120 X, a. n. 1,30—. Esta sustancia 
no se tiñe o lo hace con dificultad. Su contenido abunda en granula
ciones finísimas, pero que se tiñen más fuertemente por los coloran
tes. En ciertos casos puede verse, atravesando el campo donde se en
cuentra este material amorfo, figuras como espirilos gigantes de todos 
tamaños. Están como aprisionados en tal magma, y sólo por un azar 
se consigue aislarlos del mismo, como puede verse en una de nuestras 
microfotografías, y entonces toman el aspecto de grandes espirilos 
con ramas laterales. No cabe duda que la imagen no nos da a conocer 
algo de una estructura más fina que queda bajo tal apariencia.» 

Sobre estas formas espirales hemos de añadir hoy qué tenemos 
nuestras dudas de que sean formas celulares y que correspondan en 
cambio a condensaciones del material gelatinoso. 

«Par último, en ciertos campos podemos observar que toda la an-
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terior morfología no existe y en su lugar hay múltiples granulaciones 
sueltas de un tamaño que se encuentra en los límites resolutivos del 
microscopio. 

Si observamos una preparación hecha a base de colonias del tipo G 
en medio patata-glicerina-suero-agar veremos como casi todo el campo 
está formado por la materia amorfa antes descrita con abundantes 
granulaciones y sin formas bacterianas. 

Por múltiples causas hemos tenido la sensación de que los proce
dimientos que usábamos para la tinción de las colonias G no nos daban 
una imagen fiel de la intima constitución microbiana de las colonias, 
y ello nos llevó a usar la tinción de May Grunwald y Giemsa, así 
como a utilizar el campo oscuro.» 

En la página 494: «Mediante esta técnica se puede observar cómo 
las supuestas grandes cápsulas de las colonias G del piociánico no son 
tales, sino que se resuelven en una especie de sacos réfringentes y en 
su interior se encuentran repletos de bacilos largos—de unas diez 
mieras—, que se tiñen irregularmente tomando un aspecto granuloso, 
que son sumamente finos, lo que es causa de su poca visibilidad y que 
se tiñen de un rosa a violeta pálido. Su número es enorme y su tamaño 
variable, y que suponemos de acuerdo con su desarrollo dentro del 
ciclo vital de su formación. Al lado de este tipo de Ps. quedan otros, 
aunque escasos, que son del tipo normal, con una cápsula más o menos 
aparente.» 

En nuestro estudio comparamos muchas de las formas que se obtie
nen en las colonias S, pre-G y G, a las descritas en el Streptococcus 
Moniliformis de la Pleuropneumonia bovis. Como consecuencia de 
estas formas y de tal semejanza suponíamos un ciclo vital del Ps. aeru
ginosa hacia formas submicroscópicas. 

Intimamente relacionado con estas transformaciones está la pro
ducción del fenómeno lítico conocido por pseudobaderiofagia del pio
ciánico. Basta resembrar la colonia gelatinosa en medio agar común 
para que a las veinticuatro horas aparezca un cultivo con grandes 
manchas lísicas de tal tipo. 

Las investigaciones sobre esta variación y los fenómenos con ella 
relacionados prosiguieron unos meses después de nuestra publicación 
citada, y las novedades encontradas han sido descritas en esta nueva 
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contribución. Un tema de más interés para nosotros motivó la suspen
sión de nuestro estudio sobre esta variación en el año 1947, a pesar 
de considerarla de gran interés en la biología microbiana. 

R E S U M E N 

Comentamos un trabajo de Frances J. Danz y Edwin W, Schultz, 
del departamento de Bacteriología y 'Patología experimental de la 

.Escuela de Medicina de la Stanford University, California, aparecido 
en el Journal of Bacteriology, 58, 3, 1949. En este trabajo se hace 
referencia a otro de Schultz, E. W., titulado «A gelatinous variant 
of Pseudomonas aeruginosa», aparecido en Proc. Soc. Expíl. Biol, 
Med., 65, 289-291, 1947; este trabajo no lo hemos podido leer. 

Los autores descubren la variante gelatinosa en el Ps. aeruginosa. 
Esta variante nosotros la descubrimos antes y publicamos su estudio 
en los Anales del Instituto Español de Edafología, Ecología y Fisiología 
vegetal, 5, vol. II, noviembre de 1946, bajo el título: «Un ciclo vital 
çn el Ps. aeruginosa». 

Hacemos un cotejo entre la descripción de los autores citados y 
la nuestra para demostrar que se trata de la misma variación. 

Los autores dicen haber conseguido la transformación solamen+e 
en dos cepas y suponemos podrá conseguirse en todas o la mayoría 
si bien hasta el presente no lo han realizado. Nosotros damos, en la 
publicación citada, un medio que permite en todas las cepas obtener 
la variante gelatinosa. 

Hacemos nuevas observaciones sobre la preparación de este medio 
y la importancia de las sales en la aparición de la variación. Es posible 
que estas sales actúen mediante el favorecimiento de la producción 
de la piorrubina, factor que consideramos de gran importancia para 
determinar la variante. 

Los autores no encuentran en estas colonias células microbianas 
capsuladas o las encuentran raramente y no saben en qué consiste la 
estructura de la colonia. Nosotros encontramos tales cápsulas en las 
colonias pre-gelatinosas y en las gelatinosas describimos una gran 
variación en la morfología de las células bacterianas. Estas formas 
las pudimos poner de manifiesto mediante la tinción con May-Grun-
wald y Giemsa. En ciertos elementos se encuentran grandes analo
gías con las formas del Streptococcus Moniliformis y hacemos un estu
dio comparado. Esta semejanza y la diversidad de formas que se en
cuentran en estas colonias fué la causa del título de nuestro trabajo. 
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Por otra parte hacíamos in-extenso un estudio de la estrecha rela
ción que existe entre esta variación gelatinosa de las colonias y el 
fenómeno de la pseudo-baderiofagia en el Piociánico. 

En consecuencia, recabamos la prioridad del descubrimiento. 

S U M M A R Y 

We comment a paper by Frances J . Danz and Edwin W. Schultz, 
of the Department of Bacteriology and Experimental Pathology of 
the School of Medicine, Standford University, California, which was 
published in the Journal of Bacteriology, 58, 3, 1949. In this paper 
reference is made to another one written by E. W. Schultz, entitled 
«A gelatinous variant of Pseudomonas aeruginosa», printed in Proc. 
Soc. Exptl Biol. Med., 65, 289-291, 1947; we had no occasion to read 
this last mentioned paper.' 

The authors discover the gelatinous variant in Ps. aeruginosa. 
This variant we had discovered earlier and we published the study 
on this problem in the Anales del Instituto Español de Edafología, 
Ecología y Fisiología Vegetal, 5, vol. II, november 1946, under the 
title: «Un ciclo vital en el Ps. aeruginosa». 

We are going to compare the description of the authors cited and 
our publication in order to show tha t the same variation is discussed. 

The authors say they succeeded in the transformation of two 
species only but they hoped to obtain in all, or most of the species 
good results, although they were not successful til now. In the paper 
published we state a medium that permits the gelatinous variant to 
be obtained from all species. 

Now we speak again of the preparation of this medium and the 
mportance of the salts in apparition of the variation. It is possible 
tha t these salts act by favouring the production of the piorrubina, 
a factor we consider of great importance for the determination of 
the variant. 

The authors de not find capsules in these microbe cell colonies or 
they find them only rarely and they do not know of what the structure 
of the colony consists. We found these capsules in the pre-gelatinous 
colonies, and those we described of a greater variation in the mor
phology of the bacterian cells in the gelatinous colonies. We were 
able to show up these forms by the dyeing method of May-:Grunwald. 
and Giemsa. In some cases a great similarity with the forms of Strep-
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tococcus Moniliformis is to be found, and we made a comparative 
study. This resemblance and the diversity of forms tha t are found in 
these colonies suggested the title of our paper. 

Furthermore we carried out an extensive study of the close relation 
between this gelatinous variation of the colonies and the phenomenon 
of the pseudo-bacteriophagy in the Pyocyanic. 

We therefore claim priority for the discovery. 



ÍNTER-RELACIONES EN LA ESTRUCTURA QUÍMICA DE LOS 
PRODUCTOS METABOLICOS DE LOS MOHOS {*) 

Conferencia pronunciada en el Instituto Español de Fisiología y Bioquímica 
Madrid, 17 de Octubre de 1949 

por Harold Raistrick 
Catedrático de Bioquímica de la London School of Hygiene and Tropical 

Medicine, de la Universidad de Londres. 

La posición exacta de los hongos en el esquema de los seres vivos 
es todavía dudosa, ya que, citando al Dr. John Ramsbottom (1), «si 
los organismos deben ser plantas o animales, entonces los hongos son 
plantas con una nutrición que se asemeja a la de los animales pues no 
poseen clorofila. Si la clorofila es, sin embargo, la señal distintiva de 
la filogenia de las plantas, hay que establecer el hecho de que proba
blemente los hongos nunca la tuvieron». 

Debido a la ausencia de clorofila, los hongos solamente pueden ser 
cultivados en medios que contienen materia orgánica preformada, pero 
este mismo hecho hace que los mohos sean particularmente convenien
tes para la investigación bioquímica, ya que crecen bien en medios 
muy simples. 

A pesr de este interés, se puede decir que la química de los mohos 
comienza el año 1891 con las clásicas observaciones de Cari Wehmer 
de que cuando el Aspergillus niger es cultivado en una solución de 
azúcar, se forma ácido oxálico en cantidades considerables (2, 3, 4, 5), 
y que el ácido cítrico es un producto metabólico de ciertas especies de 
nohos, las cuales él designó con el nombre genérico de Citromyces (6, 7). 
En los treinta años posteriores sólo se publicó algún trabajo circuns
tancial sobré este tema y esta era la situación cuando en el año 1923 
tuve la fortuna de encontrar las condiciones apropiadas para comenzar 
un trabajo sistemático en este campo con un pequeño grupo de entu
siastas colegas, en el Laboratorio de Investigación de «NobeVs Explosives 
Company Ltd., Ardeer, Escocia (8). Este trabajo se llevó a cabo allí 
hasta 1929 y a partir de esta fecha se continuó en el Departamento de 
Bioquimica de la London School of Hygiene and Tropical Medicine. 

(*) Traducción de J. A. Galarraga. 
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MÉTODOS EXPERIMENTALES 

El plan general de trabajo fué la investigación de productos de me
tabolismo de cultivos puros de especies y estirpes de mohos, cuando cre
cen en condiciones determinadas, cultivados en medios simples, repro-
ducibles y químicamente definidos. Nosotros usamos casi exclusiva
mente uno u otro de los medios siguientes: 
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Se verá que en el medio Czapek-Dox la única fuente de materia 
orgánica es la glucosa y en el medio Raulin-Thom, la glucosa y el ácido 
tartárico. Los otros elementos esenciales para el crecimiento, nitrógeno, 
fósforo, potasio, azufre, magnesio y los oligoelementos, están presentes 
como sales minerales. De aquí, que los metabolitos orgánicos que des
cribiré, han debido formarse por síntesis a partir de glucosa, o glucosa 
y ácido tartárico. 

El medio, distribuido en cantidades de 350 c. c. en matraces cóni-
los de un litro, taponados con algodón, se esteriliza e inocula con un 
cultivo puro de la especie o estirpe de moho objeto de investigación, y 
se incuba en la oscuridad a 24° C. Todas las condiciones son fijas y 
reproducibles siendo en cada caso la especie o estirpe del moho utili
zada la única variante. Por tanto creo puede afirmarse que las dife
rencias de estructura en productos metabólicos relacionados química
mente se pueden atribuir a diferencias de los sistemas enzimáticos en 
las diferentes especies o en estirpes de la misma especie. 

La recolección de los cultivos se realiza cuando la glucosa residual 
es aproximadamente 0,5 por ciento. El micelio del moho se separa por 
filtración del medio líquido sin esterilización, se lava con agua, se so-
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mete a presión y se seca en una estufa al vacío y a 40 C. Después se 
reduce a polvo fino, y se extrae con disolventes apropiados. El extracto 
se purifica por los métodos químicos usuales. 

Los metabolitos en el cultivo filtrado y en los líquidos de lavado 
del micelio, se separan por extracción con disolventes adecuados o por 
adición de apropiados agentes precipitantes, o también por evapora
ción al vacío cuando, en algún caso, pudiera cristalizar por este medio. 

Durante los últimos veintiséis años, un gran número de productos 
metabólicos, próximo a los doscientos, ha sido aislado en estado de 
pureza por mis colaboradores y por mí. No será posible t ratar de todos 
ellos ni yo desearía cansar a ustedes con un mero catálogo de productos 
metabólicos de los hongos. Mi propósito es más bien t ratar de señalar 
las interrelaciones en la estructura química entre los diferentes tipos 
de productos metabólicos de mohos descritos por nosotros y otros in
vestigadores y sugerir cómo algunos de los más complejos pueden pro
ceder por síntesis de otros más simples. 

DERIVADOS DEL ACIDO TETRONICO 
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El primer grupo de productos metabólicos que deseo describir es 
una serie de nueve derivados del ácido tetrónico, todos los cuales fue
ron aislados de cultivos filtrados de Pénicillium o Aspergillus, Los 
ácidos del Pénicillium charlesii fueron obtenidos en un total equivalente 
al 14 por ciento de la glucosa metabolizada (9). Las fórmulas de estruc-
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tura de algunos de estos ácidos tetrónicos se dan en su forma hidratada 
para facilidad de comparación. 

Nosotros consideramos el ácido y-metiltetrónico (10) como la subs
tancia fundamental de este grupo. El ácido carólico (11) puede consi
derarse como derivado suyo por adición de la cadena lateral de 4 car
bonos en posición a . El ácido carolínico (11) sólo se diferencia del ácido 
carólico por tener un grupo carboxilo en lugar de un grupo carbinol y 
el ácido de hidrocarólico obtenido del P, cinerascens (12) por tener en 
posición y un grupo metileno en lugar de un grupo metilo. El ácido 
terréstrico, del P. terrestre (13) es claramente un ácido etilcarólico. 
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El ácido cárlico (14) tiene la misma estructura que el ácido caró
lico con la excepción de que un grupo metilcarboxilo ocupa el lugar 
del grupo y-metilo en el ácido carólico. El ácido carlósico (14) puede con
siderarse como ácido cárlico reducido, con un grupo metilo terminal 
en lugar de CHgOH. El ácido carlósico también fué obtenido junto con 
el ácido dehidrocarólico del P. cinerascens (12). 

El ácido penicílico fué descrito originalmente en 1913 por los in
vestigadores americanos Alsberg y Black (15) quienes lo obtuvieron 
del P. puberulum. Fué aislado del P. cyclopium y determinada su es
tructura molecular en mi Departamento (16). Esta estructura ha sido 
confirmada por una cegante síntesis llevada a cabo por el Dr. R. A. Ra
phael en 1948 (17) en los laboratorios de investigación de May & Ba
ker y en el Imperial College, de Londres. La presencia de un grupo meto-
xilo será advertida como un hecho que ocurre frecuentemente en los 
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productos metabólicos úp mohos. Su relación estructural con el ácido 
y-metiltetronico está clara. 

El ácido ascórbico fué identificado con mayores cantidades de ácido 
cítrico por Geiger-Huber y Galli, en 1945, en cultivos de Aspergillus 
niger (18). Seguramente hay algo más que una simple coincidencia en 
el hecho de que estas dos substancias también se presenten juntas en 
los jugos de frutos cítricos. 

PRODUCTOS DE HIDRÓLISIS DE LOS ÁCIDOS TETRONICOS 
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Un hecho destacado en la mayor parte de los compuestos de este 
grupo es la facilidad con que la molécula se fracciona por hidrólisis 
mediante la ebullición con ácidos minerales diluidos. Los productos de 
hidrólisis de siete de ellos, son producidos casi cuantitativamente con 
excepción del ácido dehidrocarólico. Todos originan una o dos mo
léculas de anhidrido carbónico y todos dan una molécula de ace-
toína exceptuando el ácido dehidrocarólico, del cual se obtiene dia-
cetilo. Los caracteres distintivos de las diferentes moléculas se ven 
en los productos de hidrólisis de la última columna del grabado: 
butirolactona, 1-n-hexanolactona, ácido succínico y ácido n-butírico. 
Esto, reunido con otras evidencias, creemos que justifica la fórmula 
estructural asignada a dos diferentes ácidos tetrónicos. Hasta el mo
mento ninguno de los ya indicados ha sido sintetizado, excepto el 
ácido y-metiltetrónico. 
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DERIVADOS DEL ACIDO CÍTRICO 
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Fijamos ahora nuestra atención en el ácido cítrico y otros produc
tos metabólicos estructuralmente relacionados con él. Hace ya más de 
medio siglo que se conoce el ácido cítrico como un metabolito de los 
mohos y ha sido descrito por numerosos investigadores como obtenido 
a partir de diversidad de especies, de diferentes géneros de mohos 
y de algunos hongos superiores. Varios millares de toneladas se pro
ducen anualmente, con un rendimiento del orden del 90 por ciento del 
teórico, por fermentación de soluciones de azúcar con Aspergillus niger. 

El ácido itacónico fué aislado primeramente por Kinoshita del 
Aspergillus itaconicus, en 1931, (19, 20) y del Aspergillus terreus en 
mi Departamento, en 1939, (21). Apartir de entonces, los americanos, 
usando diferentes razas de Aspergillus terreus y modificando las con
diciones de cultivo, han conseguido rendimientos del orden del 30 por 
ciento del teórico (22). 

El ácido espicuhspórico ha sido obtenido de tres diferentes especies 
de PenicilUum. P . spiculisporum (23), P. crateriforme (24) y P . minio-
luteum (25). Puede considerársele como ácido decil-homocítrico (26) 
como se indica, inter alia, por el hecho de que el ácido y-cetopenta-
decanoico es también un metabolito del P . spiculisporum (23) y se 
forma a partir del ácido espicuUspórico por oxidación con permanganato 
potásico. 

El ácido miniolutéico se presenta con el ácido espiculispórico en el 
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cultivo filtrado de P. minio-luteum (25). Es el ácido decil- a -hidroxi-
cítrico. 

El ácido caperático es el ester monometílico del ácido nor-caperá-
tico, pero hasta el momento no se sabe cuál de los tres grupos carbo-
xilos es el esterificado en el ácido caperático. Fué descrito como un cons
tituyente del liquen Parmelia caperata, por Hess, en 1898, (27) y la 
estructura del ácido nor-caperático, que es claramente un ácido tetra-
decil cítrico, fué establecida por Asano y Ohta (28, 29).' 

El ácido agarícico del hongo superior Fomes officinalis (Polyporus 
officinalis) se conoce hace un siglo. Es claramente ácido hexadecil-
cítrico (30). 

DERIVADOS DE LA TROPOLONA 
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Ahora llegamos a un grupo de tres metabolitos que podríamos de
nominar cuasi-bencénicos: Son el ácido estipitático, CgHeOg, obtenido 
del P. stipitatum (31), el ácido puberúlico, CsHgOg, y el ácido puberu-
lónico, Cg H4O7, del P. puberulum (32). Gran cantidad de trabajo fué 
llevado a cabo por mis colegas, incluido el fallecido Prof. George Bar-
ger (33), y por mí mismo, sin poder ofrecer una fórmula estructural 
satisfactoria para ninguno de ellos. Sin embargo, gracias a una original, 
aunque quizá sorprendente, sugerencia hecha, en 1945, por el doc
tor M. J. S. Dewar, de Oxford, parece probable que todos ellos tengan 
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un anillo de 7 carbonos y sean derivados de lo que el Dr Dewar sugiere 
se debería llamar tropolona (34, 35). 

Desde 1945 se han acumulado pruebas apoyando la idea del doc
tor Dewar. La colchicina se cree que contiene un anillo tropolónico (35, 
36, 37). Erdtman y Gripenberg, de Estocolmo, han probado de manera 
concluyente que a , p y y thujapliciñas, de la Thuja plicata, el cedro 
rojo occidental, son respectivamente a , p y y - isopropiltropolo-
nas (38, 39). Recientemente el Prof. J. W. Cook, de Glasgow, anunció 
la síntesis de 3 - 4 - benzotropolona (40). 

Las propiedades químicas del ácido estipitático, del puberúlico y 
del puberulónico, están de acuerdo con su formulación como deriva
dos de la tropolona. El Dr. Aulin-Ertman, de Estocolmo, (comunica
ción privada) ha determinado sus espectros de absorción ultravioleta 
y concluye, de la semejanza de tipo espectral entre ellos y las thuja-
plicinas, que todos pueden colocarse dentro de un mismo tipo estruc
tural. Las estructuras asignadas a los ácidos estipitático y puberúlico 
han sido confirmadas y la del ácido puberulónico ha sido dada en avan
ce por el Prof. A. R. Todd, de Cambridge, en comunicación privada, 
como resultado de sus trabajos, que aún no han sido publicados. 
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Una característica sorprendente de las tropolonas es la facilidad 
con que son convertidas, casi cuantitativamente, en los correspondien
tes ácidos benzoicos sustituidos, por calentamiento con solución 
muy concentrada de potasa. Así la 3 - 4-benzotropolona proporciona 
ácido a-naftoico (40), la y - thujaplicina da ácido cumínico (ácido 
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p-isopropil-benzoico) (39) y el ácido estipitático produce el ácido 5 - hi-
dro^ti-isoftálico (31). Aun cuando no se indique que este mecanismo 
explica la formación de verdaderos compuestos bencénicos, por mohos, 
podemos considerar el ácido estipitático como un posible puente entre 
ellos y los metabólitos alifáticos de los mismos. Por tanto, examinare
mos ahora algunos de los metabólitos bencénicos de los mohos. 

COMPUESTOS BENCÉNICOS SIMPLES CON 
UNA CADENA DE CARBONO 
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Mi colaborador el Dr. J. H. Birkinshaw y el Dr. W. P. K. Findlay, 
del Forest Products Research Laboratory, Princes Risborough, han em
prendido recientemente el estudio de la bioquímica de los hongos de 
la madera en putrefacción. Han aislado de algunos de estos hongos su
periores un buen número de interesantes productos metabólicos. Particu
larmente, han probado que los cultivos de laboratorio de Trametes sua
veolens y Lentinus lepideus, que tienen olores aromáticos característi
cos, contienen las series de cuatro compuestos simples bencénicos, 
que se indican, y que están claramente relacionados entre si estruc-
turalmente. Los cultivos de Trámeles suaveolens deben su olor al ani-
saldehido y al anisato de metilo (41), y los del Lentinus lepideus a los 
esteres metílicos de los ácidos cinámico y p-metoxicinámico (42). Se 
verá que los cuatro metabólitos contienen un grupo éter nletílico o 
ester metílico, o ambos. 



116 HAROLD RAISTRICK 

Otros dos compuestos bencénicos simples con una .cadena de car
bono — el ácido gentísico y el alcohol gentisílico — son metabolitos 
de Pénicillium griseo-fulvum (43) y Pénicillium patulum (44) respecti
vamente. Es un hecho curioso que una sustancia tan simple como el 
alcohol gentisilico no haya sido descrita anteriormente—al menos en lo 
que alcanza nuestro conocimiento — mientras que los correspondien
tes ácido y aldehido son desde hace mucho tiempo conocidos. 

COMPUESTOS BENCÉNICOS SIMPLES CON 
DOS CADENAS DE CARBONO 
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Llegamos ahora a un grupo de productos metabólicos bencénicos, 
tres de los cuales opino son de considerable importancia ya que, como 
veremos después, parecen representar un estado intermedio en la bio-
síntesis de más complejos metabolitos de los mohos. Los metabolitos so
bre los que deseo llamar la atención de ustedes son el ácido 6-hidroxi-
2-metilbenzoico, del Pénicillium griseo-fulvum (45, 43) y P . flexuo-
sum (46), el ácido 3 - 5-dihidroxiftálico, del P . hrevi-comp actum (47, 
48), y el ácido ústico, del Aspergillus ustus (49). El ácido 6-hidroxi-
2-metilbenzoico está evidentemente relacionado con la meleína del 
Aspergillus melleus (50,51) y del A. ochraceus (52, 53), y de hecho es 
producida a 'part ir de él por fusión con potasa. La meleína es la lac-
tona del ácido que vemos entre paréntesis. El ácido 3 - 5-dihidroxif
tálico está también relacionado con los otros productos metabólicos 
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del P . brevi-compactum, a saber: los ácidos C10H10O5, doHioOg y C10H10O7 
(47, 54, 55). Cada uno de estos tres compuestos, así como la meleína 
y el ácido ústico, tienen una cadena lateral de tres átomos de carbo
no, variando los grados de oxidación. El ácido ústico puede conside
rarse como el metoxiderivado de doHioOg aunque no está todavía es
tablecido con seguridad en cuál de las formas tautomeras se presenta 
la cadena lateral de tres carbonos. 
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Un interesante ejemplo de inter-relación estructural nos propor
ciona el moho metabolito citromicetina. 

La citromicetina es una sustancia cristalina, amarilla, obtenida de 
cultivos de determinado número de especies o razas del grupo Péni
cillium frecuentans (56), algunas de las cuales fueron consideradas an
teriormente como especies de Citromices, de aquí el nombre del metabo
lito. La estructura completa de la citromicetina no ha sido establecida 
todavía; presentamos una estructura parcial siendo dudosa actual
mente la naturaleza del grupo C4H6O. La hidrólisis alcalina del éter 
dimetilico de la citromicetina, seguida de la metilación de los pro
ductos de hidrólisis, proporciona el ácido 3 - 5 - 6-trimetoxiftalico 
(49). El mismo compuesto se forma por oxidación, seguida por la 
metilación del producto de oxidación, del ácido ústico, metabolito 
del Aspergillus ustus (49). 
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CITRININA, ACIDO MICOFENOLICO 
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Otros ejemplos de inter-relación en la estructura son proporciona
dos por los productos metabólicos: citrinina, ácido micofenólico y uno 
de los ácidos Cío, el doHioOg, del Pénicillium brevi-compactum. La ci
trinina, que es un metabolito cristalino de un hermoso amarillo, ob
tenido del Pénicillium citrinum (57, 58), Aspergillus terreus (59) y 
otros mohos, ha sido sintetizada recientemente por el Prof. Alexander 
Robertson y sus colaboradores, en Liverpool (60). La última etapa en 
esta síntesis fué el cierre del anillo del aldehido A, el cual, por pérdida 
de agua y reajuste molecular, conduce al compuesto químico citrinina. 

El ácido micofenólico fué aislado primeramente por Alsberg y 
Black, en 1913, de cultivos de Pénicillium stonoliferum (61). Desde en
tonces, ha sido separado de un gran número de especies y razas de la 
serie P . brevi-compactum (47). El ácido micofenólico está aún por sin
tetizar pero hay una gran probabilidad para la estructura que se avanza, 
vista, entre corchetes, con el anillo ftálico abierto (62, 63). 

Volviendo ahora al ácido C10H10O5, del Pénicillium brevi-compac
tum, se verá que introduciendo un grupo metilo en la posición 6 y un 
grupo carboxilo en la 4, llegamos a una estructura muy semejante a 
la del aldehido A, del que se deriva la citrina. Del mismo modo, intro
duciendo de nuevo un grupo metílico en posición 6 y la apropiada 
cadena lateral larga en la posición 4, llegamos a una estructura muy 
relacionada con el ácido micofenólico. 

http://iCH.CH0H.CH3
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Existe también una cierta semejanza, aunque no completa, entre 
el aldehido A y otros dos metabolitos de mohos, clavatol y sorbici
lina, que se han descrito recientemente. 

CLAVATOL, SORBICILINA, FLAVOGLAUCINA, 
AUROGLAUCINA 
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El clavatol se aisló en los laboratorios de Roche Products, Welwyn 
Garden City, de cultivos de Aspergillus clavatus (64). Su estructura 
fué establecida y confirmada mediante síntesis por Hassall y ToddX65). 

La sorbicilina fué descrita por D. J. Cram, en América, como un 
producto metabólico cristalino de color anaranjado, obtenido del Pé
nicillium notatum, y fué aislada por él de la penicilina comercial, clí
nica (66). De aquí que no se excluya la posibilidad de ser la sorbicilina 
un cuerpo que se origine durante los procesos de manufactura emplea
dos para la producción de penicilina. 

El clavatol y la sorbicilina pueden considerarse como el resorci-
nol, análogos de los metabolitos quinólicos flavoglaucina y auroglau-
cina, los cuales han sido separados del micelio de un gran número de 
especies de la serie del Aspergillus glaucus (67). La naturaleza general 
de las estructuras de flavoglaucina amarilla y de auroglaucina rojo-
anaranjada como quinóles sustituidos, fué establecida en el laboratorio 
Dyson Perrin, Oxford (68, 69), aunque la exacta posición y naturaleza 
de las cadenas laterales sustituyentes aún no se ha determinado con 
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certeza. Muy recientemente, investigadores italianos (70) han confir
mado la exactitud de este trabajo y han probado que la flavoglaucina 
y auroglaucina tienen las fórmulas que presentamos. Flavoglaucina y 
auroglaucina son, pues, claramente derivados deltoluoquinoly,portanto, 
lógicamente consideraremos a continuación los productos metabólicos 
de mohos que se derivan de la toluoquinona. 

DERIVADOS DE LA TOLUOQUINONA 
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En años recientes se ha demostrado que los mohos son una fuente 
muy fructífera de diferentes tipos de quinonas. Muchos mohos son su
mamente coloreados —amarillo, anaranjado, rojo, púrpura y viole
ta — y se ha demostrado frecuentemente que estos colores son debidos 
a la presencia de quinonas o de sus sales, según el pH del medio. 

El primer grupo de quinonas que deseo considerar es la serie de 
cinco derivados de la toluoquinona, que vemos en la pantalla. Todos 
ellos han sido sintetizados y forman una serie perfecta de metabolitos 
relacionados entre sí estructuralmente. 

La 4-metoxi-2 - 5-toluoquinona, de color amarillo anaranjado, fué 
descrita hace pocos meses por investigadores de los New York Bota
nical Gardens, como un metabolito de cultivos de laboratorio de los 
hongos superiores Coprinus similis y Lentinus degener (71). La fumi-
gatina, de color rojo-marrón, se encuentra en los cultivos filtrados de 
una extraña pero auténtica raza del Aspergillus fumigatus (72). Es 
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claramente 3-hidroxi-4-metoxi-2 - 5-toluoquinona (73). La espinulosina, 
color púrpura intenso-negro, fué aislada primeramente de cultivos de 
Pénicillium spinulosum (74) y más tarde de una raza de Aspergillus 
fumigatus (75), diferente de la que da fumigatina, y hace muy poco, 
de Pénicillium cinerascens (12). La espinulosina es ciertamente 6-hidro-
xifumigatina (72, 76). 

La fenicina y la osporeína son derivados de 4 - 4'-ditoluoquinona. 
Se ve que la fenicina tiene la misma relación con la fumigatina que 
la osporeína con la espinulosina. La fenicina fué descubierta en 1933 
por el Dr. E. Friedheim, en Suiza, como producto metabólico del Pé
nicillium phoeniceum (77, 78) y su constitución y síntesis feron descri
tas por el Dr. T. Posternak (79), quien la aisló del P. rubrum (80). 
La osporeína fué obtenida por Kogl y van Wessem, en Holanda, 
en 1944, de cultivos de laboratorio de Oospora colorans (81). 
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La espinulosina está también estrechamente relacionada con otros 
productos naturales derivados de la benzoquinona y, particularmente, 
con las dos sustancias investigadas por Kogl y sus colaboradores y ais
ladas por ellos de dos especies de hongos superiores desarrolladas na
turalmente. Estos productos metabólicos de hongo son el ácido poli-
pórico, del Polyporus nidulans (82), y la atromentina, del Paxillus 
atrotomentosus (83). Se vjerá que el grupo metilo y el metoxilo de la 
espinulosina, han sido sustituidos por dos grupos fenilos en el ácido 
polipórico y por dos para-hidroxifenilos, en la atromentina. 
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DERIVADOS DE LA NAFTOQUINONA 

Javo ni ci n 

(A.H.Cook) 

rusorium jovonicum 

Oxijjavanicin 

(A.H.Cook) 

Fusarium jgvonicum 

I CHj 

En lo que alcanzan mis comprobaciones, solamente dos naftoqui-
nonas sustituidas han sido separadas de cultivos de mohos, a saber, 
la javanicina, C15H14O6, y la oxijavanicina, C15H14O7. Estas dos sus
tancias fueron preparadas del cultivo filtrado, color rojo sangre, del 
Fusarium javanicum por el Dr. A. H. Cock y sus colegas en el Imperial 
College, Londres (84, 85). Aún no ha sido completamente establecida 
la estructura molecular de estos compuestos pero, como resultado del 
trabajo analítico y de la determinación de espectros de absorción, se 
cree que la javanicina posee la estructura parcial que damos. 

La oxijavanicina tendría una estructura semejante excepto que 
un grupo hidroximetilo ocuparía el lugar del grupo metílico en la java
nicina. Careciendo de las estructuras moleculares completas, sólo puede 
hacerse notar que la javanicina tiene un grupo metílico y otro meto-
xilo, como la f u m i g a t i n a y la e s p i n u l o s i n a , y una cadena late
ral CH3CO . CH2, como el ácido C10H10O5, del Pénicillium brevi-com-
pactum, 

ANTRAQUINONAS 

A partir de 1933, se han descubierto como productos metabólicos 
de diferentes mohos, un número considerable de polihidroxiantraquino-
nas, desconocidas anteriormente en química orgánica. Frecuentemente 
se producen en cantidades elevadas. Así, en el micelio seco de Hel-
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minthosporium gramineum, un 30 por ciento de su peso está consti
tuido por una mezcla de polihidroxiantraquinonas (86). 

r̂  a'jy 
Helminthosporin 

Helminthosporium spp 

H. gramineum; H-cgnodonti?;' 

H.catenarium; H-tritici-vulgaris 

OH '^^ OM 

Islandicin 

P. islqndicum 

V 

a:o" ^ 
Cynodonfcin 

^- cynodont-ia; H. euchlaenae; H. avenae 

La primera, que aislamos nosotros, fué la helmintosporina, del mi
celio de Helminthosporium gramineum y otras tres especies de este gé
nero (87, 88). 

La islandicina fué aislada de cultivos de Pénicillium islandicum (89), 
y la cinodontina, del Helminthosporium cynodontis y otras dos espe
cies (87, 88). La helmintosporina (90, 91) y 1̂  cinodontina (92) han sido 
sintetizadas. 

La helmintosporina e islandicina se convierten directamenteen cinodon
tina por oxidación con dióxido de manganeso y ácido sulfúrico concentra
do, de forma que la relación estructural entre estas sustancias es evidente. 

1 m)-
Emodin (Kogl) 

Dermocube Sanguineq 

"GIÜ'~ 
W - Hudroxijemodin 

r cuclopium 

Cifcreorosein (Fbsternak) 

P cibreo-roseum 

OH ' " OH 

Emodic acid 

R cuclopium 

OH OH 

Phuscion 

A.glguous spp--

Carviolin (Hind) 

P. cormino-víolaceufn 

Roseopurpur.'fi (Poslewak) 

P roseo-purpureum. 

OH ' ' " OH 

Endocrocin (Asahina) 

Nephromopsis eirdocroceg 
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Un hecho destacado en muchos de los metabolit'os de mohos de 
naturaleza antraquinonica, es su estrecha relación estructural con la 
franguloemodina. No tengo noticia de que se haya encontrado la 
emodina en nigún moho, aunque Kogl la aisló en 1925 de una especie 
natural de un hongo superior, el Dermocybe sanguínea (93). El fisi-
cion, el 7-metil éter de la emodina, se conoce hace tiempo como cons
tituyente de liqúenes (94, 95) y también se ha aislado de cultivos de 
laboratorio de 17 especies o razas de la serie del Aspergillus glaucus 
(68, 96, 97). La ca-hidroxi-emodina, no descrita con anterioridad, se 
obtuvo, casi simultáneamente, por nosotros, del P. cyclopium (98)-, y por 
Posternak, del Pénicillium citreo-roseum quien la denominó citreoroseí-
na (99, 100). El 4-metil éter de la co-hidroxiemodina también fué des
crito independiente, y casi simultáneamente, por Hind, quien lo ob
tuvo del Pénicillium carmino- violaceum (101, 102) y lo llamó carvio-
lina, y por Posternak a partir del Pénicillium roseo-purpureum (103, 
104) llamándola roseopurpurina. El ácido emódico se presenta con la 
6) hidroxi-emodina en los cultivos de Pénicillium cyclopium (98). La 
endocrocina, la cual es 3-carboxiemodina, fué obtenida por Asahina 
del liquen japonés Nephromepsis endocrocea (105). Se puede observar 
que estos seis compuestos cabe considerarlos como derivados del ácido 
3 - 5-dihidroxiftálico que, como hemos visto previamente, es un meta-
bolito del Pénicillium brevi-compactum (48) y que la endocrocina puede, 
al menos en el papel, ser sintetizada fácilmente por copulación del 
ácido 3 - 5-dihidroxiftálico con el ácido 6-hidroxi-2-raetilbenzoico, me-
tabolito del Pénicillium griseo-fulvum (45, 46). 

m OH 

•a.0" 
Cotenarin 

M.cobenaríum; tíqramincum; 

H.volutinum ; H. Iritici -vulgaris 

CO ° " 

OH ^ OH 

Trit isporin 

H. tribici-vulggris 

Phuscion 

Anthranol A 

A-gloucus spp 

CO ° " 

Erulhroglaucin 

A .glaucus spp 

Emodin 

(KSgl) 

-eco-' 
OH OH OH 

Phi| scion 

Anthranol B 

A. glaucus spp 
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Vemos aqrfí otras tres antraquinonas cada una de las cuales se 
puede considerar como un derivado de la emodina, teniendo cada una 
en el núcleo cuatro grupos hidroxilos. Se repite la estructura de la emo
dina a efectos de claridad. 

La catenarina, del Helminthosporium catenarium y de otras espe
cies de este género (86, 87), es evidentemente 1-hidroxiemodina (106). 
La eritroglaucina, obtenida de quince especies o razas de la serie del 
Aspergillus glaucas (97), es el éter metílico de la catenarina en posi
ción 7 (106). Las constituciones moleculares de la catenarina y eritro
glaucina han sido confirmadas por síntesis (107, 106) pero la de la tri-
tisporina, del Helminthosporium tritici-vulgaris, aunque totalmente pro
bable, está establecida menos definitivamente (87). Aceptándola, sin 
embargo, la tritisporina es l-hidroxi-co-hidroxiemodina. 

La catenarina, la eritroglaucina y la tritisporina se pueden prepa
rar fácilmente a partir del metabolito ácido 3 T 5-dihidroxi-ftálico (48), 
por copulación con otro segundo metabolito, el alcohol gentisílico (44) 
en el caso de la tritisporina, y con el toluoquinol en los otros dos casos. 
Aunque el toluoquinol no ha sido descrito como un metabolito, se 
puede esperar con confianza que será uno de ellos en atención a su 
estrecha relación con el alcohol gentisílico. 

Los dos antranoles del fisición, A y B, ambos obtenidos de unas 
pocas especies de la serie del Aspergillus glaucus muestran su íntima 
relación con el fisición y por tanto con la emodina (97). 

XANTONAS 

(XJ5-
OH ' ' " QH 

Raven«;lin 

H- ravenelü; H. burciaim 

Rubrofusarin 

Fusgriuin culmorum 

OH ^ " OH 
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R islondicum 

] CHj 

[ OCHj 
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Dos derivados de la xantona se conocen como metabolitos de mohos. 
La ravenelina se obtuvo del micelio de los cultivos de laboratorio del 

Helminthosporium ravenelii y Helminthosporium turcicum (108). Su es
tructura molecular fué confirmada por síntesis, en 1944, por Nuil y 
Nord (109). Su semejanza estructural con el metabolito islandicina del 
Pénicillium islandicum es manifiesta. 

La rubrofusarina se encuentra junto con el derivado diantraqui-
nónico aurofusarina en el micelio de Fusarium culmorum (110). És el 
éter monometílico de una metil-trihidroxixantona que es isómera, pero 
no idéntica, con la ravenelina. Su constitución molecular no se ha es
tablecido todavía con certeza, aunque Nuil y Nord sugieren dos es
tructuras altamente especulativas con las que no pretendo cansar a 
ustedes (109), 

SIGNIFICADO BIOLÓGICO DE LOS PRODUCTOS METABOLI-
COS DE LOS MOHOS 

El gran número de productos metabólicos de mohos y, desde el 
punto de vista químico, su gran variedad estructural, hace surgir, na
turalmente, la pregunta de cuál sea la función desempeñada por los 
mismos en la economía de los organismos que los producen. 

Tratando de contestar a esta pregunta, aunque en un sentido nega
tivo, deseo hacer notar que en mi opinión no se pueden considerar en 
general como productos secundarios carentes de particular importan
cia biológica. De no tenerla, ¿por qué muchos de ellos se producen en 
tan gran escala? Además, debe recordarse que estos grandes rendimien
tos frecuentemente sólo pueden obtenerse por recolección de los culti
vos antes de que toda la glucosa en el medio haya sido completamente 
metabolizada, pues de lo contrario, una larga y continuada incubación 
conduce a su completa desaparición ya que se transforma por oxida
ción, en anhídrido carbónico y agua. 

Hay una creciente opinión de que ciertos tipos de metabolitos jue
gan cierto papel en los mecanismos de óxido-reducción de los mohos 
que los producen. Así, los cultivos filtrados del Aspergillus fumigatus de 
los cuales se aisló la fumigatina, contienen también su correspondiente 
quinol, 3-hidroxi-4-metoxi-toluoquinol (72). Análogamente, la fenicina 
está acompañada por su leucoderivado la tetrahidrofenicina, en los 
cultivos de Pénicillium rubrum (80); el fisición se presenta en el mice
lio de ciertas especies de la serie Aspergillus glaucus, junto con sus dos 
productos de reducciónj los anatoles 4 - 5-dihidroxi-7-metoxi-2-me-
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til-9-antranol y 4 - 5-dihidroxi-7-metoxi-2-metil-10-antranol (97); el mi
celio de Helminthosporium leersii contiene el producto amarillo luteo-
lersina, C26H38O7, y su producto de reducción, incoloro, albolersina, 
C30H40O7 hasta el presente de constitución molecular indeterminada 
(111), y los cultivos filtrados del moho Odiodendron fuscum contie
nen además del p r o d u c t o c r i s t a l i n o a n a r a n j a d o , fuscina,C,5 HigOg, 
su leucoderivado dihidrofuscina, dgHigOg, (112). Todos los productos me
tabólicos quinoídicos y sus correspondientes leucoderivados se ha demos
trado que son fácilmente inter-convertibles, in vitro, y Friedheim ha 
probado que trazas de fenicina aumentan en un 200-300 por cien la 
respiración de células sin pigmentar y lavadas de Bacillus pyocia-
neus (77, 78). 

Parece probable que algunos de los metabolitos de mohos ya des
critos y algunos otros que serán aislados, juegan un papel fundamental 
en el fenómeno biológico conocido como antibiosis. * De este modo, 
además de los antibióticos de reconocida importancia clínica, como la 
penicilina, estreptomicina, aureomicina y cloromicetina, gran número 
de otros metabolitos de mohos tienen, in vitro, propiedades antibacte
rianas muy poderosa^ y, lo que es muy significativo, propiedades anti-
fungicas. La general importancia biológica de este aspecto de la ma
teria que tratamos, distinta de la importancia médica, se indica por 
los siguientes ejemplos: 

a) Van Luijk (113) expuso en 1938 que los cultivos esterilizados 
del moho saprofítico Pénicillium expansum inhibían el crecimiento in 
vitro del hongo Pythium de Baryanum, planta patógena, en dilucio
nes de 1 : 1.280; y obtuvo buenos resultados suprimiendo el ataque 
del Pythium sobre la semilla de alfalfa tratando el suelo infectado con 
el filtrado activo. El principio activo responsable de esta acción, la 
patulina, fué aislada por nosotros del P . expansum en 1943 (114, 115) 
e independientemente por investigadores holandeses, de una estirpe 
diferente de la misma especie (116, 117). Ellos la denominaron expan-
sina. Inhibe completamente el crecimiento de algunas especies de 
Pythium a una concentración aproximada de 1 : 500.000 (114). 

b) Rayner (118) y Neilson Jones (119) han demostrado que el 
fracaso en el crecimiento de plantas coniferas en Wareham Heath, 
Dorset, Inglaterra, está asociado con el desarrollo en el suelo de una to
xicidad específica, de origen biológico, que afecta al estimulante cre
cimiento de los hongos micorrícicos normalmente asociados con estos 
árboles. Brian y sus colegas (120) han deniostrado que los mohos que 
abundan en los prados o suelos arables, como especies de Mucor, Tri^ 
coderma viride, el Pénicillium Chrysogenum y especies de Fusarium, 
están virtualmente ausentes en el suelo de Wareham Heath, en el cual 
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la flora de mohos está casi reducida a tres grupos de especies de Péni
cillium, a saber: estirpes de P . janczewskii, P . terlikowskii y estirpes 
de la serie del P . nigricans-janczewskii. También han demostrado que 
cada uno de estos tres grupos origina productos metabólicos que han 
sido aislados en estado de pureza y los cuales, a muy baja concentra
ción tienen señalados efectos biológicos sobre otros hongos. Así, el 
P . janczewskii se vio que produce el metabolito griseofulvina que con
tiene cloro y al cual me referiré en mi segunda conferencia; y al que 
dieron el nombre de curling-factor (factor de rizamiento) ya que, a 
concentraciones tan bajas coriio 1 \L g./ml. produce gran ramificación 
y distorsión en los tubos germinales y en las hifas del Botrytis allii (121, 
122, 123); el P . terlikowskii produce gliotoxina, C13H14O4N2S2,,aislada 
primeramente como un metabolito cristalizado e incoloro del Tricho-
derma viride por Weindling y Emerson (124) y que, además de ser 
activamente actibacteriano, es altamente fungistático para ciertos hon
gos saprofíticos y patógenos (125); estirpes en la serie del P . nigricans-
janczewskii, proporcionan un nuevo producto metabólico que crista
liza en brillantes agujas rojas y tiene probablemente la fórmula C10H8O4. 
Esta sustancia, a la que no se le ha asignado nombre todavía, posee 
acción fungistática e impide la germinación de los conidios de Botrytis 
allii a concentraciones de 0,4 (x g./ml. a pH 3,5 (126). 

CONCLUSION 

Mi propósito en esta conferencia ha sido presentar a ustedes, aun
que inevitablemente en una forma muy condensada e incompleta, las 
relaciones en la estructura química entre miembros de clases represen
tativas de los productos metabólicos de los hongos. Muchos años des
pués del comienzo de nuestro trabajo, no eran evidentes estas relaciones, 
y el único resultado manifiesto de ese trabajo fué la acumulación de 
productos naturales nuevos, los cuales, aunque científicamente intere
santes de por sí, como creo que todos los productos naturales deben 
ser para el químico y el bioquímico, no parecían tener un lugar claro 
en la bioquímica de los organismos vivos. 

Yo creo que esto fué inevitable en los comienzos de este nuevo 
tema de la química micológica, ya que se trata de un grupo de orga
nismos que había sido desechado por los botánicos con excepción de 
un pequeño número de micólogos, y los cuales se consideraban en ge
neral como una molestia para los bacteriólogos y eran casi completa
mente ignorados por los químicos y bioquímicos. Sin embargo, creo que 
ahora puede afirmarse con seguridad que hay señales de orden y de 
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un plan general en la química de los hongos, y mi opinión personal de 

los p roduc tos metaból icos de los mohos es que es tán ocupando l en t a 

m e n t e sus pues tos en el in t r incado l aber in to de los p roduc tos na tu r a l e s . 

Así, la ligera var iac ión en la e s t ruc tu ra química que he descri to 

en t r e a lgunos de los p roduc tos metaból icos de na tu ra l eza bencénica 

y quinónica , de especies de «mohos los cuales es tán e s t r echamen te re la

cionados en t re sí morfológicamente , son como reminiscencias de la si

milar e s t ruc tu ra en las ma te r i a s colorantes de las p l a n t a s . E s t o y con

vencido de que, m e d i a n t e la colaboración de los genéticos y los qu ími 

cos micólogos que ya es tá comenzando a t o m a r cuerpo, se e n c o n t r a r á n 

leyes que convengan a los hongos , similares a las que se h a n descu

bier to e v i d e n t e m e n t e en otros organismos vivos . 
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INFORMACIÓN 

CURSO SOBRE LOS BACILOS TUBERCULOSOS 

Organizado por el Prof. Haudoroy, Director del Instituto de Hi
giene y de Bacteriología, de Lausanne, se ha celebrado los días 21, 
22 y 23 del pasado mes de abril, un Curso sobre los bacilos tubercu
losos, en dicho Instituto. A este Curso asistió, al lado de sus colegas 
extranjeros, un grupo de bacteriólogos españoles, formado por los Doc
tores dlivér, Piera, Valls y Vila Ferrán, de Barcelona, y Bravo, Bus-
tinza, Gastón y Zugaza, de Madrid. 

El desarrollo del curso se efectuó conforme al programa previa
mente trazado. El primer día el Prof. Jensen, de la Facultad de Medi
cina de Copenhague y Presidente de la Unión Internacional contra 
la Tuberculosis, desarrolló el tema Los tipos humano y bovino del bacilo 
tuberculoso. Seguidamente, el Dr. Wells, de la Escuela Sir William 
Dunn, de Patología, de Oxford, dio su Conferencia acerca de El tipo 
murino del bacilo tuber'culoso. 

El segundo día, correspondió disertar primeramente al Dr. Pensó, 
del Instituto Superior de Sanidad, de Roma, que lo hizo sobre Los 
bacilos paratuberculosos. Más tarde, lo hicieron el Prof. Hauduroy, que 
trató de La ácido-alcohol-resistencia de los bacilos tuberculosos y paratu
berculosos, y el Dr. Chain, del Instituto Superior de Sanidad, de Roma, 
que se ocupó de la Química de los bacilos tuberculosos. 

El tercero y último día, fueron los conferenciantes el Prof. Florey, 
Premio Nobel, de la Escuela Sir William Dunn, de Patología, de Ox
ford, y el Dr. Trefouel, Director del Instituto Pasteur, de París, que 
se ocuparon, respectivamente, de Los antibióticos activos contra los ba
cilos tuberculosos y Los agentes quimioterápicos activos contra los baci
los tuberculosos. A continuación de la conferencia del Prof. Florey, 
el Prof, Bustinza dio cuenta brevemente de las investigaciones en 
curso, acerca del ácido úsnico y sus derivados, en colaboración con 
el Dr. Caballero López. 

La simple reseña que hemos hecho de los títulos de los temas y 
especialistas que los. desarrollaron, muestran el éxito alcanzado por 
este Curso, a cuyo organizador. Prof. Hauduroy, enviamos desde estas 
páginas, un cordial saludo en nombre de la SOCIEDAD DE MICROBIÓ

LOGOS ESPAÑOLES. 



ACTAS DE LA SOCIEDAD 

MADRID 

ACTA DE LA SESIÓN CELEBRADA EL DÍA 8 DE JULIO DE 1949 

En el local del Consejo Superior de Investigaciones Científicas, 
Medináceli, 4, bajo la Presidencia de D. Miguel Benlloch, celebró reu
nión la Sociedad. 

Fué presentada la traducción española del «Código Internacional 
de Nomenclatura Bacteriana» que había sido examinada por algunos 
miembros de la Junta y, tras su aprobación, se acordó someterla a 
la Comisión de Nomenclatura de la Sociedad Internacional de Micro
biología, para proceder a su publicación en español. 

A continuación D. Benito Regueiro leyó una comunicación sobre 
.«Influencia de la Penicilina en la acción de la ribonucleasa». 

Se acordó celebrar nueva reunión en el mes de octubre. 

Sin más asuntos, se levantó la sesión, de la que certifico, como 
Secretario de la Sociedad. En Madrid, fecha ut supra. 



BIBLIOGRAFÍA 

K. B. R A P E R , Y CH. THOM: A Manual of the Penicillia.—The Williams 
& Wilkins C.o, Baltimore, 1949. IX + 875 pág. 

En el año 1930 vio la luz pública el manual titulado The Penicillia, 
compuesto por el Dr. Charles Thom. Acaba de aparecer, ahora, una nue
va obra, que cumple la misma finalidad que aquélla, empleando, sin 
embargo, los medios y los conocimientos actuales. Entre ambas fechas 
han sido tan grandes las aportaciones al conocimiento del género Péni
cillium, que justifican plenamente la elaboración de la obra que nos 
ocupa. El descubrimiento de la penicilina ha despertado tal actividad 
investigadora sobre este género, que ha acumulado materiales suficien
tes para retrabajar su sistemática y, al mismo tiempo, ha creado la masa 
de lectores que necesitaba para justificar la inversión de trabajo, tiem
po y dinero, que este hermoso libro supone. Porque, hasta en la parte 
material es espléndido, siguiendo el antecedente de la ilustración en 
colores, que utilizó el manual del género Aspergillus. 

Del aspecto científico, sólo diremos que es una obra única en la ma
teria, factible por la sabia veteranía del Dr. Ch. Thom, cuyo nombre 
figura honrosamente entre los Consejeros de Honor del Superior de 
Investigaciones Científicas, de España; por la madura competencia del 
infatigable Dr. K. B. Raper; por la asistencia de tantos colaboradores 
técnicos y auxiliares como una obra de esta envergadura necesita y por 
el apoyo económico conjunto del Estado y fundaciones particulares. 

El libro se divide en tres partes, dedicadas, por este orden, a cues
tiones generales, al manual de identificación y al material de referencia, 
dedicando la mayor parte, naturalmente, al manual de identificación. 
La lista de capítulos, es la siguiente^ 

Parte primera. Estudio generad. Cap. I, Historia; II, Diagnóstico 
genérico y sinominia; III , Observación y descripción de los Pénicillium; 
IV, Cultivos y conservación de los Pénicillium; V, Penicilinas.—Parte 
segunda. Manual descriptivo. Cap. VI, Empleo del manual; VII, Mono-
verticillata; VIII , Asymmetñca-Divaricata; IX, Asymmetrica-Velutina; 



136 BIBLIOGRAFÍA 

X, Asymmetrica-Lanata; XI, Asymmetrica-Funiculosa; Xll, Asimme-
trica-Fasciculata; XI I I , Biverticillata-Symmetrica; XIV, Polivertici-
llata; XV, Gliocladium, Paecilomyces y Scopulariopsis.—Parte tercera. 
Material de referencia. Cap. XVI Bibliografía especial; XVII, Biblio
grafía general; XVIII , índice de especies; XIX, Especies y variedades 
aceptadas.—índice. 

Por la relación que tiene con el Consejo Superior de Investigaciones 
Científicas y con esta Sociedad de Microbiólogos, nos complacemos en 
felicitar especialmente al Dr. Charles Thom, cuya fecunda actividad se 
ve coronada por esta magnífica obra acerca del género Pénicillium.— 
L. ViLAS. 

UNIVERSIDAD NACIONAL DE TUCUMÁN: Catálogo de Cultivos del Ar

chivo de Cepas Microbianas del Instituto de Microbiología.—Tucumán 
(R. A.), 1948, 132 páginas. 

Enviado atentamente por el Dr. Luis C. Verna, Director del Insti
tuto de Microbiología de Tucumán, hemos recibido el presente Catálogo 
de la colección de estirpes microbianas, que se encuentran archivadas 
en dicho Centro. 

Esta colección suministra cultivos puros a todas aquellas personas 
o instituciones que lo soliciten para fines médicos, industriales o cientí
ficos, si bien las estirpes de microorganismos patógenos, sólo se entre
gan a aquellas instituciones o personas de reconocida responsabilidad, 
debiendo en cada caso el solicitante indicar el destino que piensa dar a 
las estirpes pedidas. A su vez, el Archivo admite aquellas que le sean 
remitidas y que considere de interés para incorporarlas a la colección 
existente. 

Dividido en dos Secciones, Bacterias y Hongos, se sigue en el Ca
tálogo orden alfabético para los nombres de las especies, ajustándose 
la designación de las bacterias, generalmente, a la nomenclatura segui
da por el Manual de Bergey (1948), en tanto para la nomenclatura de 
los hongos se utiliza la dada por quienes los han remitido. En cada mi
croorganismo se indica el nombre, estirpe, origen, y aplicaciones prác
ticas, cuando las tuviere. 

Agradecemos cordialmente al Dr. Verna el envío de este Catálogo, 
que se encuentra a disposición de los estudiosos en la Biblioteca de nues
tra Sociedad. 
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R E V I S T A S 

Continuamos la publicación sistemática, por orden cronológico de 
los títulos de los trabajos que han aparecido en los últimos años en las 
principales revistas microbiológicas. Ello permite una fácil orientación 
dentro del panorama internacional de la especialidad. 

Las iniciales que van al final de cada cita corresponden al Centro en 
que se encuentra la publicación en ellas indicada, y cuya interpretación 
se da siempre al comienzo de las listas. Si aquéllas pertenecieran a bi
bliotecas personales de los señores socios, se indicará siempre, al final 
de la cita y entre paréntesis, el nombre, apellidos y dirección del pro
pietario de la publicación. Si existiera en varias bibliotecas la misma 
publicación, se indicarán todas, y sólo en el caso de ser excesivamente 
numerosas las referencias se hará selección de las mismas. 

L. M. M.—Laboratorio Municipal de Madrid. 

E. L A.—Escuela de Ingenieros Agrónomos. 

I. M. G. A.—Instituto de Microbiología General y Aplicada. 

E. Q. A.—Estación de Química Agrícola. 

I. E.—Instituto de Edafología. 

I. C.—Instituto Cajal. 

E. F. A. M.—Estación de Fitopatología Agrícola de Madrid. 

Mediante convenio con el servicio de Microfilm del Consejo Superior 
de Investigaciones Científicas, la SOCIEDAD puede facilitar a los señores 
socios reproducciones de los artículos que deseen, para lo cual bastará 
escribir al Secretario de la SOCIEDAD DE MICROBIÓLOGOS ESPAÑOLES, 

Serrano, 113, Madrid, precisando el número en negritas que encabeza 
el artículo cuya copia se solicita. 

Los precios y condiciones se detallan al final de esta Sección. 
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teriology, pág. 293, vol. 51, num. 3 march, 1946. I. E. 

647 
WAKSMAN (SELMAN A.) AND SCHATZ (ALBERT).—SozZ Enrichment 

and Development of Antagonistic Microorganisms.—Journal of Bacteriology, 
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Bacteriology, pág. 385, vol. 52, num. 3 September, 1946. I, E . 

756 
WAKSMAN (SELMAN A.), R E I L L Y (H. CHRISTINE) AND JOHNSTONE 

(DONALD B.).—Isolation of Streptomycin-producing Strains of Strep-
tomyces griseus.— Journal of Bacteriology, pág. 393, vol. 52, num. 3 Sep
tember, 1946. I. E. 

757 
ELROD (R. P.).—The Serological Relationship Between Erwinia tracheiphila 

and Species of Shigella.—yournaZ of Bacteriology, pág. 405, vol. 52, num. 4 
October, 1946. I. E . 

578 
H I L L I E R (JAMES) AND B A K E R (RIGHARD F.).—T/ie Mounting of Bac

teria for Electron Microscope Examination.—Journal of Bacteriology, 
pág. 411, vol. 52, num. 4 October, 1946. I. E . 

759 ^ 
GOLWELL (CHARLOTTE A.).-~Small Colony Variants of Escherichia coli.— 

Journal of Bacteriology, pág. 417, vol. 52, num. 4 October, 1946. I. E . 

760 
GLASSMAN (H. N.) AND E L B E R G (S.) .—T/ie Growth of Brucella in Aerated 

Liquid Cultures.—Journal Bacteriology, pág. 423, vol. 52, num. 4 Octo
ber, 1946. I. E. 

761 
STUART (G. A.), W H E E L E R (K. M.) AND M C G A N N (VIRGINIA).— 

Further Studies on One Anaerogenie Paracolon Organism, Type 29911.— 
Journal of Bacteriology, pág. 431, vol. 52, num. 4 October, 1946. I. E . 

762 
HOULIHAN (RALPH B.) AND COPLEY (ALFRED L.).—The Adhesion of 

Rabbit Platelets to Bacteria.—Journal Bacteriology, pág. 439, vol. 52, 
num. 4 October, 1946. I. E. 

763 
K E N N E R (BERNARD A.), QUISNO (ROBERT A.), FOTER (MILTON J.) 

AND GIBBY (IRVIN W.).—Ce/y/ Pyridinium Chloride. II. An in Vivo 
Method of Evaluation.—Journal of Bacteriology, pàg. 449, vol. 52, num. 4 
October, 1946. I. E . 
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764 
L E Y ( H E R B E R T L.) JR . , AND MUELLER (J. HOWARD),—On the Isolation 

from Agar of an Inhibitior for Neisseria gonorrhoeae.—Journal Bacte
riology, pág. 453, vol. 52, num. 4 October, 1946. I. E . 

765 
C H R I S T E N S E N (W. BLAKE).—i/rea Decomposition as a Means of Dif

ferentiating Proteus and Paracolon Cultures from Each Other and from 
Salmonella and Shigella Types.—Journal of Bacteriology, pág. 461, vol. 52, 
num. 4 October, 1946. I. E . 

766 
€OOPERMAN (J. M.), LICHSTEIN (H. C ) , CLARK (P. F.) AND E L V E H -

JEM (G. A.).—The Influence of Thiamine on the Susceptibility of Chicks 
to Avian Encephalomyelitis,—Journal of Bacteriology, pág. 467. vol. 52. 
num. 4 October, 1946. I. E. 

767 
K L E I N (MORTON) AND KIMMELMAN (LEONARD J.).—The Role of 

Spontaneous Variants in the Acquisition of Streptomycin Resistance by the 
Shigellas—Journal of Bacteriology, pág. 471, vol. 52, num. 4 October, 1946. 

L E. 
768 

H E N R Y (JANE E.) AND H E N R Y (R. J.).—S/udies on the Relationship 
Between Bacteriophage and Bacterial Host Cell. L Adsorption of Phage 
by Resistant Variants of Staphylococcus.—Journal of Bacteriology, pág. 481, 
voL 52, num. 4 October, 1946. I. E. 

769 
KNAYSI (GEORGES).—On the Inclusions of Hansenula anómala.—Journal 

of Bacteriology, pág. 487, vol. 52, num. 4 October, 1946. I. E-

770 
CONN (H. J.) AND DIMMICK (ISABEL).—Fiïiers Suitable for Separating 

Soil Bacteria from Bacteriophage.—Journal of Bacteriology, pág. 489. 
vol. 52, num. 4 October, 1946. I. E, 

771 
E D W A R D S (P. R.) AND B R U N E R ( D . W.).—Notes on Monophasic Salmo 

nella Cultures and Their Use in the Production of Diagnostic Serums.— 
Journal of Bacteriology, pág. 493, vol. 52, num. 4 October, 1946. I. E. 

772 
QUISNO (R.), FOTER (MILTON J.) AND G I B B Y (I. W.).—A Technique 

for Maintaining Standard Phenolic Resistance of Staphylococcus aureus.— 
Journal of Bacteriology, pág. 499, vol. 52, num. 4 October, 1946. I. E. 

773 
B U R R I S (R. H.) AND WILSON (P. W.).—Ammonia as an Intermediate in 

Nitrogen Fixation by Azotobacter.—Journal Bacteriology, pág. 505, 
vol. 52, num. 5 november, 1946. I. E. 

774 
KAPLAN (A. M.) AND E L B E R G (S.).—Concentration of Brucella suis from 

Broth Culture.—Journal of Bacteriology, pág. 513, vol. 52, num. 5 no-
vemberj 1946. I. E . 

775 
STUART (G. A.), W H E E L E R (K. M.), McGANN (VIRGINIA) AND HO

WARD (ISABEL).—Motility and Swarming of Some Enterobacteriaceae.— 
Journal of Bacteriology, pág. 519, vol. 52, num. 5 november, 1946. L E. 
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776 
HENRY (JANE E.) AND HENRY (R. J,).Studies on the Relationship 

Between Bacteriophage and Bacterial Host Cell. IL Differences in Car
bohydrate Metabolism of Phage-susceptible and Phage-resistant Variants 
of Staphylococcus.—Journal Bacteriology, pág. 527, vol. 52, num. 5 no-
vember, 1946. I. E. 

777 
FISHER (A. MURRAY).—A Study on the Mechanism of Action of Peni

cillin as Shown by Its Effect on Bacterial Morphology.—Journal of Bac
teriology, pág. 539, vol. 52, num. 5 november, 1946. I. E.. 

778 
GERHARDT (PHILIPP) , DORRELL (W. W.) AND BALDWIN (I. L.).— 

Citric Acid Fermentation of Beet Molasses.—Journal Bacteriology, pág. 555, 
vol. 52, num. 5 november, 1946. I. E . 

779 
NAYLOR (H. B.) AND SMITH (P. A.).—Factors Affecting the Viability of 

Serratia marcescens During Dehydration and Storage.—Journal of Bac
teriology, pág. 565, vol. 52, num. 5 november, 1946. I. E. 

780 
STRANDSKOV (FREDE) AND W Y S S ( O R V I L L E ) . — T h e Inhibition of 

Bacteria by Thiopyrimidines.—Journal Bacteriology, pág. 575. vol. 52, 
num. 5 november, 1946. I. E . 

781 
LOCKWOOD (LEWIS B.) AND NELSON (GEORGE E. N.).—T/ie Oxida-

tion of Pentoses by Pseudomonas.—Journal of Bacteriology, pág. 581, 
vol. 52, num. 5 november, 1946. I. E . 

782 
LITTLE ( J O H N E.) AND GRUBAUGH (KARL K.).—Antibiotic Activity of 

Some Crude Plant Juices.-—Journal of Bacteriology, pág. 587, vol. 52, 
num. 5 november, 1946. I. E . 

783 
ETCHELLS (JOHN L.) AND JONES (IVAN D.).—Characteristics of Lactic 

Acid Bacteria from Commercial Cucumber Fermentations.—Journal Bac
teriology, pág. 593, vol. 52, num. 5 november, 1946. I. E. 

784 
IRVING, J R . (GEORGE W.), FONTAINE (THOMAS D.) AND D O O L I T -

TLE (S. P.).—Partial Antibiotic Spectrum of Tomatin, an Antibiotic Agent 
from the Tomato Plant.—Journal of Bacteriology, pág. 601, vol. 52, num. 5 
november, 1946. I. E. 

785 
J U E N K E R (ARNOLD P.).—A Rapid Method of Phase Isolation in Salmo

nella Cultures.—Journal of Bacteriology, pág. 609, vol. 52, num. 5 no
vember, 1946. L E. 

786 
W H I F F E N (ALMA J.) , BOHONOS (NESTOR) AND EMERSON (R. L.).— 

The Production of an Antifungal Antibiotic by Streptomyces griseus.— 
Journal of Bacteriology, pág. 610, vol. 52, num. 5 november, 1946. I. E. 

787 
WICKERHAM (LYNFERD J ) , FLICKINGER (MAY H.) AND BURTON 
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(KERMIT A.).—A Modification of HenricVs Vegetable-Juice Sporulation 
Medium for Yeasts.—Journal of Bacteriology, pág. 611, vol. 52, num. 5 no-
vember, 1946. I. E. 

788 
ROBERTS (MARTHA H.) AND R A H N (OTTO).—Antisepsis and Ionization 

of Sodium Fluoride.—Journal of Bacteriology, pág. 612, voL 52, num. 5 
november, 1946. I. E. 

789 
SALVIN (S. B.).—An Antifungal Substance from a Strain of Aspergillus 

flavus.—Journal of Bacteriology, pág. 614, vol. 52, num. 5 november, 1946. 
I. E. 

790 
H O F F S T A D T (RACHEL E.) AND T R I P I (HELEN B.).—The Application 

of Walker's Index of Functional Normality to a Study of Developing Chick 
Embryos Infected with the Levaditi Strain of Vaccinia.—Journal of Bac
teriology, pág. 617,' vol. 52, num. 6 december, 1946. I. E. 

791 
GARDON (B. P.) AND B A R K E R (H. A.).~Two New Amino-Acid Fermen

ting Bacteria, Clostridium propionicum and Diplococcus glycinophilus.— 
Journal of Bacteriology, pág. 629, vol. 52, num. 6 december, 1946. I. E. 

792 
GUITERAS (ALBERT F.) AND SHAPIRO (REBECA L.).—A Bactericidal 

Detergent for Eating Utensils.—Journal of Bacteriology, pág. 635, vol. 52, 
num. 6 december, 1946. I. E. 

793 
ROBERTS (MARTHA HOLT) AND RAHN (OTTO).—The Amount of En

zyme Inactivation at Bacteriostatic and Bactericidal Concentrations of 
Disinfectants.—Journal of Bacteriology, pág. 639, vol. 52, num. 6 de 
cember, 1946. I. E. 

794 
LAWRENCE (C. A.), KLINGEL (H.) AND G O E T C H I U S (G.R.). —Studies 

on Highly Soluble Azo Sulfonamides.—Journal of Bacteriology, pág. 645, 
vol. 52, num. 6 december, 1946. I. E. 

795 
SPECK (MARVIN L.) AND MYERS (ROBERT P.).—The Viability of Dried 

Skim-Milk Cultures of Lactobacillus bulgaricus as Affected by the Tem
perature of Reconstitution.—Journal of Bacteriology, pág. 657, vol. 52, 
num. 6 december, 1946. I. E. 

796 
BURDON ( K E N N E T H l^.).—Fatty Material in Bacteria and Fungi Re

vealed by Staining Dried, Fixed Slide Preparations.—Journal of Bacte
riology, pág. 665, vol. 52, num. 6 december, 1946. I. E. 

797 
BURDON ( K E N N E T H h.).—Disparity in Appearance of True Hansen's 

Bacilli and Cultured «Leprosy Bacilli» When Stained for Fat.—Journal 
of Bacteriology, pág. 679, vol. 52, num. 6 december, 1946. I. E. 

798 
NUTINI (LEO G.) AND LYNCH (SISTER EVA MARIA).—Campar ative 

Action of an Extract of Brain Tissue and Penicillin on Staphylococcus 
aureus Infections.—Journal of Bacteriology, pág. 681, vol. 52, num. 6 de
cember, 1946. I. E. 
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799 
TOBIE (WALTER C.).—The So-called Pseudomonas YenáréílL—Journal 

of Bacteriology, pág. 685, vol. 52, num. 6 december, 1946. I. E . 

800 
L E V I N E (SEYMOUR) AND ORDAL (Z. JOHN).—Factors Influencing the 

Morphology of Blastomyces dermatitidis.—Journal of Bacteriology, pá
gina 687, vol. 52, num. 6 december, 1946. I. E. 

801 
BRAUN (ARMIN G.) AND ELROD (R. P.),—Stages in the Life History of 

Phytomonas tumefaciens.—Journal of Bacteriology, pág. 695, vol. 52, 
num. 6 december, 1946. I. E . 

802 
GRAY (WILLIAM D.).—T/ie Acclimatization of Yeast to High Concentra

tions of Glucose: The Subsequent Effect upon Alcohol Tolerance,—Journal 
of Bacteriology, pág. 703, vol. 52, num. 6 december, 1946. I. E . 

Fotocopias en Microfilm (Unidad = fotograma formato Leica, 24 x 36 mm.) 
a) En rollo de cinta continua. 
b) En filmofichas. 
La modalidad «filmoficha» por la gran facilidad de ordenación, archivación, localiza-

ción rápida de cintas y manejo de lectura, supera con mucho a la modalidad en rollo. 
Se llama «filmoficha» una tira de película de cinco fotogramas y medio (en otros sis
temas seis), en que caben diez páginas de libro ordinario (libro abierto, o sea dos pá
ginas cada foto). El medio fotograma que se añade (uno entero en otros sistemas) se des
tina a «referencia», es decir, título y signatura en la filmoteca y en el centro de origen. 
Las filmofichas, para ofrecer tales ventajas, van alojadas en unas carpetas «Filmoteca» 
especialmente dispuestas para contener diez de ellas (cien páginas o cincuenta folios) en 
lóculos perfectamente adaptados con sus referencias numéricas y espacio preciso para 
títulos, páginas y toda clase de indicaciones útiles. 

Fotocopias en papel : 
En positivo : a diversos tamaños ; se sirve juntamente el negativo en película, sin 

aumento de precio, si se pide. 
Precios (incluidos gastos de envío) : 
En microfilm : 50 céntimos por fotograma. Mínimo pagable : 2,50 ptas. (una filmo-

ficha). 

Carpeta «Filmoteca» : 2 ptas. Para cien páginas. 
En papel : tamaño 9 x 12 cms., 2 ptas. ; 13 x 18 cms., 2,50 ptas. ; 18 x 24 cms., 3 

ó 4 ptas., según el papel. .Tamaños mayores, precios a convenir en cada caso. 
Los pedidos, a la Secretaría de la SOCIEDAD DE MICROBIÓLOGOS ESPAÑOLES, Serra

no, 113, Madrid. 



NORMAS PARA LOS COLABORADORES 

a) Los originales, acompañados de un resumen en el idioma respectivo, debe
rán ir cuidadosamente escritos a máquina, a doble espacio, por una sola cara 
del papel (preferible holandesa o folio) y con márgenes suficientes, indicándose, 
en cada caso, el Centro donde ha sido realizado el trabajo. 

b) Los escritos en español se publicarán con el resumen propio y la traduc
ción de éste a, por lo menos, un idioma diferente, que elegirá la Revista cuando 
no lo indicara el colaborador; los trabajos extranjeros aparecerán traducidos, 
con el resumen de origen y otro en español. De las traducciones se encargará la 
Redacción de MICROBIOLOGÍA. 

c) Como norma general, los originales se redactarán en forma concisa, sin 
perjuicio del necesario desarrollo de los temas, y se evitará la descripción de mé
todos ya establecidos indicando la referencia correspondiente. La literatura cien
tífica se reducirá a aquella que tenga relación directa con el tema tratado, salvo 
en las revisiones y estudios análogos, en que la parte bibliográfica podrá alcan
zar la amplitud conveniente. 

d) Los dibujos, en hoja aparte, irán a tinta china, agrupados de manera que 
exijan el menor número y extensión de fotograbados; letras y números, a lápiz, 
para ponerlos a escala. Cuadros, fotografías y dibujos llevarán al pie la opor
tuna leyenda y la indicación del lugar que deben ocupar en el texto. 

e) Las citas bibliográficas, al final del original y numeradas alfabéticamente, 
se ajustarán al siguiente orden : apellidos del autor, nombre (inicial), año, título 
del trabajo (si se indica), nombre abreviado de la Revista (subrayado), tomo y 
páginas inicial y final del trabajo ; en los libros se indicará : apellidos, inicial 
del nombre, año, título completo de la obra, tomo, páginas, inicial y final de la 
cita (o capítulo), edición (no citada, se sobreentiende es la primera), editorial y 
población. 

Ejemplos : 
JORDÁN DE URRÍES, M . 1947. La sexualidad en una raza española de Sphajceloteca 

sorghi (Lk.) Clint. MICROS. ESPAÑ. I ; 69-80. 
MARCILLA, J . Tratado práctico de Viticultura y Enología españolas. II (Enología) : 

88-104. 2.a ed. S.A.E.T.A. Madrid. 

/) Efectuadas las oportunas correcciones, los colaboradores devolverán las 
pruebas en el plazo máximo de ocho días a partir de la fecha en que las recibieron. 

g) Cada autor recibirá 25 ejemplares de su trabajo ; si deseara mayor número 
deberá hacerlo constar al devolver las pruebas, siendo de su cuenta el importe 
de los que excedan de la cantidad citada. 

h) La Revista no se hace solidaria de los conceptos expuestos en los trabajos 
publicados, la responsabilidad de los cuales corresponde a sus autores. 


