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INSTITUTO DE EDAFOLOGÍA Y FISIOLOGIA VEGETAL 

DEPARTAMENTO DE MICROBIOLOGÍA DE MADRID 

EL CICLO ((L)) DE LAS BACTERIAS 

POR 

MIGUEL RUBIO HUERTOS (*) 

En 1935, Klienerberger-Nobel observó en unos cultivos de Strepto-
hacillus moniliformis im curioso organismo muy diferente, por sus di
mensiones, su morfología y los caracteres de sus colonias, de la bacteria 
normal, y que se parecía enormemente a los agentes de la plerineumo-
nía de los bóvidos y de la agalaxia contagiosa de las cabras y ovejas. 
K. Nobel dio el nombre de formas «L» (large bodies) a los cuerpos re
dondeados y grandes (large) que encontró en estos cultivos; de aquí el 
origen del nombre formas «L» para designar al conjunto de estas formas 
eií, adelante. 

Al conseguir Klienerberger-Nobel aislar en un cultivo puro esta fase, 
pensó que se trataba de un organismo específico que se encontraba en 
simbiosis con las bacterias normales, hasta que Dienes, estudiando el 
mismo fenómeno, probó que era una fase de la propia bacteria y que 
forma parte de un ciclo reproductivo de ésta, concepto actualmente ad
mitido por todos los autores, incluyendo a K. Nobel. 

En 1939 Dienes observó, sin poder aislarlas, formas semejantes en 
cultivo de Escherichia coli, de Haemophilus influenzae, pardinfluenzûe, 
Proteus vulgaris, Salmonellay Shigella, y pudo aislarlas en cultivo puro, 
a partir de cepas de B. flavobacterium y de Bacteraides funduliformis. 

Algo más tarde Pierce mostró en SWeptohacillus moniliformis que 
las formas «L» de este germen son muy resistentes a la penicilina, mien
tras que las formas normales son muy sensibles al antibiótico. Esta pro
piedad se ha revelado posteriormente como general para todas las for
mas «L». 

(*) Dirección actual: Instituto «Jaime Ferrán» de Microbiología, Joaquín 
Cosía, 32, Madrid. 
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En seguida se comprobó que no sólo las formas «L» eran resistentes 
a la penicilina, sino que parecían ser resistentes, en general, a una gran 
cantidad de agentes disgenésicos de diferente naturaleza, como el en
vejecimiento de los medios de cultivo, pequeñas concentraciones de sales 
minerales, fenol, algunos aminoácidos como la glicocola, otros antibió
ticos además de la penicilina, la acción de un bacteriófago débil, las 
bajas temperaturas, etc. (4, 8, 16, 18, 25). 

Una vez comprobada esta resistencia, se ha empleado para la in
ducción de las formas «L» en cultivos normales de bacterias, ya que su 
a,parición espontánea es escasa y difícil de comprobar. Así, el medio 
empleado actualmente para la obtención de formas «L», o inducción del 
ciclo completo en una bacteria, es la adición de penicüina o glicocola a 
medios de cultivo, o bien el ataque por medio de un bacteriófago débil 
a un cultivo muy reciente de la misma. 

La mayoría de los autores que han trabajado en formas «L» de di
ferentes bacterias se han limitado a su descripción y a la de los métodos 
empleados en la obtención, observación y aislamiento de dichas formas. 
Sin embargo, tanto Klienerberger-Nobel en Inglaterra, 1951, Dienes y 
Weimberger en los Estados Unidos y Tulasne en Francia, 1953, han re
lacionado las distintas formas «L» de manera que, partiendo de la for
ma normal, se llega otra vez a ella a través de una forma grande globosa 
y una fase filtrable, todo unido por una serie de formas intermedias cons
tituyendo un ciclo. 

En la interpretación de los hechos observados, así como en la con
catenación de las distintas fases del ciclo, existen algunas diferencias 
entre los autores citados. 

En 1954 presentamos una interpretación propia del ciclo «L» basa
da en un estudio morfológico de diversos tipos de bacterias, por medio 
dé los microscopios de contraste de fases, normal y electrónico, com
pletado con experiencias de filtración. 

Kellemberger, Liebermeister y Bonifas, en 1956, trabajando con 
Proteus vulgaris, presentan también un ciclo «L» que coincide exacta
mente con el publicado por nosotros. 

Últimamente los trabajos sobre formas P. P. L. O. («pleripneumonia-
like organisms») y protoplastos, muy relacionados con las formas «L», 
vienen a dar un mayor interés al estudio de este ciclo. 

Basados en nuestras experiencias anteriores con diferentes especies 
de Pseudomonas, Proteus vulgaris y Rhizobium principalmente, y las 
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realizadas en 1956 y 1957 sobre las formas «L» del Agrabacterium tu-
mefaciens (20), y otra bacteria Gram negativa aislada de tumores de 
«Crown-gall», cuyos resultados no se han publicado, describimos a con
tinuación la inducción y marcha del ciclo «L» para discutir, más tarde, 
las diferencias con las interpretaciones del ciclo «L» dadas por otros 
autores y las relaciones entre formas «L»̂  protoplastos, formas P. P. L. O. 
y las llamadas formas de involución. 

INDUCCIÓN DEL CICLO «L» 

Empleamos penicilina 5.000 a 10.000 U. I. 
por centímetro cúbico, o una solución acuosa 
estéril de glicocola al 1, al 5 o al 10 por 100, se
gún la bacteria (*). Se utilizan tubos de caldo 
agar inclinado, recién sembrado, y se añaden 
3-4 c. c. de la solución de penicilina o glicocola 
de manera que quede el líquido cubriendo la 
parte inferior del agar (fig. 1 ai). Las formas 
«L» se forman en la zona de difusión del líqui
do en el agar, y así se consigue una escala de 
concentración. También se ha hecho lo mismo 
en placas en las que se había inclinado un poco 
el agar de manera que el líquido quede en una i 
zona y parte del agar en seco (fig. 1 W. 

\y 

FlG. 1. 

MARCHA DEL CICLO «L» 

Al poco tiempo de ser añadido el antibiótico o la glicocola se observa 
la muerte y lisis de gran número de bacterias; pero otras, aunque pa
ralizan su división, crecen hasta alcanzar tamaños variables, siempre 
mayores que la forma normal, y en algunos casos (Ps. jluorescens + pe
nicilina) adquieren longitudes enormes. Al mismo tiempo hemos podido 

(*) Las cantidades de penicilina o glicocola deben verse en cada caso par
ticular (18). 
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comprobar cómo estas formas gigantes se hacen más transparentes, se
gún observó Klienerberger-Nobel. 

Formación de la fase «L» grande. 

Las formas bacilares mayores que las normales se hinchan por al
gunos puntos. Generalmente en uno de sus extremos, pero también es 
corriente, que sea en el centro, y estas protuberancias parece que van 
absorbiendo el resto de la bacteria, hasta quedar formado un solo cuer
po globoso, o discoidal, o bien se desprenden de la forma bacilar que
dando libres. En este momento hemos podido demostrar que estos cuer-

FiG. 2. 

pos discoidales o globosos poseen una membrana bien definida, en con
tra de lo que tanto Tulasne como K.-Nobel y otros autores sostienen, 
un citoplasma parecido al de una bacteria normal y una zona, homogé
nea más opaca a los electrones en el centro-, también parecida a la zona 
central de un bacilo (formas intermedias, fotos 5, 6 y 7). Otra de las 
cosas que hemos podido demostrar es la presencia de flagelos en estas 
formas, en los casos del Proteus vulgaris y Ps. jlnorescens, no sólo por 
las microfotografías electrónicas, sino ipor haber podido observar su 
movimiento en el microscopio de contraste de fases. 

Una vez liberados estos cuerpos discoidales, aumentan de tamaño y 
su parte central homogénea y compacta se divide progresivamente en 
granulos, cada vez menores, su membrana se va haciendo cada vez más 
débil, alcanzando en este punto la madurez, o sea son ya lo que deno
minamos forma «L» grande. Estas formas, a veces, aparecen vacuola-
das, sobre todo cuando se observan con el microscopio de contraste de 
fases. 
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Formación de la fase filtrable. 

Las formas «L» grandes pueden sufrir dos caminos diferentes de trans
formación : una, para dar lugar a la forma normal de nuevo, y otra, 
en determinadas condiciones, para dar las formas filtrables o formas «L» 
enanas. 

Si las condiciones disgenésicas se prolongan y, posiblemente, por la 
intervención de otros factores aún no bien determinados, la mayoría o 

todas las formas «L» grandes liberan las formas filtrables por rotura 
de su membrana. Según las microfotografías electrónicas, estas formas 
discoidales de un tamaño de 0,1 a 0,3 mieras de diámetro, parecen tener 
también membrana, citqplasma y una parte central más opaca a los elec
trones, como un núcleo. Hasta 1954 (21) no se había conseguido obtener 
microfotografías electrónicas de estas formas que no dejasen lugar a 
dudas sobre su naturaleza. En éstas que presentamos están muy claros 
los detalles que acabamos de describir, y además se puede observar que 
estas formas pĉ seen un crecimiento que las lleva a alcanzar el tamaño 
de las formas intermedias descritas para la formación de los cuerpos «L» 
grandes, con la misma morfolo^a, excepto la presencia de flagelos, ori
ginándose de nuevo las formas «L» grandes, cerrando así el ciclo se
cundario, como puede verse en el esquema adjunto (fig. 3). 
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Paso de la forma «L» grande a. forma nonnal. 

Según Stempen y Hutchinson en observaciones hechas en vivo con 
Proteus X 19, las formas «L» grandes regeneran de nuevo la forma nor
mal por un alargamiento de la forma globosa, hasta formar un bacilo 
que se divide subsecuentemente de forma corriente. 

Nosotros hemos observados algo muy parecido en Proteus: de una 
forma globosa grande crecen extrusiones del plasma en diferentes pla
nos, dando lugar a cadenas de bacterias normales (fig. Ah). 

V ic3lS5> 

PIG. 4 . 

Tulasne ha descrito la división de cuerpos globosos en tres o más 
formas bacilares por fragmentación. Nosotros, en todas las experiencias, 
no hemos podido comprobar esta manera de formarse la bacteria nor
mal, sino otra transformación gradual, en la que los granulos cromatí-
nicos se sitúan en forma anular, quedando una vacuola en el centro 
de la forma «L» grande. Una vez formado este anillo de granulos pare
cen unirse entre ellos, dando una masa homogénea que se rodea de una 
membrana propia. Más tarde el anillo compacto así formado se rompe 
por un lado, dejando unas formas en herradura, a veces unidos sus 
brazos todavía por restos de la membrana primitiva del cuerpo «L» 
grande, membrana que se reasorbe, dejando libre una forma bacilar en
corvada, que luego se divide, dando las formas normales (ñg. 4 d)^ 

Esta manera de regenerar la forma normal la hemos podido obser
var en Proteus vulgaris y Ps. fluorescens. 
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Aspecto macroscópico del fenómeno. Colonias «L». 

Igual que existe un cambio morfológico al pasar de las formas nor
males a las formas «L» apreciable al microscopio, este cambio se tradu
ce sobre el plano macroscópico por un tamaño y una morfología de las 
colonias «L» que difieren de las normales. 

Las colonias «L», es decir, las formadas por los diversos elemen
tos «L» («L» grandes, «L» pequeños y formas intermedias) son muy pe
queñas, difíciles de ver; se deben mirar con luz lateral, que incida so
bre la superficie del agar, y entonces resaltan como pequeños puntitos 
traslúcidos, poco levantados y brillantes. Estas colonias están constitui
das por formas «L» pequeñas en su mayor parte, restos de formas «L» 
grandes, flagelos, etc., y algunas formas «L» grandes aún intactas. 

Las colonias «L», en las cuales predominan los elementos «L» gran
des, son muy inestables, pues muchas de estas formas pasan a dar la 
forma normal, modificándose entonces el aspecto de la colonia, ya que 
se levanta en su borde un anillo más denso lechoso, y pronto toda la 
colonia «L» queda oculta o reemplazada por una colonia normal. 

Nosotros hemos podido obtener colonias «L» por dos caminos di
ferentes: a partir de filtrados, sembrando con pipeta en tubos de agar 
inclinado el sedimento tenue que aparece en los tubos de filtrado al cabo 
de cierto tiempo de incubación, y a partir de la forma normal tratán
dola con glicina o penicilina, en tubos o en placas de Petri. 

Experiencms de filtración. 

Hemos hecho diversos experimentos de filtración utilizando filtros 
Seitz, a veces sin tratar la bacteria por ningún agente de^ tipo químico 
o biológico, para que, al hacer el filtrado, este agente no pasase también 
y pudiese actuar sobre las formas filtrables, pues no sabíamos el efecto 
que sobre ellas pudiera producir; en este caso inducimos la formación 
de elementos «L» por envejecimiento del cultivo líquido; en otros ca
sos hemos utilizado una mezcla de microorganismos del suelo, en donde 
suponíamos que alguna de las bacterias pudiera encontrarse en forma 
filtrable, precisamente a causa de las acciones antagónicas entre unos 
y otros microorganismos, y, por último, hemos realizado la filtración de 
una suspensión en agua destilada, de colonias «L», inducidas por peni-
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cilina, seguido de ultracentrifugacion del filtrado para observar el sedi
mento en el microscopio electrónico. 

En los ex¡perimentos de filtración es de la mayor importancia el con
trol de los filtrados, y el esperar tiempo suficiente durante la incuba
ción para obtener resultados (esquema de la fig. 5), A veces es nece
sario esperar de quince a cuarenta días hasta que aparezca un leve 
depósito en el fondo del tubo con el líquido filtrado. (El probar los fil
trados a las veinticuatro a treinta y seis horas y ver que estaban es
tériles ha llevado a muchos investigadores a dejar el experimento.) Los 
resuicados han sido los siguientes : 

Con Proteus vulgaris sembrado en medio líquido (caldo glucosado) 
y dejando envejecer a temperatura ambiente durante treinta días, tras 
cuarenta y ocho horas de incubación a ST" C, hicimos filtrados que, una 
vez pasados por el control, incubamos a SI"" durante ocho-doce días, al 
cabo de los cuales, y al presentarse un depósito tenue, resembramos en 
tubo inclinado de agar lactosado y tornasol, observando al cabo de tres-
cuatro días la aparición de las pequeñísimas colonias «L» en algunos de 
los tubos, y en otros estas colonias y algunas de tipo normal (16i). 

La morfología de los elementos encontrados en las colonias pequeñas 
corresponde a formas «L» diversas. 

Resembrando de estas colonias en nuevo medio encontramos a las 
veinticuatro horas que, lo mismo las nuevas colonias formadas que sus 
elementos, correspondían a la forma normal del Proteus. 

Hemos obtenido el mismo resultado en cuanto a la morfología del 
depósito formado en los filtrados con la mezcla de bacterias del suelo; 
pero en este caso, al resembrar en tubo inclinado en: primera fase, úe 
formabBn rápidamente colonias de elementos normales de un bacilo es-
porulado igual a un microorganismo aislado de la mezcla antes del fil
trado, sin formarse colonias «L» (26). 

En el caso del filtrado de colonias «L» de Ps, fluorescens hicimos 
una ultracentrifugacion después de control para evitar contaminaciones, 
etcétera, *pero sin dejar pasar más de tres días, y vimos que únicamente 
habían pasado formas filtrables de tamaño homogéneo y en muy re
ducido número. 

El ciclo «L» completo, por lo tanto, responde al esquema de la figura 6. 
La parte primera del esquema, que representa el paso de la forma 

normal a «L» grande, y también el paso de dicha forma «L» grande a la 
normal otra vez, ha sido comprobado principalmente gracias a observa-
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ciones con el microscopio electrónico (fotos 2, 3, 4, 5) ; la formación de 
la fase filtrable sólo ha podido ser claramente observada por medio del 
microscopio electrónico, y su comprobación la hemos realizado por me
dio de los experimentos dê  filtración anteriormente descritos. 

En general, este ciclo coincide, en su mayor parte^ con los descritos 
por Klieneherger-Nobel y Tulasne y Bienes, aunque existen diferencias, 
como, por ejemplo, el modo de formación de cuerpos «L» grandes, que, 
según K.-Nobel, se forman por reunión de pequeños granulos o salen 
de lazos formados por el cuerpo bacteriano deformado en un largo fila
mento. De todas formas, esto sólo ha sido observado por dicho autor. 
Los demás investigadores están de acuerdo en una formación de cuer
pos «L» grandes a partir de la forma normal, según lo hemos descrito 
nosotros. 

Respecto a la presencia de membrana en las formas intermedias 
grandes, e incluso filtrables, como ha sido postulado por nosotros (1954, 
1955, 1956), lo hemos podido comprobar perfectamente en nuestras ob
servaciones con el microscopio electrónico y por sus reacciones osmó
ticas, y fué confirmado por Stemphen en 1956 trabajando sobre Proteus 
por medio de reacciones-histoquímicas. Es ésta una cuestión de interés 
en la cual queremos insistir, pues es posible que se trate de una carac
terística típica de las formas «L» producidas por ciertas bacterias y su 
diferencia con el concepto de «Protoplastos». 

En las bacterias existen dos tipos de cubiertas celulares: la pared 
celular rígida («cell wall») y la membrana celular que se encuentra en
tre aquélla y el protoplasto. La explicación que generalmente se ha dado 
a la formación de cuerpos esféricos, tanto en el caso de las formas «L» 
como en la ¡producción de protoplastos con lisozima, es que se originan 
por la destrucción parcial o total de la pared celular. Existe otra alter
nativa que no se ha tenido en cuenta, y es que, refiriéndonos sólo a las 
formas «L», se podrían formar cuerpos esféricos por un auténtico cre
cimiento organizado, y, a veces, parece ser éste el caso (Stempen y 
Hutchinson, 1951), aunque todavía no se ha podido llegar a probar de
finitivamente. El fenómeno de plasmoptisis (extrusión del plasma para 
formar una esfera), de todas formas, no puede ser explicado como fe
nómeno puramente osmótico, según WeibuU (1956). 

En las formas «L» está probado que existe una modificación de la 
pared celular que nosotros creemos progresiva, y llega un momento en 
que puede desaparecr del todo, dependiendo entonces de la estructura 
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más o menos fuerte.de la membrana celular las propiedades osmóticas 
de la forma «L»; la estructura y características de la membrana celu
lar pudieran variar según la especie bacteriana, y por ello se observan 
diferencias en el comportamiento ante las condiciones osmóticas en for
mas «L» producidas por bacterias diferentes (*); por ello, algunos auto
res no habrán podido observar la presencia de membrana (si ésta era 
muy tenue). 

En el caso de la liberación de las formas filtrables, la modificación, 
tanto de la pared celular como de la membrana, llega al límite y se lisan 
completamente. 

La modificación que sufren las membranas celulares parece ser de 
tipo reversible, ya que, a partir de las formas filtrables, se regeneran de 
nuevo las formas «L» grandes, y de ahí, segtin el medio en que se en
cuentren, se puede regenerar la bacteria normal otra vez. 

En el ciclo propuesto por Tulasne se supone que las formas filtra-
bles se multiplican además por división. Nosotros no hemos podido 
observar esta característica, y creemos que no existen pruebas conclu-
yentes de ello. El hecho del crecimiento gradual de las formas filtrables 
observado por los distintos autores, y que se ve claramente en nuestras 
fotografías electrónicas (foto 10), y el que, a partir de filtrados', tras un 
período de incubación, parezcan las formas «L» grandes y algunas in
termedias, ¡prueban que la multiplicación se efectúa a través de las for
mas «L» grandes. 

El que se hayan descrito distintas maneras de paso de la forma «L» 
grande a la forma normal, es posible que dependa del tipo de bacteria 
y del medio de cultivo en que se realiza la evolución. 

RELACIONES ENTRE FORMAS «L» Y PROTOPLASTOS, 
FORMAS DE INVOLUCIÓN Y P. P. L. O. 

a) Protoplastos. 

Según la mayor parte de los autores, la definición de protoplasto es 
la parte de la célula que se encuentra dentro de la pared celular, y 

(*) Las formas «L» producidas por el Pseudomonas aeruginosa tienen gran 
inestabilidad osmótica, y en las fotografías de estas formas con el microscopio 
electrónico no se observa membrana. MORENO SAN MARTÍN: Tesis doctoral, sin 
publicar.) 
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sería empleado también para designar una célula bacteriana que ha 
perdido su pared-celular rígida. 

La forma y obtención de los protoplastos es, a primera vista, tan 
semejante a la de las formas «L» que se confunden, y algunas veces 
no se sabe si un investigador, cuando habla de protoplastos, en reali
dad con lo que está trabajando es con formas «L», y viceversa. 

Los protoplastos se obtienen de dos maneras principales: por plas-
molisis y por un tratamiento controlado con lisozima en un medio es
tabilizador de la presión osmótica. Recientemente^ Jeynes, 1957, los ha 
obtenido con glicocola, igual que las formas «L». La forma de los pro
toplastos es esférica, y dentro de ellos se pueden observar algunas gra
nulaciones; su tamaño varía de 2 a 6 mieras de diámetro. 

Las diferencias de los protoplastos con las formas «L» parecen re
sidir en que son mucho más susceptibles que aquéllas a Schock osmó
tico (aunque existan formas «L» de algunas bacterias en que pase lo 
mismo), posiblemente porque las formas «L» conservan restos de la 
pared celular hasta su lisis final. En los protoplastos no se ha seguido 
por microscopía electrónica el resultado de la lisis, y si libera corpúscu
los viables. No se ha conseguido obtener protoplastos en medios de 
cultivo sólidos y muy aireados, y, por lo tanto, no se ha visto que for
men colonias. 

Se ha encontrado que los bacteriófagos pueden reproducirse en pro
toplastos una vez que el virus entra en él. En cambio, se ha visto que 
uno de los medios de inducir la formación de la fase «L» es por medio 
de un bacteriófago, y las formas «L» producidas son resistentes. 

Mcquillen (1955) observó la formación de protuberancias en los pro
toplastos, después de varias horas de cultivo; estas protuberancias pa
recen indicar un proceso de división. Al mismo tiempo este autor com
probó por turbimetría el crecimiento de los protoplastos en el medio 
estable. 

Respecto a este último punto nosotros, trabajando con las formas «L» 
de una bacteria Gram negativa aislada de tumores de «Crown-gall», 
hemos encontrado algunas formas que sugieren una división parecida 
ên las formas «L» intermedias (fotos núms. 11, 12, 13 y 14), que creemos 

son las primeras observaciones de este fenómeno realizadas en for
mas «L». No obstante, el no haber podido seguir esta división, in vivo, 
en el microscopio de contraste de fases¿ nos impide afirmar que estas for
mas se multipliquen de esta manera, 
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En algún momento las formas «L» pueden llenar la definición de 
protoplasto; pero, aparte de ese momento morfológico (cuando pier
den totalmente su pared celular), tienen un papel, una misión en la 
vida bacteriana, siguá/endo un proceso definido, a diferencia con los 
protoplastos, que hasta ahora parecen ser meras modificaciones de la 
célula bacteriana normal. 

b) Formas de involución. 

Las formas pleomórficas anormales de las bacterias han sido consi
deradas como formas de involución, es decir, formas degeneradas de la 
bacteria normal y condenadas a su extinción. Actualmente ha quedado 
demostrado que las formas «L» forman parte de un ciclo vital y, por 
lo tanto, son generativas, aunque representen un pleomorfismo típico. 
Las condiciones adversas en que se originan las formas «L» hacen que 
muchas formas normales sean destruidas antes de alcanzar el paso a 
la forma «L» que la hace resistente; pero incluso de estas formas no 
todas llegan a una maduración y a poder completar el ciclo «L»; esto 
se comprueba por la cantidad de membranas vacías que se observan 
en las preparaciones de formas «L», aunque también puede influir en 
esto el tratamiento bastante brusco de las preparaciones para poderlas 
observar al microscopio electrónico, estas formas, que no llegan a re
producirse, naturalmente, caerían dentro del concepto de formas de in
volución o degeneración. 

Radier y Rippel-Baldes creen que la diferencia entre formas «L» y 
formas de involución reside en que las primeras estarían desprovistas 
de membrana y las segundas no, lo cual no creemos que sea así. En 
general, existe bastante confusión con respecto a las formas llamadas 
de involución, y sería conveniente dar una definición clara de ellas de 
manera que sea posible caracterizarlas sin confusión con otras formas. 

c) Formas P. P. L. O. ({(Peripneumonia-Uke organismsy>). 

Para terminar esta rápida revisión de las relaciones más importan
tes de la fase «L» con otras formas, discutiremos las de los organismos 
parecidos a los de la peripneumonia de los bóvidos (P. P. L. O.), que 
se encuentran abundantemente en las mucosas y excreciones de diver
sos animales y el hombre. Siendo a veces patógenos para el huésped. 

Si se comparan morfológicamente las formas «L» y los organismos 
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P. P. L. 0., se ve en seguida una gran similaridad de caracteres. Micros
cópicamente son casi idénticas, pues en los organismos P. P. L. O. se 
encuentran también formas filtrables o cuerpos elementales, formas gi
gantes (como «L» grandes) y formas intermedias, su aspecto al micros
copio electrónico es bastante parecido, aunque existan ciertas diferen
cias, como crecimientos alargados y formas con abultamientos irregu
lares que las formas «L» no poseen. 

En el aspecto macroscópico las colonias P. P. L. O. son también idén
ticas a las producidas por las formas «L». Nos encontramos asi que, 
a,parte de la facultad que tienen las formas «L» de reproducir la bacteria 
de la que provienen, en sus demás características son casi iguales ambos 
grupos de organismos. 

La hipótesis, que creemos muy fundada, de que las formas P. P/ L. O. 
son formas «L» fijas, es decir, que han perdido la facultad de regenerar 
la forma normal, ha sido mantenida por Dienes, Klienerberger-Nobel y 
Tulasne, y además de las semejanzas descritas está basada en la crea
ción experimental de formas «L» fijas, es decir, que, sometidas a ciertas 
condiciones las formas «L» y haciendo pase tras pase de ellas en ese 
mismo medio, se llega a poder llevarlas a un medio normal sin que re
viertan a la forma original, manteniéndose en forma «L» por años. 

RESUMEN 

Se describe la inducción y formación de la fase «L» formando un 
ciclo reproductivo típico, generalizando ex,perimentos realizados con di
ferentes bacterias. 

Se describen las formas principales de dicho ciclo. 
Se discuten brevemente las relaciones con formas P. P. L. O., pro-

toplastos y formas de involución. 

SUMMARY 

The induction and formation of the L-cycle in different bacterial 
species are described and a detailed description of the principal bac
terial evolutional L forms is given. 

Some relationships between «L» forms, P. P. L. 0., protoplasts and 
involution forms are discussed. 
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FOTO 1. 

Pseudomonas florescens. Formación de hinchamientos y, subsecuentemente, 
de formas «L» intermedias. Microscopio normal. Fuschina fenicada. 

X 2.000. 

FOTO 2. 

Ps. fluorescens. Formación de cuerpo «L» a partir de un bacilo. Microsco
pio electrónico. 

X 21.000. 
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FOTO 3. 

Ps. fluorescens. Formación de un cuerpo «L» a partir de dos formas 
bacilares. Microscopio electrónico. 

X 21.000. 

FOTO 4. 

Ps. fluorescens. Formación lateral de un cuerpo «L». 
X 20.000. 



FOTO 5. 
Bacteria G. E'n el centro una forma intermedia con flagelos. En 
la parte inferior izquierda, una forma en la que se puede apre
ciar la formación de un nuevo bacilo. También se pueden apre
ciar algunas formas ñltrables diseminadas por la preparación. 

Microscopio electrónico. 
X 16.000. 

FOTO 6. 

Bacteria G. Forma «L» intermedia en la que se puede 
apreciar cómo el protoplasto se sale de la membrana. El 
punto pequeño oscuro corresponde al llamado punto de 

crecimiento. Microscopio electrónico. 
X 18.000. 



FOTO 7. 

Ps. fluorescens. Forma «L» intermedia con flagelos en la que se 
puede apreciar la división de la masa interna. Microscopio elec

trónico. 
X 27.000. 

FOTO 8. 

Ágrobacterium tumefaciens. Forma «L» grande: su parte central 
se ha dividido en pequeños granulos y la membrana se ha heciio 

más fina. Microscopio electrónico. 
X 21.000. 



FOTO 9. 

Bactedia G. Forma «L» grande. Los granulos se disponen alrededor 
de una vacuola central. Microscopio electrónico. 

X 21.000. 

FOTO 10. 

Ps. fluor enscens. Formas filtrables y restos de flagelos. Algunas de las for
mas están en crecimiento. Microscopio electrónico. 

X 21.000. 



FOTOS 11 Y 12 

Agrohacterium turne faciens. Formas «L» con es t rangulamientos . Microscopio 
electrónico. 

X 21.000. 



FOTOS 13 Y 14, 
A. tumefaciens. Formas «L» con estrangulamiento siguiendo un proceso de 

división. Microscopio electrónico. 
Todas las fotografías obtenidas con el microscopio electrónico han sido som

breadas con paiadio, excepto la 11 y la 12. 



DIRECCIÓN GENERAL DE AGRICULTURA 
INSTITUTO DE BIOLOGÍA DEL TABACO. SEVILLA (HELIÔPOLIS) 

LA FLORA BACTERIAííA DEL TABACO 

POR 

ANTONIO IZQUIERDDO TAMAYO 

La planta d^ tabaco, una vez terminado su ciclo vegetativo en el 
campo, es recolectada y colgada en locales apropiados («secaderos»), don
de se deseca, constituyendo lo que se llama tabaco seco* o curado; pero 
esta planta no sería utilisable para la industria ni constituiría el «tabaco 
comercial fumable» si no fuese sometida a la serie de operaciones que 
se denominan con él término más o menos impreciso de «fermentación». 
Durante este proceso, el más importante de cuantos se verifican en la 
industrialización del tabaco, el tabaco curado sufre una serie de trans
formaciones químicas, mediante las cuales, y en virtud del calor y pér
dida de peso, se obtiene el producto comercial (2). 

Los tabacos españoles se fermentan por el procedimiento denomina
do en masas o pilones, y también tipo «cubano». Consiste en la forma
ción de pilones de 5.000 a 15.000 kilos de tabaco, con humedad variable, 
pero en general escasa, que no suele pasar del 20 por 100; la tempera
tura sube de manera progresiva, que se interrumpe varias veces, des
haciendo la masa y rehaciéndola, alterando la posición relativa de las 
distintas partes. A veces, la temperatura alcanza los 60*" y 70°. En los 
diez-doce primeros días sube de la temperatura ambiente (unos 20°) 
hasta 55'' o más; entonces se hace un cambio, después del cual el pilón 
alcanza las mismas temperaturas, pero en doble espacio de tiempo. 

Desde hace largo tiempo se debaten dos teorías la explicación de los 
fenómenos que se realizan durante la fermentación : la enzimática y 
la microbiana (véase 2 y 9). La teoría microbiana ha estado sostenida, 
fundamentalmente, por los trabajos de Rcíid, Mckinstry y Haley, de la 
Universidad de Pensylvania (U. S. A.)/(11), y por los de Giovannozzi 
(4-5 y 6) en el Instituto Expérimentai de Scafati, así como por los de 
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Jensen y Parmele (10). En España las primeras investigaciones acerca 
de la microbiología del tabaco se deben a Alcaraz y Beneyto (1) ; des-
puéé han estudiado la cuestión Izquierdo Tamayo y González Can
cho (1-8 y 9). En la actualidad tiende a superarse el exclusivismo de 
tales teorías, ya que pueden intervenir tanto los microorganismos como 
los enzimas^ según las circunstancias. 

La fermentación del tabaco es un proceso extraordinariamente com
plejo, en el cual colaboran una serie de factores muy variados, los que 
influyen en la serie de transformaciones que convierten el .tabaco seco 
o curado en «tabaco fermentado». Existen, por una parte, las transfor
maciones naturales que todo producto vegetal seco experimenta y en 
las que puede haber ima intensa colaboración de enzimas; este proceso 
bioquímico es mal conocido en sus detalles. Por otra parte, al produ
cirse humedad y temperatura en los montones de tabaco, se da un am
biente favorable para el desarrollo de múltiples microorganismos; de 
éstos, algunos (mohos) pueden ocasionar perturbaciones perjudiciales 
en el producto, comunicándole olores y sabores desagi^adables; otros, 
como las bacterias, parece que en muchos casos pueden ser factores im
portantes y positivos de ciertas transformaciones^ produciendo aroma y 
características útiles. Todos los factores mencionados quedan, además, 
poderosamente influidos por las circunstancias del ambiente (aire-tem
peratura-humedad). 

A. Frey Wyssling (3) nos ofrece ideas muy claras sobre el conjunto 
del proceso curado-fermentación. Este autor distingue tres fenómenos 
diferentes en el proceso: 

1.'' La autolisis, debida a la actividad de las propias enzimas de la 
hoja. La actuación de las desmolasas se lleva a cabo aun sin el auxilio 
de agua^ y produce una destrucción de materia orgánica, y como pro
ductos ñnales anhídrido carbónico^ que es liberado^ e hidrógeno; éste 
sigue una suerte distinta, según un camino aerobio o anaerobio. En 
aerobiosis es fijado, mediante fermentos especiales, al oxígeno activado 
(«aceptor»), liberándose agua y calor (respiración). En anaerobiosis, los 
<caceptores» son los propios productos de las descomposiciones molecu
lares que sufren una reducción al aceptar el hidrógeno liberado. Todos 
estos fenómenos también tienen lugar en las hojas secas, manifestándose 
la fermentación tan sólo cuando se amontonan las hojas. En cuanto fal
ta el agua, indispensable para su actividad, se paralizan las hidrolasas, 
manteniendo en cambio su acción las desmolasas. Al amontonar las ho-
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jas, el agua que se forma no puede evaporarse, obstaculizándose igual
mente la irradiación de calor; al aumentar la humedad por trasudación 
de la masa foliar, inician sus funciones las hidrolasas, descomponiendo 
varios poUsacáridos en monosacáridos, los polipéptidos en aminoácidos 
y los diversos glucósidos en sus azúcares y agluconas. Este proceso es 
de un interés particular, ya que muchas sustancias odorantes y aromá
ticas se encuentran en las hojas en forma de glucósidos no volatilizables ; 
tan sólo como consecuencia de la fermentación pueden liberarse y ser 
percibidos por nuestros sentidos. 

2 0 Fermentaaión microbiana.—^Como consecuencia de los fenóme
nos anteriores, se obtiene un medio adecuado para el desarrollo de los 
microorganismos, con agua y diversas sustancias disueltas (azúcares y 
compuestos nitrogenados). En este momento se produce la fermentación 
microbiana, a veces nxuy intensa. La hipótesis bac)te|riana encuentra 
siempre el obstáculo de la escasa humedad del tabaco (18 por 100), ya 
que para el desarrollo óptimo de bacterias se precisan humedades, por 
lo menos, de 28 por 100 para arriba. 

3.° Autooxidac'ón.—^A temperaturas superiores a los 80^, los enzi
mas y los microbios son destruidos; esto no obstante, las hojas conti
núan absorbiendo oxígeno, tanto más cuanto más elevada es la tempe
ratura, lo que se debe a una autooxidación de combinaciones químicas 
lábiles, que se forman a altas temperaturas (por ejemplo, fructosa). Este 
fenómeno juega un papel importante en la fermentación de tabacos ex
puestos a altas temperaturas, y da como resultado un oscurecimiento 
de los mismos. 

I. VARIACIONES CUANTITATIVAS DE LA POBLACIÓN 
MICROBIANA EN LOS PILONES DE TABACO 

El procedimiento empleado por nosotros se basa, principalmente, en 
los trabajos de Giovannozzi (5). Un gramo de tabaco es picado y macha
cado oon 100 c. c. de agua estéril; así se obtiene una dilución 1:100, a 
partir de la cual se hacen todas las demás. Las diluciones empleadas 
oscilan entre 1:100 hasta 1:1.000.000, sembrándose, en fin, en las pla
cas un centímetro cúbico de la dilución conveniente. El medio emplea
do ha sido casi siempre el agar común al extracto de carne, ajustado a 
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un pH neutro. En algunos casos, no obstante, hemos empleado la infu
sión de tabaco pep tonada y glucosada, solidificada con agar-agar. 

La toma de muestras se ha realizado en el Centro de Fermentación 
de Santiponce (hoy en La Rinconada), a lo largo de todo el proceso, o 
eíea primeramente de tabaco curado o seco y después en distintos inter
valos de temperatura. 

El número de muestras analizadas y en las que se han verificado re
cuentos es de 54. 

A continuación ofrecemos un cuadro con los resultados, resumidos, 
de los recuentos efectuados. ^ 
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CUADRO I 

DESARROLLO DE MICROORGANISMOS EN LOS PILONES DE TABACO 

Campaña 1949-50. 

"Tabaco curado ... ... 
» » 
» » 

Tabaco fermentado .. 
» » 
» » .. 
» » 
» » 
» » ... 

Campaña 1951-52. 

Tabaco curado 
Tabaco fermentado .. 

» » 
» » 
» » 

Tempera tu ra 

—' 
— 
— • 
33<5 

42o 
44o 
66° 
70o 
71o 

• 

350 
470 
69o 
71o 

Segunda fase del pilón (después de 
E n la iniciación: 

Tabaco fermentado .. 
» » 
» » 

Ccmipaña 1953-54. 

Tabaco curado 
Fermentado (C) 

» (O 
» (P) 
» (O 

. » (P) 
» ' (P) 
» (C) ... .. 

— 
440 
510 
530 

36o 
450 

. . . . 470 
56o 

. . . . 46o 
450 
580 

Segunda fase del pilón (después de 
E n la iniciación: 

F e r m e n t a d o 
» . . . . . . . . . 

— 
570 
60<* 

Humedad 

___ 
— 

- _^ 
—. 
—, 
— 
— 
— 
— 

12,93 
13,67 
17,5 
15,64 

% 
% 
% 
% 

17,41 % 

u n cambio). 

17,5 
16,6 
16,6 
16,6 

18 
18,5 
18,5 
18,8 
17,7 
17,6 
17,6 
18 

% 
% 
% 
% 

% 
% 
% 
% 
% 
% 
% 
% 

u n cambio). 

19,5 
19,7 
15,8 

% 
% 
% 

Microorganismos por gramo 
Bacterias Mohos 

600.000 
500,000 
400.000 
460.000 
400.000 
500.000 

40.000 
40.000 
24.000 

586.666 
210.000 
252,000 

59.000 
10.000 

11.000 
4.000 
3.000 
7.000 

127.000 
1.240.00O 

53.650 
111.880 

18.150 
68.300 
17.000 
80.600 

2.50Ô ' 
8.500 

100 

-150.000 
6.000.000 

^-
— 
— 

. ^ — • 

— 
— 

400.000 
10.000 

• — 

— 
— 

— 
; : 

,,—, 
— 

30.000 
21.000 
— 
—, 
- T - -

• 
- : • . _ _ - • • 

— 
— 

NOTA.—La C significa muestra tomada del centro del pilón. La P. muestra to-
"mada de la periferia del mismo. 
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De la observación del cuadro anterior pueden hacerse las siguientes 
deducciones: 

1.* En la campaña 1949-50 se registra un aumento de la población 
microbiana a los 33° y otro a los 44 .̂ Existen, por consiguiente, dos pe
ríodos de multiplicación. A partir de los .44'' el número de microorganis
mos disminuye ininterrumpidamente. (Véase la gráfica I.) 

2.* En la camparla 1951-52 se registra un descenso notable a los 35°. 
Hay que tener en cuenta que en 1949-50 el aumento tuvo lugar un poco 
antes, a los 33*̂ . La primera muestra fué tomada a los cinco días; por 
esta razón no podemos saber isi, en días anteriores, tuvo lugar la fase 
de multiplicación. De unos pilones a otros es natural que existan dife
rencias en lo que concierne a la rapidez con que alcanzan determinada 
temperatura ; por otra parte, no puede pensarse en im momento y tem
peratura exacta en la que exista multiplicación de bacterias, puesto que 
todo ello está sometido a los límites naturales de la variabilidad. En 
cambio, sí se registra^, en esta campaña, el segundo aumento, análogo 
al de 1949-50, a los 47^ (Véase la gráfica II.) 

3.* En la campaña 1953-54, el aumento del número de bacterias es 
notable al alcanzar los 36°, que tiene lugar en los cinco primeros días; 
después'el número disminuye sin interrupción (véase la gráfica III). 
Desde los doce días no fué tomada ninguna muestra hasta los veinti
cuatro días, sin que podamos saber^ por tanto, si durante este período 
hubo alguna segimda fase de multiplicación análoga a la ya registrada 
en los años anteriores. Un hecho digno de notar, en esta campaña, es 
que en las muestras tomadas an la periferia de la masa la disminución 
del número de microorganismos es menor que en las tomadas del cen
tro de la misma. 

4.* En los pilones de tabaco en fermentación existen por consiguien
te, en líneas generales, dos períodos de multiplicación de microorganis
mos y, por tanto, de posible actividad microbiana. Aunque se registra 
una gran variabilidad de unos pilones a otros, el primer incremento tie
ne lugar entre los 33 -̂36'' y el segundo entre los 44M7^, siendo siempre 
mayor el primero que el segundo. Unos pilones suben más rápidamente 
que otros, y, por tanto^ la fecha en que alcanzan el primer máximo es 
variable^ aunque casi siempre tiene lugar durante los cinco primeros 
días. A partir de los 50° el número de bacterias disminuye considera
blemente. 

5.̂  Se puede suponer la existencia, en el tabaco, de dos tipos o gru-
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EVOLUCIÓN DE LA POBLACIÓN MICROBIANA EN Eí. PILON 

(CAMPAÑA 1949-50) 

DUUt 

O 

ío AOO 
& . 1 
V-

O - • 

H 3001 
E 
CO 

o 
E CO 

CÜ 

fe 200 
O 

o 

E 
-o 

o 
1 400 

»3 
se : 

- tn Jf 
- '^ \ 

z. " 
- u 

i s 

i 
E 

E 

i 

i 
E 

^ 

5 

E ^• 

Ê 

E 

íliiiím iiiiiiiii íiiiiiiii l i t i i i i i i i iiiiüiii l l l t i l l l i l iiiiiiiri Imriiiii í 1IH MU 

. 

UULUHJL nimiii 

- 1 

'•:: 1 

S> 
iniinni 

20* 30' 40* 50' 60' 70" 

Temperaturas del pilón 

GRÁFICA I. 



394 ANTONIO IZQUIERDO TAMAYO 

EVOLUCIÓN DE LA POBLACIÓN MICROBIANA EN EL PILON 

(CAMPAÑA t95i-52) 
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(CAMPAÑA 1953-54) 
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pos de bacterias: unas, que encuentran su óptimo de multiplicación a 
los 33°-36°, y otras, que lo tienen a los 44M7^. 

6.̂  En la segunda fase del pilón, después de un cambio, hay una 
disminución inicial, seguida de un aumento del número de microorga
nismos a los 53''-57''. Después, el número disminuye y decae grandemente. 

7.* Existe una relación entre el aumento de bacterias y el aumento 
de la humedad. En la campaña 1951-52 (véase el Cuadro II) puede verse 
esto; así, el aumento de microorganismos que tiene lugar a los 47° coin
cide con un aumento del grado de humedad, que del 13,67 por 100 pasa 
al 17,5 por 100. En 1953-54 la humedad en los cinco primeros días se 
mantiene estacionaria, con un ligero aumento (de 18 por 100 a 18,5 por 
100); el único factor de multiplicación ha sido aquí, por tanto, la tem
peratura. Después la humedad disminuye poco, pero la temperatura 
aumenta y el número de bacterias decae por consiguiente. La multipli
cación de bacterias coincide siempre con aumento o al menos estabili
zación de humedad; cuando ésta disminuye nunca hay aumento en el 
número de microorganismos. ; 

8.̂  iLiOs mohos desaparecen con el aumento de temperatura. 
9.* bos números de microorganismos encontrados por nosotros son 

muy pequeños, en comparación con los que ofrecen otros autores; pero 
también son más bajas las cifras de humedad, que, como puede verse en 
el Cuadro I, oscilan entre el 17-20 por 100 con un mínimo del 12 por 100; 
En Italia, Giovannozzi (4) encuentra cifras de humedad de 25-30 por 100 
con una media de 23.000.000 de microorganismos por centímetro cúbico 
en el tabaco curado, que sube al fermentar a 860.000.000. Reid Mckinstry 
y Haley (11), en Pensylvania, registran números de 2.000 y 1,000 millo
nes por centímetro cúbico con humedades del 40 por 100. Jensen y Par-
mele (10), con cifras de humedad del 30 al 40 por 100, encuentran núme
ros de microorganismos de hasta 110.000.000 por centímetro cúbico. 

II. FLORA BACTERIANA DEL TABACO 

Dejando aparte los numerosos mohos aislados (Aspergillus y Péni
cillium, principalmente), así como- algunos Streptomyces, los microorga
nismos del tabaco son, principalmente. Bacillus y Micrococcus. (Véase 
la última edición del Bergey, 1948.) 

Los'~proce4imientos de identificación .han sido, principalmente, los 

10 :: 
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indicados en el «Manual of Methods for pure Culture Study of Bacteria» 
. (publicado por «The Committee on Bacterioloigical Technic of the So
ciety of American Bacteriologists», Geneve, N. Y.); pueden verse> tam
bién, resumidos en la memoria de Izquierdo Tamayo (9). 

Género Bacillus (familia Baciláceas).—Bacilos «sporógenos (forma-
dores de espora resistente), aerobios, casi siempre Gram-positivos. He
mos aislado 97 cepas de este tipo de bacterias, que pueden agruparse 
en dos secciones, de acuerdo con Smith, Gordon y Clark (12). Las dis
tintas especies o agrupaciones específicas encontradas pueden diferen
ciarse de acuerdo con la siguiente clave: 

Clave para diferenciar los bacilos del tabaco, 

1. Diámetro del bacilo vegetativo menor de 0,9 mieras. 

a) Desarrollo a pH 6. Producen açetil-metil-carbinol. 
b) Gelatina hidrolizada (método de Frazier). Acido formado de ara-

bínosa o xilosa en medio con nitrógeno amoniacal. 
c) Almidón hidrolizado. Nitratos re

ducido a nitritos ... Bacillus SubUlis. 
ce) Almidón no hidrolizado. Nitratos 

no reducidos Bacillus Pumilus. 
bb) Gelatina no hidrolizada. No produce 

ácido de xilosa y arabinosa en medio 
con nitrógeno amoniacal Bacillus coagulans. 

2. Diámetro del bacilo vegetativo 0,9 mieras o más. 

a) Produce ácido de xilosa y arabinosa 
en medio con nitrógeno amoniacal. No 
produce acetil-metil-carbinol B^cilhis Megatherium, 

aa) No produce ácido de xilosa y arabino
sa en medio con nitrógeno amoniacal. 
Produce acetil-metil-carbinol. 
c) Desarrollo en agar no rizoide ... Bacillus Cereus, 

ce) Desarrollo en agar "rizoide . . . . . . B. Cereus YSLT. My cuides. 

Queremos llamar la atención sobre el hecho de la abundancia con 
que se encuentran, en el tabaco, bacilos que no pueden clasificarse con 

11 
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seguridad en niiíguna de las especies admitidas. Se trata de formas que 
presentan, mezclados, caracteres de varias de ellas; son formas de tran
sición, intermedias o resultado de adaptaciones especiales (con forma
ción de los correspondientes enzimas de adaptación). Hemos aislado 97 
cepas de Bacillus, áe las cuales 50 son intermedias. Se distribuyen así: 

JBacülus SubtiMs 25 cepas 
Badllus Pumilus :.. ... 11 cepas 
Bacillus Megatherium 1 cepa 
Bacillus Cêreus ... ... 4 cepas 
Bacillus Mycoldes 8' cepas 
Bacillus Subtilis-Pumilus (intermedia) 10 cepas 
Bacilkis Subtüis-Coagulans 3 cepas 
Bacillus Megatherium-Cereus 35 cepas . 

BaCillus Subtilis Cohn, emend. Prazmowski. 

Diagnosis.—Bacilo esporógeno cuyo diámetro de la forma vegetativa 
es menor de 0,9 mieras; Gram-positivo, aunque algunas cepas pueden 
ser Gram-variables ; su longitud más frecuente son 1,8 — 2,5 mieras 
(Lámina V, figs. 17 y 18. Casi siempre móvil. Espora elíptica, central o 
subterminal, sin deformar el cuerpo del bacilo (fig. 18, Lám. V). Se des
arrolla en caldo a pH 6. Produce acetil-metil-carbinol. HMroliza la ge
latina. Produce ácido de xilosa y arabinosa en medio con N. amonacal. 
Hidroliza el almidón. Reduce los nitratos a nitritos. Utiliza los citratos. 
No produce indol ni SH^. Coagula y acidifica la leche tornasolada y di
giere la caseína. Todas las cepas han fermentado la glucosa, sacarosa, 
levulosa, maltosa y manita; ninguna ha fermentado la lactosa; algunas 
han fermentado la galactosa.. Ninguna cepa ha producido gases en la fer
mentación de carbohidratos; sólo ácido. 

Las colonias en agar del B. SwbtildS, aunque muy polimorfas, res
ponden, en general, a unos cuantos tipos. Unas son pequeñas, superfi
ciales, de unos 5 mm. de diámetro, brillantes, estrelladas, de color blan
co, con las terminaciones de las ramificaciones lobuladas, las cuales se 
hunden algo en el medio (Lámina III , fig. 9 A); otras veces son algo 
ovaladas, poco levantadas sobre el medió, con la superficie finamente 
rugosa y los bordes algo dentados, con finas ramificaciones, color amari-

12 
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lío y cremoso, de unos 7-8 mm. (Lámina IV, fig. 12 A.) Otro tipo co
rresponde a colonias extendidas^ que ocupan a veces casi toda la super
ficie de la placa; puede tener forma irregular o algo ameboide, color 
blanco sucio o parduzco y algunas ramificaciones lobuladas (Lámina II, 
figura 5 A) que se extienden más o menos ; pueden ser grandes 3-4 cm.), 
superficiales, blancas, con abundantes ramificaciones que parten de un 
círculo central pequeño y que terminan en extremos ensanchados y lo
bulados o en finas ramificaciones que se extienden (Lámina III, fig. 10) ; 
la superficie suele ser lisa y brillante. 

En caldo suelen formar una película o velo consistente, rugoso o 
liso, frágil, que trepa por las paredes del tubo; el caldo queda comple
tamente transparente. (Lámina V, fig. 15 A.) 

BûcilÎMs Pumilus Gottheil. 

Diagnosis.—Bacilo esporógeño cuyo diámetro de la forma vegetativa 
es menor de 0,9 mieras; Gram-positivo, aunque algunas cepas pueden 
ser Gram-variables; longitud del bacilo^ 1,4 — 2,3 mieras; casi siempre 
muy móvil. Espora elíptica, central ó subterminal, sin deformar el cuer
po del bacilo. Se desarrolla en caldo a pH 6; produce acetil-metil-carbi-
nol; hidroliza la gelatina. Produce ácido de xilosa y arabinosa en medio 
con nitrógeno amoniacal. No hidroliza el almidón. No reduce los nitra* 
tos. Utiliza los citratos. No produce indol ni SH^. Coagula y acidifica la 
leche tornasolada y digiere la caseína. Todas las cepas han fermentado, 
produciendo ácido/pero Ho gas, la glucosa, levulosa, sacarosa y manita; 
ninguna ha fermentado la lactosa, ni la galactosa ni la maltosa. Las afi
nidades de esta especie con B. Subtilis son evidentes; se distingue cla
ramente por no hidrolizar el almidón ni reducir los nitratos; existen, no 
obstante, formas intermedias. Los antiguos B. Mesenteticus y B, Vul-
ga¿t¿^ pueden considerarse como meras variantes, respectivamente, del 
B. Pumilus y del B, Subtilis, (Véase 9.) ' 

has colonias en agar responden, frecuentemente, a un tipo muy ca
racterístico ; son superficiales^ blancas, brillantes, con una porción cen* 
tral circular, de la que parten nuñierosas ramificaciones dendríticas con 
extremos lobulados; el aspecto del conjunto es el de un sol esquemático 
(Lámina I, fig. 2 A; Lámina III, fig. 7); este tipo de colonia, a veces, 
se extiende totalmente o por medio de algunas ramificaciones (Lámina II. 
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figura 4 A). También forma colonias pequeñas de 1,5 — 2 mm., circula
res, algo levantadas sobre el medio^ blancas, de superficie y bordes lisos 
(Lámina I, fig. 3 B; Lámina II, fig. 5 B; Lámina lY, fig. 12 D). 
_ Eïi caldo el desarrollo tiene características análogas al de B. Subtüis. 

Bacillus Megatherium De Bary. 

Diagnosis. Bacilo esporógeno; diámetro de lá forma vegetativa, 0,9 
mieras o más; Gram-positivo, aunque algunos se colorean de manera 
irregular; longitud del bacilo, 2,1 —̂  2,4 mieras; móvil; espora elíptica, 
central o subterminal, sin deformar el cuerpo del bacilo. Se desarrolla en 
caldo a pH 6; no produce acetil-metil-carbinol. Hidroliza la gelatina. 
Produce ácido de xilosa y arabinosa en medio con nitrógeno amoniacal. 
Hidroliza el almidón. Reduce los nitratos a nitritos. Utiliza los citrates. 
No produce indol ni SH^. Coagula y acidifica la leche tornasolada y di
giere el coágulo. Fermenta, con producción de ácido, pero no de gas, la 
glucosa, levolusa, sacarosa y manita. No fermenta la lactosa, galactosa 
ni maltosa. 

Las colonias en agar suelen ser redondas, de consistencia algo mu
cosa, de unos 5 mm,, con un reborde de color blanco-sucio. 

En caldo se desarrolla formando un velo o película lisa, que sube por 
las paredes del tubo; el caldo queda transparente. 

Baciilus Cereus Frankland and Frankland. 

Diagnosis.—Bacilo esporógeno; diámetro de la forma vegetativa, 
0,9 mieras o más (1 — 1̂ 3 y hasta 1,6 mieras); Gram-ipositivo, formando 
largas cedenas estreptobacilares (Lámina V, fig. 16); longitud, 1,7 a 2,8 
mieras ; bacilo ovalado con extremos claramente redondeados ; móvil, 
aunque algunas cepas carecen le esta particularidad; espi>ra elíptica, 
central, sin deformar el cuerpo del bacilo. No suele desarrollarse en cal
do a pH 6. Produce acetil-metil-carbinol. Hidroliza la gelatina. No pro
duce ácido de xilosa y arabinosa en medio con nitrógeno amoniacal. Hi
droliza el almidón. Reduce los nitratos a nitritos. Unas cepas utilizan los 
citratos, otras no. No produce indol ni SH^. Sobre la leche tornasolada 
la acción es variable, Uegando en alguna cepa a alcalinizarla y producir 
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putrefacción. Suele fermentar con producción de ácido, pero no de gas, 
la glucosa, levulosa, sacarosa, maltosa, manita; no fermenta la lactosa 
ni la galactosa; alguna cepa sólo la glucosa. 

Las colonias en agar son circulares, blancas, poco levantadas sobre 
el medio^ de aspecto céreo ; de unos 7 mm. de diámetro, con un reborde 
y superficie mate. 

En caldo, suele formar película o velo¿ pero otras cepas dejan sedi
mento pulverulento, enturbiando ligeramente el medio. 

Bacillus Mycoides Flugge. 

En realidad se trata de una variedad de B. Cereus con quien coinci
de en .todos sus caracteres. Se diferencia por su desarrollo en medios só
lidos, en los que forma largos filamentos rizoides (aspecto de raicillas), 
que se extienden por la superficie del medio, recurvándose y entrela
zándose como el micelio de un moho u hongo .(de ahí el nombre espe
cífico). 

Las colonias en agm son^ por lo común, muy características; extendi
das, de color grisáceo, poco levantadas sobre el medio; extendiéndose por 
toda la superficie de la placa mediante ramificaciones que forman largas 
hebras, como raicillas o micelios, constituyendo una verdadera maraña 
(Lámina II, fig. 5 C); color blanco-grisáceo y superficie finamente gra
nulosa. Forman, con frecuencia, núcleos más densos y de mayor consis
tencia, de los cuales parten una serie de ramificaciones divergentes y 
entrelazadas (Lámina II, fig. 6). 

B. Subtüis-Pwmilus (Intermedio). 

Diez cepas entran en esta agrupación, de las cuales una no ha hidro-
lizado el almidón (carácter de B, Pumüus), pero ha reducido los nitra
tos (carácter de B. Subtilis); todos los demás caracteres coinciden más 
con B. SubtiMs, y lo mismo ocurre a las otras nueve cepas; lo que nos 
induce a considerarlas como intermedias es el hecho *de que ninguna 
ha reducido los nitratos. 

Morfológicamente son, con frecuencia, diplo-bacilos, y se colorean 
irregularmente por el Gram, es decir, son Gram-variables ; los bacilos 
suelen formar agrupaciones paralelas. 
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Las colonias en agar recuerdan quizá más al tipo de Pwmüns; blan
cas, con una zona central circular, de la que parten ramificaciones es
trelladas, lobuladas (Lámina II, fig. 5 D); un tipo relacionado con éste 
es el de la figura 11 de la Lámina III, en el que las ramificaciones que 
parten de la zona central circular se unen y constituyen una zona estria
da de bordes dentados. Existen también colonias circulares, algo levan
tadas o convexas, de superficie y bordes lisos (Lámina II, fig. 4 E). 

B. SubtiUs-Coagulans (Intermedios). 

Tres de nuestras cepas no han licuado la gelatina, carácter que nos 
llevaría al B. Cúagulans; pero como quiera que esta especie no fermen
ta ni la arabinosa ni la xilosa y nuestras tres cepas lo han hecho, es por 
lo que las consideramos intermedias. Igualmente, el B. Cougulans no 
utiliza los citratos como fuente de carbono, y nuestras tres cepas lo han 
utilizado (carácter de Subtilis); otra serie de caracteres los acercan tam
bién a Subtüis. Destaquemos que, salvo una cepa, las otras dos se han 
aislado de tabacos que alcanzaron altas temperaturas, lo que está de 
acuerdo con el carácter más termófilo que suele tener B, Coagulans, que 
puede desarrollarse hasta 60 .̂ 

B. Megatherium Cereus (Intermedio). 

El grupo más numeroso de cepas aisladas del tabaco (35) correspon
de a esta agrupación. 

El hecho principal que nos induce a considerarlas como intermedias 
es que todas han fermentado, produciendo ácido, la xilosa y arabinosa en 
medio con nitrógeno amoniacal (carácter de B, Megatherium), pero, en 
cambio, todas han producido acetíl-metil-carbinol (carácter de B. Cereus), 

Las colonias en agar son, por lo común, de gran tamaño, extendidas 
por casi toda la superficie de la placa, de color blanco-amarillento o gri
sáceo, formando como un velo o película que se extiende; los bordes 
están, a veces, poco delimitados, como hundiéndose en el medio; otras 
son lobulados o con ramificaciones arborescentes lobuladas y bifurcadas 
(Lámina III, fig. 9 B; Lámina IV, fig. 14 A; Lámina IV, fig. 13), arbores
centes y comoi festoneados (Lámina I, fig. 1), y también dendráticos. Estos 
velos cubren, en ocasiones, toda la placa, sin apreciarse los bordes, y sí 
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tan sólo las zonas de crecimiento. La superficie de estos velos puede ser 
lisa, brillante y húmeda, o también seca, con ligero brillo céreo o níate, 
de aspecto pulverulento ; también puede ser rugosa^ plegada, de co
lor blanco ocráceo, mate. También forman colonias aisladas, pero que al 
crecer ofrecen tránsitos insensibles a las del tipo anteriormente descri
to; asíj se forman algunas veces colonias blancas, circulares, algo levan
tadas del medio, de unos 4 mm. o mayores, con bordes lisos o con forma 
irregular y bordes lobulados (Lámina Î  fig. 3 A; Lámina IV, fig. 12 C; 
Lámina IV, fig. 14 B y C) ; la superficie puede ser rugosa, muy plegada 
(Lámina II, fig. 4 C); también desarrollan una zona central, irregular, 
con tendencia circular y superficie rugosa, plegada, de la que parten 
ramificaciones dendroides, de color blanco parduzco (Lámina IV, figu
ra 12 B). 

En el caldo forman velos lisos o rugosos que suben por las paredes, 
dejando el medio transparente como los de la fig. 15 de la lámina V. 
Por punción en gelatina producen una licuación infundibuliforme, a ve-
ves muy intensa (Lámina VI, fig. 21). 

Morfológicamente son bacilos grandes' y gruesos (Lámina V, figs. 19 
y 20), móviles, de extremos redondeados, Gram-positivos (las cepas vie
jas pueden perder esta propiedad); la longitud oscila desde 1,4 a 2,8 mi
eras y su diámetro 1,2 y hasta 1,8 mieras. Espora elíptica, sin deformar. 

En toda otra serie de caracteres estos bacilos se muestran, igualmen
te, como intermedios. La mayoría reducen los nitratos (carácter de Ce-
reus); algunas cepas han. fermentado la lactosa y la galactosa ; todas han 
fermentado la glucosa, levulosa y sacarosa; hay variaciones respecto a 
la maltosa. Ninguna cepa ha producido gases al fermentar carbohidratos. 

Diferentes autores han pretendido aislar bacilos característicos del 
tabaco. Tal Vernhout en 1900 (véase 9), que aisló el Bacillus Tabacv-Fer-
mentationis y el Bacterium Tabaci-Fermentatioms, perfectamente iden-
tificables con formas del B. SubtiUs y B. Pumilus. S. J. Koning, entre 1898 
y 1900 (véase 9), aisla también una serie de bacilos, unos aerobios es
trictos y otros anaerobios, a los que llamó Bacillus Tabúci I, II, III, IV 
y V, los cuales se relacionan perfectamente con Bacillus Proteus, My-
Cuides y SubtiUs- Reid, Mckinstry y Haley encuentran tipos análogos 
a los nuestros (11). 
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Hemos aislado también, del tabaco, tres cepas de Flavahacterium 
Proteus, clasificadas así por no formar espora, ser heterotróficos, no mó
viles; utilizan el nitrógeno orgánico y algún carbohidrato (glucosa), aun
que tienen escaso poder fermentador; morfológicamente son bastoncitos 
Gram-negativos; son aerobios; no forman gases; producen pigmento 
amarillo anaranjado en sus colonias en agar^ alcalinizan la leche torna
solada; reducen los nitratos; no hídroliza la gelatina. 

Género Micrococcus (familia micrococáceas. 

Bacterias en forma de esferitas o cocos sueltos o agrupados en pa
quetes; no forman endospora. 

Hemos aislado 54 cepas de estos microorganismos, agrupadas así: 

Micrococcus Pyogenes var. Albus ... 6 cepas 
Micrococcus Candidus ... 7 cepas 
Micrococcus Aurantiacus 21 cepas 
Micrococcus Epidermidis ... 9 cepas 
Micrococcus Conglorríeratus . . . . . . 3 cepas 
Micrococcus Ureae 3 cepas 
Micrococcus Luteus 1 cepa 
Micrococcus Caseolytieus 1 cepa 
Micrococcus Variíms 1 cepa 
Micrococcus Flavus 1 cepa 
Micrococcus Rhodochrous 1 cepa 

Se pueden hacer dos grupos en ellos, como en los Bacillus: unos más 
pequeños, con diámetros de 0,5 — 0,7 mieras (tipo Pyogenes-Candidus), 
y otros, más gruesos y ligeramente ovales, de 0,9 — 1 — 1,2 mieras de 
diámetro (tipo Aurantiacus-Epidermidis-Ureae-Conglomeratus). Fácilmen
te se comprende que algunos cocos de la lista anterior, de los que sólo 
se aisló una cepa, deben considerarse como meros contaminantes. M. Lu
teus y M. Flavus están pigmentados en amarillo, distinguiéndose porque 
Luteaus utiliza el P04H2NH^ como única fuente de nitrógeno, y Flavus 
no. En cuanto a Rhodochrous está pigmentado en rosa pálido o rojizo. 
En la Lámina IV pueden verse microfotografías de los tipos más repre
sentativos de Micrococcus aislados del tabaco. Son Gram-positivos. 

Las colonias en agar de los Micrococcus ofrecen, en general, un as

pecto bastante semejante en todos; son superficiales, blancas, redondeá
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das, de superficie brillante; en general pequeñas (Lámina I, fig. 1; Lá
mina III, fig. 8; Lámina JV, fig. 14 D), de 1-2 mm. de diámetro, pero 
pueden alcanzar hasta 5-6 mm.; consistencia viscosa; algunas forman 
conjuntos muy características, como las de M. Epidermidis (Lámina III, 
figura 8). En profundidad suelen desarrollarse con aspecto estrellado. 

En caldo los Micrococcus se desarrollan enturbiando uniformemente 
el medio y formando un sedimento abundante mucilaginoso o pulveru
lento (Lámina V, fig. 15 C). 

A continuación ofrecemos un cuadro con las características más im
portantes de los Micrococcus del tabaco. 
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Acetü-
Metil-

Carbinol 

M. Pyogenes var. 
Albus 

M. Candidus 

M. Aurantiacus. ... 

M. Epidermidis 

M. Conglomeratus... 

M Ureae 

Negativa 

Negativa 

Negativa 

Positiv^ 

Negativa 

Negativa 

Almidón 
(hidró
lisis) 

Negativa 

Negativa 

Negativa 

Negativa 

Negativa 

Negativa 

Nitratos 

Reducidos 

No reducidos 

Reducidos 

Reducidos 

Reducidos 

No reducidos 

Gelatina 

Licuada 

No licuada 

No licuada 

No licuada 

Licuada 

No licuada 

Utilización 
del 

PO4H2NH4 
como única 
fuente de N. 

No 

No 

No 

No 

Sí 

Sí 

FERMENTACIÓN DE AZUCARES. 

Pyogenes ... 

Candidus. ... 

Aurantiacus. 

Epidermidis. 

Conglomeratus.. 

Ureae 

Maltosa 

+ 

+ 

+ 

+ 

1 — 
+ 

Glucosa 

+ 

+ 

- + 

+ 

+ 

+ 

Lçvulosa 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

Sacarosa 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

Manita 

+ 

+ 

+ 

— 

— 

1 + 

Lactosa 

+ ó — 

+ 

+ 

+ 

— 

+ 

Galactosa 

— + ó-

+ 

+ 

+ 

Con respecto al indol, ninguna cepa lo ha producido. 
Una cepa de Candidus, otra de Aurantiacus y otra de Epidermidis 

han producido SH^. 
Las cepas de Ureae han utilizado la urea como única fuente de ni

trógeno, además del PG^H^NH^. 
La acción sobre la leche tornasolada ha sido variable, aun entre las 

cepas incluidas dentro de una agrupación específica; por ello, no hace
mos una consideración especial de este carácter. 
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De acuerdo con las características registradas en los cudros anterio
res, podemos diferenciar los cocos del tabaco de acuerdo con la siguiente 

Olave para diferenciar los Tnicrococos del tabaco. 

1. Nitratos no reducidos a nitritos: 

A. Utiliza el PO^H^NH^ y la urea como única fuente de nitró
geno Micrococcus Ureae Cohn. 

B. No utiliza el PO^H^NH^ como única fuente de nitrógeno 
Micrococcus Candidus Cohn. 

2. Nitratos reducidos a nitritos. 

A. Utiliza el PO^H^NH^ como única fuente de nitrógeno. Gelatina 
licuada ... Micrococcus Conglomeratus Migula. 

B. No utiliza el PO^H^NH^ como única fuente de nitrógeno. 

a) Gelatina licuada. Fermenta la manita ... 
... Micrococcus Pyogenes var. Albus (Rosembach). 

b) Gelatina no licuada o licuada muy ligeramente. 
bb) Fermenta la manita. Micrococcus Aurantiacus (Schr.). 

bbb) No fermenta la manita 
... Micrococcus Epidermidis (Winslow and Winslow) 
Hucker. 

Koning, en 1900, aisló del tabaco un coco al que llamó Diplococcus 
Tabaci Hollandicus; se trata de un diplococo Gram-negativo cuyas ca
racterísticas no coinciden bien con ninguna de nuestras cepas, ya que, 
entre otras cosas, todas han sido Gram-positivas (9). 

Rossi, también en 1900, aisla una forma característica del tabaco 
Kentucky, la cual ha sido, con posterioridad, estudiada por Giovannozzi 
(4-1950). Se trata del Micrococcus Nicotianae; sus propiedades más ca
racterísticas son: Gramipositivo; no licúa la gelatina; reduce los ni
tratos; fermenta débilmente glucosa y maltosa; inalterados otros azú
cares; leche inalterada. Estas características parecen coincidir bastante 
con M. Aurantiacus, del cual la especie Rossi podría considerarse como 
sinónima; la cuestión quizá requiera un estudio más detenido (véase 9). 

Reid, Mckihstry y Haley (11) aislaron hasta 711 cepas de cocos del 
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tabaco, que consideran principalmeníe como Micrococcus Candicans 
(= M. Candidus, ver la última edición del Bergey) y Micrococcus Viti-
cnüosus (= M, Nicotianae de Rossi = M. Aurantiacus). 

Para toda la clasificación de nuestras cepas hemos seguido principal
mente la última ediciñn (6.% 1948) del «Bergey's Manual of Determinative 
Bacteriology» (Baltimore. The Williams and Wilkins Company). 

Todas las cepas de Bacillus se desarrollan perfectamente en infusión 
de tabaco a pH neutro, alcalinizándola y formando velos consistentes, la 
mayoría de las veces rugosos y plegados, pero también lisos. En agar-
infusión de tabaco también se desarrollan y producen catalasa. 

Los Micrococcus también se desarrollan, en general, en la infusión 
de tabaco, aunque no todas las cepas lo hacen igual. No forman velos,, 
sino sedimentos análogos a los formados en agar común ; la infusión de 
tabaco es, también, alcalinizada. En agar-infusión de tabaco se desarro
llan más o menos bien y producen catalasa. 

III. VARIACIONES Y EVOLUCIÓN DE LA POBLACIÓN 
BACTERIANA EN LOS PILONES 

Los diferentes microorganismos anteriormente citados no se encuen
tran siempre en la misma proporción; unos son más abundantes que 
otros, lo que se deduce del número relativo de cepas aisladas de cada 
uno. Pero, además, en cada momento o fase del período fermentativa 
hay una preponderancia de unas sobre otras. A continuación realizamos 
el agrupamiento de cepas, según la fase en la que han sido aisladas. 

Con respecto a los Bacillus, hemos establecido anteriormente dos: 
grupos: 

Grupo I.—Suhtilís-Coagulans-Pumilus ... ... 49 cepas 
(Diámetro del bacilo menos de 0,9 mieras) 

Grupo II.—Megatherium-Cereus-Mycoides 48 cepaa 
(Diámetro del bacilo 0,9 mieras o mayor) 

He aquí ahora su agrupación, a lo largo de la fermentación : 
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BACILOS.—NUMERO Y PORCENTAJE DE CEPAS AISLADAS 

Tabaco curado 

Tabaco fermentado. 
A 350 
De 40o a 450... 
De 48o'a 53o... 
De 56o a 60o... 
De 65o a 7O0... 

GRUPO 

21 cepas... 

1 cepa ... 
1 cepa ... 
3 cepas ... 
6 cepas ... 
12 cepas ... 

I 

51 % 

20 % 
20 % 
30 % 
46 % 
75 % 

GRUPO 

20 cepas... 

4 cepas... 
4 cepas... 
6 cepas... 
7 cepas... 
4 cepas ... 

n 

49 % 

80 % 
80 % 
70 % 
54 % 
25 % 

Por consiguiente, se deduce que en el tabaco seco los dos grupos de 
bacilos se encuentran, sobre poco más o menos, en la misma proporción. 
Al iniciarse el proceso fermentativo, con temperaturas moderadas, los 
bacilos del Grupo II se mantienen, e incluso se multiplican moderada
mente, de acuerdo con la humedad. Este período de multiplicación co
rresponde a temperaturas entre 33* -̂36'', y es el primero al que hemos 
hecho alusión en la pág. 5. El porcentaje de bacilos del grupo Megathe-
riv/tnr-Cefeus-Mycoides alcanza hasta un 80 por 100 cuando se llegan a 
los 40^-45°. A medida que aumenta la temperatura, los bacilos del Gru
po I encuentran un medio más óptimo para desarrollarse, mientras que 
los del Grupo II disminuyen; este período corresponde a los 44°-47*' y 
es el segundo a que hemos hecho referencia en el punto 4.̂  de la pá
gina 5. Los bacilos del grupo SubUlis-Coagulans-Pumilvs alcanzan hasta 
un 75 por 100 desde los 55'' a los 65^. Los bacilos de este grupo son, por 
tanto, más térmófilos. En la gráfica IV queda claramente reflejada la 
distinta preponderancia de las formas bacilares. Durante la segunda fase 
del pilón, después de un cambio, son pocas las cepas aisladas para poder 
establecer porcentajes. Cuando se alcanzan temperaturas de 48° a 53% 
se ha aislado una cepa de B. Pumilus y una de B. Subtilis-Coagulans, 
De 65'' a 70^, una de B. Subtüis, otra de B. Subtilis-Coagulans y tres de 
B, Megatherium^Cereus. Por tanto^ parece notarse una preponderancia 
del grupo SubtiUs-Pumilus-Coagulans, que representan^ poco más o me
nos, el 57 por 100 de las cepas aisladas contra un 43 por 100 del grupo 
MegathenwrirCereus, 

Los cocos también se pueden distribuir en dos grupos: 
I. Tipo pequeño (0,5-0,7 mieras). Pyogenes-Canáidus, 

II . Tipo grueso (0,9-1 mieras o más). Aumutiacus-EpidermidiS'-
Ureae Conglametarus. 
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1 I 1 I I I I I I 1 I I I 1 M I I I I M I I I 
2 0 ' 30* AO* 

Temperaturas del 
50" 

pilón 

•IPIIIPP 6rupo l . ' B . Subtilis-pumilus 

I I 6rupo ' I I . -B. Megatherium-cereus 

GRÁFICA IV. 

Su agrupamiento es como sigue : 

MICROCOCOS.—NUMERO Y PORCENTAJE DE CEPAS AISLADAS 

Tabaco curado 
fen 
A 
De 
De 
De 

nen 
850 
40O 
480 
560 

De 650 

ta( 

a 
a 
a 
a 

io. 

450. . . 
530 

eoo 
70 

TIPO PEQUEÑO 

4 cepas ... 57 % 

0 
2 cepas ... 100 % 
3 cepas ... 37 % 
2 cepas ... 6 % 
1 cepa ... 16 % 

TIPO GRUESO 

3 cepas ... 43 % 

3 cepas... 100% 
0 ... 
5 cepas ... 63 % 

14 cepas ... 94 % 
5 cepas ... 84 % 
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Las cifras de estos porcentajes no guardan la proporcionalidad que 
las de bacilos, pero desde luego puede deducirse de ellas que, en el 
transcurso de la fermentación, al aumentar la temperatura, los cocos de 
tipo grueso persisten y se multiplican ; en cambio, los de tipo pequeño 
disminuyen; entre los gruesos conviene destacar la preponderancia casi 
exclusiva de una especie, Micrococcus Aurantiacus, cuya afinidades con 
el presunto M. Nicotinae son bien evidentes, como hemos expuesto en 
el apartado anterior. 

Durante la segunda fase del pilón, después de un cambio, los cocos 
de tipo pequeño representan, entre los 48'' y 53% un 12 por 100 de cepas, 
mientras los de tipo grueso representan un 88 por 100; entre los 65'' y 
TO"" el tipo grueso representa el ciento por ciento de cepas aisladas. Por 
consecuencia, durante la segunda fase del pilón, siguen predominando 
los cocos de tipo grueso. 

Proporción de bacilos y cocos. 

Durante una de las campañas estudiadas, precisamente en la de 
1951-52, pusimos especial cuidado en contar y aislar separadamente las 
colonias de bacilos y cocos. El cuadro siguiente resume los resultados 
de este análisis. 

TEMPERATURAS 

Tabaco curado 

Tabaco en fermentación. 

47° 
69o ... 

Segunda fase del pilón. 

44° 
51o 

Número total 
de bacter ias 

599.166 

210.000 
252.000 

59.000 

14.999 
4.000 
3.000 
7.000 

Bacilos 

532.500 

175.000 
180.000 
24.000 

11.833 
2.500 
1.500 
4.200 

Cocos 

60.666 

35.000 
72.000 
35.000 

3.166 
1.500 
1.500 
2.800 

Los números de bacterias se entienden por gramo de tabaco. 
De la observación del cuadro anterior pueden deducirse los siguien

tes puntos: 
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1.̂  Las oscilaciones en el número de cocos no son tan pronunciadas 
como las de los bacilos, manteniéndose más constante a lo largo de la 
fermentación. 

2.° Los períodos de aumento y disminución coinciden con los esta
blecidos al hacer el estudio general de la población microbiana (pág. 5). 

3.° Durante la segimda fase del pilón el número de cocos se mantie
ne también más constante que el de bacilos y sufre, igualmente, un 
aumento hacía los ñS"". 

4.° Como consecuencia de la disminución del número de bacilos y 
del mantenimiento, e incluso multiplicación del de cocos en el transcur
so de la fermentación^ se explica el hecho de que en las siembras de al
gunas muestras analizadas del final del proceso no se hayan desarrollado 
casi nada más que cocos, y precisamente el M. Aurantiacus. 

^P El aumento o multiplicación de microorganismos registrado a los 
44M7% al que hacemos referencia en el punto 4.** de la página 5, se debe 
tanto a los cocos, fundamentalmente del tipo grueso, M, Aurantiacus, 
como a los bacilos del tipo Subtilis-Pumilus. 

RESUMEN 

En los pilones de tabaco, en fermentación, existen dos períodos de 
aumento y multiplicación de microorganismos y, por consiguiente, de 
posible actividad microbiana. Aunque se registra un gran variabilidad 
de unos pilones a otros, el primer incremiento tiene lugar entre los 33''-36^ 
y el segundo a los 44M7*', siendo siempre mayor el primero que el se
gundo. En el primero, el número de bacterias puede llegar hasta 
1.240.000 por gramo (en el tabaco curado es de unas 500.000); en el se
gundo, el número sube de unas 35.000 a 200.000. Unos pilones suben inás 
rápidamente que otros, por lo cual la fecha en que alcanzan el primer 
máximo es variable, si bien dentro de los cinco primeros días. De los 
50° en adelante (GÔ '-TÔ ) el número de bacterias es cada vez menor. En 
la segunda fase del pilón, después de un cambio, hay una disminución 
inicial, seguida de un aumento del número de micro-organismos a los 
53o_573. Después el número disminuye. 

La multiplicación y aumento de bacterias coincide, siempre, con 
aumento, o al menos estabilización de la humedad. Cuando ésta dismi
nuye, nunca hay aumento de microorganismos. Las humedades son, en 
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general, bajas (12-17 por 100; como máximo, 21 por 100); por eso son 
igualmente pequeños los números de bacterias. En las zonas laterales 
del pilón, que se mantienen durante más largo tiempo a temperaturas no 
demasiado elevadas, existe una actividad e influencia microbiana mayor 
que en el centro del mismo. 

Se puede suponer la existencia, en el tabaco, de dos tipos o grupos 
de bacterias: unas, que encuentran su óptimo de multiplicación a los 
33̂ -36̂ , y otras, que lo tienen a los 44M7«. 

Las bacterias aisladas y estudiadas pertenecen, fundamentalmente, 
a dos grupos : Bacillus y Micrococcus, 

Los Bacillus aislados pertenecen a dos tipos : B. Megatherium-Cereus 
(diámetro del bacilo mayor de 0,9 mieras), que hasta los 40 -̂45'' repre
sentan el 80 por 100 de las cepas aisladas (multiplicación a los 3œ-36^ 
aludida anteriormente), y B, Subtilus-Fumilus (diámetro del bacilo me
nor de 0,9 mieras), que desde los 55'' a los 65^ alcanzan el 75 por 100 
de las cepas (multiplicación a los 44M7°). 

Los Micrococcus pertenecen a dos tipos: unos pequeños, con diáme
tros de 0,5-0,7-0,8 mieras (corresponden, sobre todo, a la especie M. Cau-
didus), y otros más gruesos, con diámetros de 0,9-1 mieras, y además 
ligeramente ovales (M>. Aurantiacus-Epiderníidis). En el transcurso de 
la fermentación, al aumentar la temperatura, los cocos de tipo pequeño 
disminuyen y, en cambio, los gruesos persisten y se multiplican. 

Todos estos microorganismos se desarrollan bien en extractos de ta
baco, a los que alcalinizan. Igualmente se desarrollan en agar-infusión 
de tabaco, produciendo catalasa. 

SUMMARY 

In fermenting tobacco stacks, there are two multiplication periods 
and microorganisms increase and, consequently, of possible microbial 
activity. Though it is remarked a big difference among the stacks, the 
increase take place between the 33''-36'', and the second, at the 44^7*^, 
being always greater the first than the second. In the first, the bacteria 
number can to amount till 1.200.000 per gram (in tobacco cured it is 
about 500.000); in the second, this number amount from about 35.000 
until 200.000. Any stacks increase more rapidly than others, and, the
refore, it is variable the date in which they have reached its first ma-
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ximum, though in the course of the first five days. From the 50* 
henceforth (60̂ -70̂ ), the bactérie number is every time smaller. In the 
second phase of the stack, after a change, there are a initial reduction, 
followed of a increase of the number of microorganisms at the 53 -̂57°. 
After, the number decrease. 

The multiplication and increase of bacteria coincide always with a 
increase or, at least, stabilization of humidty. When this decrease never 
there are microorganisms increase. In general, the moistures are low 
(12-17 %, maximum 21 %) and by this reason are likewise short the 
microorganisms number. In the lateral zones of the stacks, mantained 
during more large time at temperatures not excessive high, there are 
one activity or influence microbial greater than in the centre of the same. 

It can be supposed, in the tobacco, the existance of two types of 
groups of bacteria; one wich find its multiplication optimum a the 
33 -̂36^ and others, at the 44M7^ 

The isolated and studied bacteria belong, fundamentally, to two 
groups: Bacillus and Micrococcus, 

The isolated Bacillus belong, likewise, to two grops B. Megatherium-
Cereus (bacillus diameter larger than 0,9 mieras), which till the 40M5^ 
they represent the 80 % of the ceps isolated (multiplication from the 
30 -̂36 )̂; and B, SubtiUs-Pumilus (bacillus diameter smaller than the 
0,9 mieras), which from 55'' till the 65̂  come up the 75 % of ceps (mul
tiplication at the 44M7^). 

The Micrococcus belong to two types: ones, small and with diame* 
ter of 0,5-0,7-0,8 mieras, to them correspond specially the M. Candidus 
and other more large, with diameter of 0,9-1 mieras and, further, slightly 
oval (M. Aurantiacus and M. Epidermidis). In the course of the fer
mentation, increasing the temperature, the coccus small type decrease 
and, instead, the gross persist an increase. 

All these microorganisms are good developed in tobacco extract, to 
which they change into alkali. Likewise are developped in agar infu
sion of tobacco, producing catalase. 

BIBLIOGRAFÍA 

(1) ALCAHAZ, E. , y R. BENEYTO. Trabajos microbiológicos sobre la fermenta

ción de los tabacos españoles. Memoria General de los Ensayos del Cultivo 
del Tabaco en España, correspondiente al quinquenio 1826-30. Madrid, 1931. 

2S 



LA FLORA BACTERIANA DEL TABACO 4 1 5 

(2) ALCARAZ, E . Estudio del proceso técnico de la fermentación del tabaco. 
Es tado actual del conocimiento de este proceso. I, Congreso Nacional de 
Ingenier ía Agronómica. Tema VIII , Subgrupo B-11. Madrid, marzo 1950. 

(3) FREY-WYSSLING, A . La modification chimique du tabac au cours du sé
chage et de la fermentat ion. Communicat ions presentees a la Conference 
Européenne du Tabac. Pags. 203-205. Roma, sept iembre 1950. 

(4) GIOVANNOZZI, M . Studi sulla fermentazione del tabacco. Bolletino Técnico 
de Scafati, 1935,1941. Il Tabacco (Roma), 1947-1948-1950. 

(5) GIOVANNOZZI, M.: Sur la méthode microbiologique des Tabacs. Le Tabac. 
N.o 1-2 (marzo-junio), 1940. Págs . 35-39. 

(6) GIOVANNOZZI, M. La Fermentazione dei Tabacchi. E n t e Nazionale per il 
tabacco. Roma,. 1940-. 

(7) IZQUIERDO TAMAYO, A., and F . GONZÁLEZ CANCHO. Microbiology of fermen

tation of Spanish Tobacco. VI Congresso Internazionale di Microbiología. 
Roma, 6-12. XIX. 277. Sept iembre 1953. 

(8) IZQUIERDO TAMAYO, A., et F . GONZÁLEZ CANCHO. La Flore microbienne du 

Tabac. Comunicación presentada al 1 Congreso Científico Internacional del 
Tabaco. Par í s , sept iembre 1955. 

(9) IZQUIERDO TAMAYO, A. Estudios sobre la ñora bacter iana del tabaco (tesis 
doctoral). Anales del Ins t i tu to Nacional de Investigaciones Agronómicas. Ma
drid, 1956. 

(10) JENSEN, C. O., et PARMELE, H. B. Fermenta t ion of cigar-type tobacco. 
Indus t r ia l and Engineer ing Chemist ry . Vol. 42, N.o 3. Mars 1950 (pági
nas 519-522). 

(11) REÍD, J . J . ; MCKINSTRY, D . W . , y D. E. HALEY. Studies on the Fermenta t ion 

of tobacco Pensylvania Agricul tural Expe r imen t Station; Bulletin 1938. 
Journa l of Bacteriology, 1937 y 1938. 

(12) SMITH, N . R . ; R . E . GORDON y F . E. CLARK. Aerobic sporeforming Bacteria. 

Agricul ture Monograph N.^ 16. United States Depar tment of Agricultu
re . 1952. 

m: 



416 ANTONIO IZQUIERDO TAMAYO 

LÁMINA I.—Figura 1.a 

Figura 2. 

Figura 3. 

LÁMINA II.—Figura 4/ 

Figura 5. 

Figura 6. 

LÁMINA III.—Figura 7. 

Figura 8. 

Figura 9. 

Figura 10. 

Figura 11. 

LÁMINA IV.—Figura 12. 

Figura 13. 

Figura 14. 

LÁMINA V.—Figura 15. 

INDICE DE LAMINAS 

Colonias desarrolladas en una siembra de tabaco curado 
en agar-común. A y B corresponden a un velo extendido 
del Bacillus Me gather iur-Cereus. C son diminutas colo
nias de Micrococcus sp. 
Colonias desarrolladas en una siembra de tabaco curado 
en agar común, después de incubada la placa durante 
cinco días a 37«. A y A', colonias del Bacillus Pumïlus, 
B, colonias de un Micrococcus. C, micelio de un Péni
cillium. 

Colonias desarrolladas en una siembra de tabaco curado 
en agar común. A, colonias de Bacillus Megatherium-Ce-
reus. B, colonia del Bacillus Pumilus. 
Colonias desarrolladas en una siembra de tabaco curado 
en agar común. A, velo de Bacillus-Pumilus. B, colonias 
del Bacillus Subtilus-Pumilus. C, colonias del Bacillus 
Megatherium-Cereus. 
Colonias desarrolladas en una siembra de tabaco curado 
en agar común. A, velo de Bacillus-Pumilus, B, colonias 
lonias de Bacillus Pumilus. C, colonia de Bacillus My-
coides. D, colonia de Bacillus Subtilis-Pumilus. 
Colonias extendidas, con ramificaciones rizoides, del Ba
cillus Mycoides, desarrolladas en una siembra de tabaco 
curado en agar-infusión de tabaco. 
Colonia de Bacillus Pumilus, desarrollada en una siem
bra de tabaco curado en agar común. 

Colonias de Micrococcus Epidermidis, desarrolladas en 
una siembra de tabaco fermentado en agar común. (El 
tabaco alcanzó Tl '̂). 
Colonias desarrolladas en una siembra de tabaco fer
mentado, que alcanzó 47'0, en agar común. A, colonias 
de Bacillus SubtiUs. B, velo extendido del Bacillus Me
gatherium-Cereus. 
Colonias de Bacillus SubtiUs, desarrolladas en una siem
bra de tabaco fermentado, que alcanzó 65°, en agar 
común. 
Colonia de Bacillus Subtilis-Pumilus, desarrollada en una 
siembra de tabaco fermentado, que alcanzó 69^, en agar 
común. 
Colonias desarrolladas en una siembra de tabaco fermen
tado, que alcanzó 60o, en agar-infusión de tabaco. A, co
lonia de Bacillus Subtilus. B, colonias de Bacillus Me^ 
gatherium-Cereus. C, colonias de Bacillus Megatherium-
Cereus. D, colonia de Bacillus Pumilus. 
Colonia extendida en forma de velo, del Bacillus Mega
therium-Cereus, desarrollada en la siembra de tabaco fer
mentado, que alcanzó 71°, en agar común. 
Colonias desarrolladas en la siembra de tabaco fermen
tado, que alcanzó 35«, en agar común. A, colonia exten
dida de Bacillus Megatherium-Cereus.. B y C, colonias 
de Bacillus MegatheriumrCereus. D, colonia de Micro
coccus Conglometarus. 
Desarrollo en caldo. A, Bacillus SubtiUs, formación 
de una película o velo rugoso; caldo transparente). 
B, Micrococcus Pyogenes (caldo enturbiado). C, tubo de 
control. 
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Figura 16. 

Figura 17. 
Figura 18. 

Figura 19. 
Figura 20. 

LÁMINA VI.—Figura 21. 

Figura 22. 
Figura 23. 
Figura 24. 
Figura 25. 
Figura 26. 

Bacillus Cereus. A, formas vegetativas, en agrupación 
estreptobacilar. C, formas esporulantes y esporas. 
Bacillus Subtilis. Formas vegetativas. 
Bacillus Subtilis. Cultivo de cuarenta y ocho horas. For
mas esporulantes y esporas. 
Bacillus MegatheriurrirCereus. Formas vegetativas. 
Bacillus MegathenurrirCereus. Cultivo de cuarenta y ocho 
horas. Formas esporulantes y esporas. 

(Todos los Bacillus, en preparaciones teñidas por el 
método de Gram. Aimientos l.OOQ x). 
Licuación infundibuliforme de la gelatina, pfoHucida por 
la siembra del Bacillus Megatherium-Cereus, en 1 y 2. 
En el centro, tubo de control. 
Micrococcus Candidus, 
Micrococcus Ureae. 
Micrococcus Epidermidis. 
Micrococcus Aurantiacus. 
Micrococcus Aurantiacus. 

(Todos los Micrococcus, en preparaciones teñidas por 
el método de Gram. Aumentos, 1.000 x). 
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I. Seleceíón de mutantes, medio de esporulación y factores 
de preparación del medio de fermentación 

POR 

JOSÉ LUIS MAI,O ECHEVARRÍA y BENITO REGUEIRO VÁRELA 

* INTRODÜCGION - ! ; 

Dentro del campo, cada día más prometedorv de las fermentaciones 
industriales, la prodiicción de ácido cítrico por acción de los hongos 
sobre medios azucarados es uno de los procesos más estudiados y quizá 
menos conocidos, en cuanto a su mecanismo, y de más difícil control eíi 
cuanto a su práctica. ^ 

Con la producción de penicilina, son las dos femientaciones a las 
que se deben mayores avances en e l campo del metabolismo microbiano y 
en le dominio de las técnicas de fermentación. 

El objetivo práctico de toda fermentación industrial es él conseguir 
la mayor producción de una determinada sustancia dentro de la mayor 
economía. Para lograr esto no es suficiente que, cultivando un determi
nado microorganismo en un determinado medio y con unas técnicas 
conocidas, se ponga en marcha él proceso. 

Estos, en último término, son puntos de partida para el estudio, en 
escala de laboratorio, de las múltiples variables o factores físicos, quí
micos y biológicos que se presentan en cada lugar y situación. 

De todos los microorganismos es quizá el hongo Aspiergillus niger, 
pródtictor de ácido cítrico, uno de los más sensibles a los factores seña
lados ; de aquí la dificultad dé que los resultados entre diferentes labo
ratorios sean concordantes; 
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En la presente serie de trabajos intentamos llegar a la puesta en 
marcha, en escala de laboratorio^ de un proceso de producción de ácido 
cítrico por fermentación, en superficie y en sumergido, a partir de mate
rias primas nacionales, estudiando los factores o variables necesarios 
para conseguir unos rendimientos remuneradores. 

En este primer trabajo estudiamos los métodos de obtención de mu
tantes de Aspergillus nig.er, tanto por selección natural como por irra
diación ultravioleta. También se estudian algunos factores del medio 
de germinación que pueden influir después en la fermentación en me
dio sintético. Por último, estudiamos otros factores que pueden influir 
en la fermentación y que se relacionan con las técnicas de preparación 
de dicho medio sintético. 

HISTORIA 

Dentro de los sesenta años que la producción de ácido cítrico por 
fermentación tiene de existencia, se han realizado numerosos trabajos, 
a los más importantes de los cuales se hace referencia en los libros de 
Prescott y Dunn (1949), Foster (1949) y Underkofler e Hickey (1954), 
y en revisiones anuales que realizan algunas revistas. 

El ácido cítrico fué aislado por primera vez por Scheele (1784), a 
partir del jugo de limón, y hasta hace unos veinticinco años ésta era 
la principal materia prima para su obtención. Sin embargo, hoy día el 
90 por 100 del ácido cítrico es obtenido por acción de los hongos sobre 
medios azucarados por un proceso, de fermentación. 

La historia del desarrollo de la producción de ácido cítrico por fer
mentación la podemos dividir en tres períodos. El primero comprende 
lo que podríamos denominar fermentación (/ríginal, el cual comienza 
en 1893, y en el que se utiliza el hongo del género Pénicillium como 
agente productor. El segundo, que comienza en 1917, se podría denomi
nar de fermentaóión superficial, y ya se utiliza el género Aspergillus. 
El tercero, que empieza en 1938, se denominaría de fermentación su
mergida. 

El botánico alemán Cari Wehmer (1893) descubre que algunos hon
gos son capaces de producir ácido cítrico, cuando se desarrollan sobre 
azúcar. A estos hongos los llama Citromyces, aunque más tarde el mir 
cólogo americano C. Thom los incluyó entre los Pemcillium.. Estos hon
gos se aislan del aire de diferentes sitios. 

Utilizó Wehmer, como medio de fermentación, azúcar en cantidad 
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del 10 por 100 al 20 por 100 y sales como nitrato amónico, fosfato potá
sico y sulfato magnésico, pudiendo también añadirse carbonato calcico. 

'Realiza la fermentación a temperatura.ambiente, y a los veintiocho a 
cuarenta y dos días obtiene un 50 por 100 de conversión del azúcar en 
ácido cítrico. Señala que el ácido cítrico, así como otros ácidos orgáni
cos, se acumulan en el medio como productos de una oxidación incom
pleta del azúcar. 
. En la exiposición de los resultados de las experiencias de Wehmer 
se observa una gran vaguedad; esto es debido a que pensaba en indus
trializar el proceso, en lo cual no obtuvo el éxito que esperaba. Esto se 
debió a varias causas, la principal de las cuales fué la debida a las con
taminaciones, pues los hongos utilizados necesitaban un pH cercano a 
la neutralidad, por lo cual dichas contaminaciones eran fáciles de pro
ducirse. 

Varios investigadores siguieron los trabajos de Wehmer con el gé
nero PenicüUum, pues se creía que el género Aspergillus solamente 
producía ácido oxálico. Sin embargo, Thom & Cürrie (1916) encontraron 
que la acidez titulable excedía a la producida ipor oxálico, viéndose en
tonces que era debida al ácido cítrico. 

Realiza entonces Currie (1917) el trabajo fundamental en la fermen
tación cítrica, encontrando que razas de Aspergillus, sobre todo el As-
pergillus niger, cuando crece a un pH muy bajo, en soluciones de saca
rosa al 15 por 100, en presencia de sales inorgánicas, transforman un 
55 por 100 de la sacarosa del medio en ácido cítrico. 

El medio de fermentación lo ponía en bandejas, o bien en cantidad 
de 50 c. c. en matraces de 200 c. c. La incubación era a 28'', durante 
ocho días. 

El medio de fermentación y las cantidades de sus componentes, uti
lizado por Currie, son las siguientes : 

Sacarosa 12,50 — 15,00 % 
Nitrato amónico 0,20 — 0,25 % 
Fosfato monopotásico 0,075 — 0,10 % 
Sulfato magnésico ... ., 0,02 — 0,025 % 

El pH inicial es de 3,4 con ácido clorhídrico. El Aspergillus nager 
puede acumular ácido cítrico hasta bajar el pH a 2.o. Este fué el más 
bajo que hasta entonces podía soportar una célula viva. Si el pH subía 
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entonces'se producía más ácido oxálico. Otras ventajas d.q,̂ este pH son 
el que evitaba contaminaciones y facilitaba la esterilización. 

Pocas variaciones se realizaron en los métodos de Currie hasta la 
aparición de la fermentación sumergida, siendo el objetivo de los auto
res que trabajaron en producción de ácido cítrico por fermentación su
perficial en medio sintético, en escala de laboratorio, el estudiar las va
riables o factores con que trabajaba cada uno. 

Sistemáticamente los factores a que nos referimos son los siguien
tes: 1, microorganismo; 2, medio de fermentación (azúcares, sales in
orgánicas, iones metálicos, otras sustancias) ; 3, factores físicos (pH, tem
peratura, relación área/volumen, técnicas de fermentación). 

Vamos a revisar a;bora las investigaciones que sobre los factores an
teriores han realizado otros autores y que tienen relación con el conte
nido del presente trabajo. 

• 1. Microorganismo. 

Existe acuerdo entre todos los autores^ de que el género Aspergillus 
es el mejor productor de ácido cítrico encontrado. Descripción y clasifi
caciones de este hongo puede encontrarse en el libro que sobre él es
cribieron Thom y Raper (1945). 

Desde luego, entre diferentes razas de Aspergillus niger hay diferen
cias respecto a su capacidad productora y a sus condiciones óptimas de 
fermentación. Como regla general, puede afirmarse que una misma raza 
^o actúa igual en todos los laboratorios, debido seguramente a ligerísi-
mas diferencias en las condiciones de fermentación. M. J. Johnson con
sidera que variaciones en el rendimiento de una raza, más que a cambio 
de cultivo, se debe a cambios difíciles de reconocer, ya en la composi
ción del medio, ya en otras condiciones. 

Aunque al comienzo de todo trabajo en fermentación cítrica suelen 
emplearse razas conocidas y comprobadas en otros laboratorios, por las 
razones antes indicadas, hay que recurrir siempre a buscar mutantes 
que se adaipteíi a nuestras condiciones de trabajo; esto suele realizarse 
por pruebas de selección natural o por obtención de mutantes por irra
diación ultravioleta, técnicas que son las primeras utilizadas en nuestro 
trabajo y de las que se tratará más adelante, 
.. D. Perlm^p (1946) observa que los subcultivos obtenidos por aisla-
.miento de esporas de la colonia de una determinada raza, presentan gran
des diferencias en su propiedad de producir ácido cítrico. En general, 
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no suelen existir diferencias morfológicas o fisiológicas, sino que la única 
diferencia es la de producir más o menos ácido cítrico. Técnicamente^ 
lo que interesa es aislar y probar los individuos más productora. 

Otro de los problemas que se presenta en la práctica con el microor-
ga îismo es el de su estabilidad. Varios autores observaron la pérdida 
de la facultad de producir ácido cítrico en algunas razas. Entre nosotros 
este, problema fué estudiado por Marcilla y Xandri (1947), que lograron 
estabilizar el cultivo y a veces regenerar su capacidad productora, ba-
ciendo subcultivos continups en medio agar-mosto de uva-peptona, y 
aún mejor en agar-mosto de cerveza-pqptona. En nuestro caso, aparte 
de trabajar con una raza muy estable^ conservamos sus propiedades po
niendo las esporas en tierra por la técnica que se indicará más adelante. 

2. Medio de fermentación. 

Este es el factor más importante, después del microorganismo. Nor
malmente el Aspergillus niger produce ácido cítrico, pero para produ
cirlo en cantidades remunerables debe de suministrársele un medio en 
el cual el bongO' se desarrolle patológicamente y produzca más ácido 
cítrico del necesario a su metabolismo normal. 

El medio de fermentación llena dos funciones: una, la de permitir 
el crecimiento del hongo, y otra, la de contribuir a la producción de áci
do cítrico. Un medio puede ser apropiado para una función y no para 
otra; también puede cumplir las dos funciones. 

En general, los medios utilizados por diferentes autores fundamen
talmente es el mismo de Currie, aunque existen diferencias • cuantitati
vas. Los componentes básicos son: azúcar, sales minerales, iones metá
licos. Dice Johnson (1954) que para que se produzca ácido cítrico debe 
faltar en el medio algún elemento nutritivo que produzca una deficien
cia enzimática, la cual da lugar a la producción del ácido. Existen varios 
tipos de estas deficiencias nutritivas, 

En los medios sintéticos el adúcar generalmente utilizado es la sá-
icarosa. La cantidad a poner óptima es de 10 a 20 por 100. Cuando se 
esteriliza el medio dicen algunos autores que se produce una hidrólisis 
parcial de la sacarosa, lo que da lugar a una disminución del rendimien
to en ácido cítrico. 

Se denomina mec?zo basai aquel que contiene solamente azúcar y 
sales minerales inorgánicas, que generalmente son siempre las mismas,-
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y también las empleadas por.Currie. Varios autores estudiaron la in-
fluencia cualitativa y cuantitativa de estas sales en la producción de 
ácido cítrico, Doelger y Prescott (1934) observan que si se pone más de 
un 0,25 por 100 de nitrato amónico, 0,15 por 100 de fosfatO' monopotá-
sico y 0,03 por 100 de sulfato magnésico, se aumenta la cantidad de ácido 
oxálico producida y disminuye la de ácido cítrico. También sefíalan que 
más de un 0,25 por 100 de nitrato amónico aumenta la producción de 
micelio. Wells y Herríck (1938) dicen que, en vez de nitrato amónico, 
es mejor emplear nitrato sódico (0,4 por 100) o potásico (0,35 por 100). 
En nuestros trabajos utilizamos el medio basal sin modificaciones. 

En la fermentación cítrica es muy importante la adición de iones me-
táli'cos: un metal puede dar lugar a una acción perjudicial, una acción 
beneficiosa o ser indiferente. Esto depende mucho de la raza de hongo 
utilizada. 

La importancia de estos iones es fundamental en la producción de 
ácido cítrico por fermentación; pero como en esta primera parte no se 
incluyen los trabajos realizados sobre esta cuestión^ dejaremos para la 
parte en que se estudia esto lo relativo a la revisión de los trabajos de 
otros autores en iones metálicos. 

3. Factores físicos. 

Aparte del microorganismo y del medio de fermentación, la produc
ción de ácido cítrico por fermentación en medio sintético y en superfi
cie en escala de laboratorio está influenciada por ciertos factores físicos. 

El vH es uno de ellos, pues su mantenimiento en un punto óptimo-
es fundamental. Ya hemos visto antes que Currie (1917) demostraba 
que variaciones de pH afectaban a la proporción de ácido cítrico y oxá
lico producido. En éste, como en otros factores, tiene gran importancia 
la raza de hongo utilizada y su tolerancia a la acidez. Parecería que al 
bajar el pH, al ir produciéndose ácido cítrico (pH : 1,8 — 2,0), se inhi
biría el crecimiento; pero se observa que el ácido se encuentra ionizado 
de tal manera que a grandes aumentos de ácido el pH varía ligeramente 
(aumento de ácido del 10 al 20 por 100 da una variación de pH de 
1,6 a 1,4). La presencia de azúcar frena la utilización del ácido cítrico 
por el hongo, como fuente de carbono; por esta razón debe darse por 
terminada toda fermentación un momento antes de la total utilización 
del azúcar. 
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La temperatura es otro factor físico importante. En general, la ópti
ma está entre 28° y 30°, aunque algunos autores, como Berrihauer, pre
fieren la de 32̂  a 35°, mientras que otros utilizan primero una de 28° y 
luego otra de 20°. Aquí también inñuye mucho la raza de hongo utili
zada y el medio empleado. 

Doelger y Prescott (1934) dicen que la producción de ácido cítrico 
por fermentación va aumentando a medida que aumenta la tempera
tura de S"" a 28°, indicando que por encima de 30'' disminuye la produc
ción de ácido cítrico y aumenta la de oxálico. Kitos, Campbell y Tom-
linson (1953) dicen que la temperatura influye también en las necesi
dades en iones metálicos. 

En las fermentaciones superficiales influye también la relación 
ár^ea/volumen. Como la conversión de azúcar en ácido cítrico se realiza 
por medio de enzimas intraeelulares, el azúcar necesita pasar al inte
rior del micelio y el cítrico difunde a través de dicho micelio al exterior ; 
esto se realiza en la superficie de contacto entre micelio y medio. En 
-un recipiente de mucho volumen la formación de ácido es lenta, pues 
la superficie de contacto es pequeña. El óptimo de este factor es aquel 
en el que se logre la máxima conversión en el menor tiempo y con un 
mínimo de azúcar no utilizado. En general, se utiliza una profundidad 
<3e 1,0 a 2,5 cm., aunque algunos autores llegan a 5,0 y hasta 8,0 cm. 

Por último, también influye en el rendimiento de la fermentación la 
forma o técnica de fermentación empleada. En escala de laboratorio 
suelen emplearse matraces Erlenmeyer de diferente tamaño y con di
ferentes cantidades de medio, esterilizados al autoclave. Cuando se siem
bra el Asp^erfffllu^ mger éste germiaa en pocas horas, y a los dos-cinco 
días la superficie del medio se encuentra totalmente cubierta. Empieza 
entonces la producción de ácido cítrico, que acaba en siete a diez días. 
Doelger y Prescott (1934) utilizan matraces de 250 c. c, con 75 c. c. de 
medio, tacuban a 26° y terminan a los diez días. 

Elrishnan, Bajaj y Damle (1954) dicen que la forma de tomar las 
esporas del medio de esporulación puede afectar a los resultados finales, 
pues esporas lavadas dan diferentes resultados que las sin lavar. Adición 
de un extracto acuoso de medio de esporulación afecta también a estos 
resultados. Esto se explica por la posible existencia en el medio de es
porulación de una sustancia inhibidora, que se separa por lavado, pues 
también esporas lavadas crecen mejor que las sin lavar. 
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MÉTODOS 

Todos los métodos empleados en esta parte del trabajo caben en dos 
apartados: uno, el relativo al microorganismo, medios y técnicas de fer
mentación, y otro, el relacionado con la toma de muestras y las deter
minaciones a realizar, 

A lo largo de nuestro trabajo utilizamos la raza de Aspergillus niger 
72 —-4 Wis. amablemente enviada por el profesor M. J. Johnson, de la 
Universidad de Wisconsin, que, por otra parte, es la más utilizada en 
todas las investigaciones sobre fermentación cítrica, debido sobre todo 
a su estabilidad y capacidad productora. Esta raza fué enviada en medio 
de esporulación, a partir del que se realizaron posteriores suhcultivos, 
expresados en la siguiente forma gráfica (fig. 1) : 

ORIGINAL SUELO 
PLACA 

(28^5 OÍAS) 

FiG. 1. 

SUELO 

Lps tubos de tierra se preparan por una técnica dada particularmen
te por el profesor Backus, de la Universidad dé Wisconsin, y que con
giste en lo siguiente: tierra de jardín, finamente machacada en mortero, 
se mezcla con un 50 por 100 de arena de cuarzo. Se pone en matraz de 
Ttin litro, humedece con agua y esteriliza tres veces en una semana, du
rante cuatro horas, y en autoclave. Cantidades de 5 grs. se ponen en 
tubo de 160 por 16 mm., humedece con agua, cierran con algodón y 
esterilizan una hora en autoclave, y después dos horas a 175*̂  en horno. 

^ 
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Así quedan dispuestos para su empleo, añadiendo un centímetro cubico 
de suspensión de esporas y conservando a temperatura ambiente. 

A partir de estos tubos puede realizarse la selección natural en busca 
de nuevas razas. Para esto se siembran placas con medio de esporulaeion 
y dejan a 28^ hasta formación y esporulaeion de colonias aisladas, las 
cuales se prueba su capacidad productora^ separando las colonias mejo
res en tubo con medio de esporulaeion y tierra posteriormente para su 
conservación. El esquema gráfico de la selección natural es el siguien
te (ñg. 2): 

i 
SUILO 
ESTIRIL 

ESPORAS Eli SUELO ESTÉRIL 

ESPORAS A 
SUELO ESTÉRIL 

ESPORULACiON COLONIAS 

FERHEHTACIÓH A 2 8 * / 10 DÍAS 

FiG. 2. 

También con el mi^mo objeto se realiza la inducción de mutaciones 
por rayos ultravioleta (UV). Para esto se prepara una suspensión de es
poras en cantidad de 4 millones/c. c. (contadas en cámara cuent^glóbu-
los), se pone en una placa de 10 cm, diámetro, 10 c. c. de /suspensión, 
y âe irradia (ñg: 3). "̂  . 
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Se emplea una lámpara Westinghouse de 4 watt., 118 vol., 0,82 am
perios y 60 ciclos. La irradiación se hace en la oscuridad y con agitación. 
A intervalos de tiempo (O a 150 minutos) se toma 1 c. c. e incorpora a 
25 c. c, de medio de esporulación fundido a 45'', mezcla y pone en placa, 
incubando en oscuridad a 28** durante diez días. Se cuenta número de 
colonias desarrolladas y calcula el número de muertes comparadas con 
placas control. Se observa que a los ciento cincuenta minutos se produ
ce un 99,88 por 100 de muertes. Se prueba la ca^pacidad productora de 
las colonias mutantes. 

El medio de esporula\CÍón, empleado en todos los tubos y placas de 
Petri en el presente trabajo, es el utilizado por Shu y Johnson (1947),, 
cuya composición es la siguiente: 

Sacarosa ... 14,00 % 
Nitrato amónico . . . . . . 0,25 % 
Fosfato monopotásico 0,10 % 
Sulfato magnésico 0,025 % 
Agar-agar ... 2,00 % 

pH = 4,5 (con ácido clorhídrico). 

Antes de añadir el agar se lava dos4res veces con agua destilada,. 
para separar posibles impurezas, a las que el hongo es muy sensible. 

El meâio de fermentación utilizado a lo largo de este trabajo es tam
bién el empleado por Shu y Johnson (1947), cuya composición es la 
siguiente : 

Sacarosa ... ... ... 14,00 % 
Nitrato amónico 0,25 % 
Fosfato monopotásico ... 0,25 % 
Sulfato magnésico ... ... 0,025 % 

pH = 3,8 (con clorhídrico). 

Este medio preparado con agua destilada es el «medio basal», sobre 
el que se estudia la influencia de los diferentes factores. 

Respecto a la técnica dk fermentación, todo el material em^pleado es 
lavado con mezcla crómica, agua corriente y agua destilada, secando 
eti horno de esterilización. Se emplea 100 c. c. de medio en matraces de 
1.000 c. c , se cubre la boca del matraz con una delgada capa de algo-

# 
10 
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don y gasa y se esteriliza treinta minutos a vapor fluente. Se inoculan 
con 2 c. c. de su^ensión de esporas y se incuba a 28'' por diez días. 

Las características morfológicas que suelen presentar los cultivos su
perficiales, en cuanto al aspecto y esporulación (véase fig. 4), son las si
guientes : 

I."" Micelio escaso e incompleto superficialmente (blanco), no espo-
rulado. 

2.° Micelio abundante, bien desarrollado y arrugado, poca esporu
lación 

3.̂  ídem, con esporulación incompleta. 
4.̂  Micelio abundante y liso, esporulación abundante y completa. 
5.° ídem, ídem. 
Para estudiar los resultados obtenidos en las experiencias realizadas, 

$e recurre a las tomas de muestras a los diez días. Se separa el micelio 
que se lava con agua destilada y deseca en estufa a peso constante. En 
el líquido de fermentación se toman las siguientes cantida4es de mues
tra: 3 c. c. para determinar el pH, por medio de un modelo Beckman G, 
con electrodos externos; 1 c. c, para determinar el azúcar remanente 
én el medio por la técnica de Shaffer y Somogyi (1933), realizando la 
inversión de la sacarosa; 3 c. c. para determinar la acidez titulable por 
método que señalan Karow y Waksman (1947), con hidróxido sódico 
0,25 N/ y fenoltaleíná de indicador, calculan que 1 c. c. de NaOH 0,25 N/ 
equivale a 16 mgr. de ácido cítrico anhidro ; el porcentaje de conversión 
de azúcar en cítrico, lo calculamos con la fórmula siguiente : % conver
sión = 100 . V . f/3.000, en la que V es el volumen de sosa gastado y f 
el factor de la misma. Por último, se emplean 5 c. c. para la determi
nación colorimétrica de ácido cítrico por medio de la técnica de Perlman 
y Lardy y Johnson (1944). 

RESULTADOS 

1. Selección natural dg razas de Aspergillus niger 72A. 

Por los métodos anteriormente indicados se aislan 40 colonias de 
Aspergillus niQ^r, las cuales se prueba su capacidad de producción de 
ácido cítrico por los métodos también previamente indicados. Se utiliza 
en todos los casos el medio de fermentación basal, al que se añade 25 gam
mas de zinc por cada 100 c. c. de medio, 

13 
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Se observan grandes diferencias entre las diferentes razas en cuanto 
a la producción de ácido cítrico, el cual oscila, en cuanto a conversión, 
del 2,9 al 25,6 por 100. Para estudio separamos las que dan más de un 
15 por 100 de conversión, y que son las siguientes: 

'Colonia 
núm. 

1 
2 
4 
5 
7 

11 
12 
13 
14 
15 
17 
21 
22 
27 
31 
35 

p H 

1,65 
1,55 
1,55 

. 1,55 
1,60 
1,75 
1,55 ' 
1,55 
1,70 
1,75 
1,65 
1,70 
1,60 
1,70 
1,75 
1,65 

Peso 
micelio 

3,71 gr. 
3,00 » 
2,76 » ^ 
3,02 » 
2,51 » 
2,31 » 
2,15 » 
2,35 » 
2,28 » 
2,57 » 
2,80 » 
2,37 » 
2,23 » ' 
2M » 
2,30 » 
2,18 » 

Azúcar 
r emanen te 

2.80 % 
5,80 % 
5,50 % 

- 5,00 % 
6,40 % 
6,20 % 
4,90 % 
3,50 % 
5,10 % 
5,20 % 
4,00 % , 
6,60 % 
6,90 % 
6,20 % 
7,40 % 
8,20 % 

Cítrico / 
100 ce. medio 

3.547 
2.399 
2.347 
2.712 
2.347 
2.290 
3.382 
3.592 
2.238 
2.551 
2.665 
2.134 
2.342 
2.603 
2.238 
2.290, 

mgr . 
» 
» 
» 
» 
» 
» 
» 

. » 
» 
» 
» 
» 
>> 
» 
» 

% 
conversión 

25,3 % 
17,1 % 
16,7 % 
19,3 % 
16,7 % 
16,3 % 
24,1 % 
25,6 % 
15,9 % 
18,2 % 
19,0 % 
15,2 % 
16,7 % 
18,5 % 
159 % 
16,3 % 

Se observa que, salvo algunas excepciones, la producción de micelio 
(¡peso seco), o sea el crecimiento^ es parecido en todas las razas; perO; en 
cambio, se observan variaciones en cuanto al consumo de azúcar, es 
decir, al azúcar que queda sin utilizar en el. medio y que varía entre 
2,80 y 8,20 por 100, existiendo alguna relación entre consumo de azúcar 
y producción de ácido cítrico. 

En cuanto a la producción de dicho ácido, separamos las razas nú
meros 1 y 13, por ser las más productoras ( + 25 por 100). 

2. Inducción de mutaciones por ultramoleta del Aspergillus niger 72-4. 

Por los métodos anteriormente indicados, aislamos cinco colonias de 
mutantes UV. de Aspfergillus niger, I^LB cuales se prueba su capacidad 
productora de ácido cítrico por los métodos también previamente indi-
eadósí En todos los casos se utiliza el medio de fermentación basal, al 
(Jué se añade 25 gammas de zinc por cada 100 c. c. de medio. Los re
sultados de fermentación, a los diez días, son los siguientes : 

14 



PRODUCCIÓN DE ACIDO CÍTRICO POR FERMENTACIÓN 439 

Colonia 
n ú m . 

a 
b 
c 
d 
e 

p H 

2,45 
2,15 
2,30 
2,25 
2,20 

Peso 
micelio 

2,43 gr. 
2,47 » 
2.48 » 
2,40 » 
2,27 » 

Azúcar 
remanente 

8,00 % 
5,70 % 
6,90 % 
6,^0 % 
7,40 % 

Cítrico / 
100 ce. medio 

766 mgr . 
1.040 » 

821 » 
821 » 
821 » 

. % -
conversión 

5,4 % 
7,4 % 
5,8 % 
5,8 % 
5,8 % : 

Aunque el número de mutantes aislados es corto, sin embargo, por 
la uniformidad de sus resultados, puede deducirse que la irradiación UV. 
del Aspergillus niger, en las condiciones realizadas^ no da lugar a la 
producción de razas buenas productoras, como es el caso de la selección 
natural. 

Comparando unas razas con otras, observamos que la producción de 
micelio o crecimiento es parecido' en los dos casos, siendo similares los 
caracteres morfológicos. En cambio, la utilización de azúcar es menor 
en los mutantes UV., así como la producción de ácido cítrico. 

3. Influencia de la t&mperatura en la conservación de esporas 
4el Aspergillus niger 72-4, 

Dos cultivos esporulados iguales de Aspergillus niger 72-4 se dejan 
durante quince días, uno en la nevera (S.'̂ ) y otro a temperatura am
biente (20.̂ ), para ver si este factor tieiïe influencia en la fermentación, 
como afirmaron algunos autores, como Perlman (1949), para fermenta
ción sumergida. 

En primer lugar, los caracteres morfológicos de ambos cultivos, a los 
diez días de fermentación, son idénticos; en cuanto â los demás resul
tados, son éstos los siguientes: 

conservación 

5o • 

20o 

p H 

2,30 
2,20 

Peso 
micelio 

0,52 gr. 
_0,64: » 

Azúcar 
remanente 

12,20 %, 
10,80 % 

Cítrico / 
100 ce. medio 

468 mgr . 
468 » 

conversión 

3,3 % 
S,3 %: 

15 



440 JOSÉ LUIS MALO Y BENITO REGUEIRO 

Las esporas conservadas a temperatura ambiente dan una mayor can
tidad de micelio y una mayor utilización de azúcar; pero como el cítri
co producido es el mismo en los dos casos, se deduce que el exceso de 
azúcar utilizado lo es para formar más micelio. 

4. InfTmencia de los metales en el medio de esporulación. 

Shu y Johnson (1947) estudian este factor en la fermentación sumer
gida, lo cual nos sugiere a nosotros el hacerlo en esta parte de la fer
mentación suiperficial. Se realiza la fermentación por los métodos cono-

[ PESO MICCLIO 

h 4 . 

1-3 

k2 

M 

[ m 
2 

I 1 
É 

ACIDO C Í T R I C O 

3< 

t4 

lA* 

2 

m 

m 

^ 2 
MICÜMO AZUCAR% a r R I C O 

PIG . 5. 

9 H 

d i 

7H 

6H 

2H 

4 H 

cidos y sembrando con suspensión de esporas^ procedentes una de un 
medio de esporulación preparado tal como se indicó previamente, y otras 
del mismo medio de esporulación, al que se añadió por cada 100 c. c. : 
25 Y de zinc, 6 y úe cobre, 130 y de hierro y 10 y de manganeso. 

Los resultados, obtenidos a partir del medio de esporulación con me-

16 
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tales (1), y los del medio de esporulación sin ellos (2), se expresan en la 
figura 5. 

En ella se observa que la fermentación, a partir de un medio de es
porulación sin metales, da lugar a una mayor producción de micelio o 
crecimiento, una mayor utilización de azúcar y a superior producción 
de ácido cítrico. Estos resultados concuerdan en sus líneas generales con 
los obtenidos por Shu y Johnson (1947) p'ara fermentación sumergida. 

Una vez observada la influencia cualitativa de este factor, creemos 
necesario conocer si existe relación entre la cantidad de metales del me
dio de esporulación y los resultados de fermentación. Para esto se pre
gara una solución que contiene por centímetro cúbico: 25 Y ^^ zinc, 
6 V de cobre, 130 7 de hierro, 10 7 de manganeso, añadiéndose en. dife
rentes cantidades (0,0 a 1,0 c. c.) a 100 c. c. de medio de esporulación. 
Los resultados son los siguientes: 

C. c. 
metales 

0,1 
0,2 
0,3 
0,4 
0,5 
0,6 
0,7-
0,8 
0,9 
1,0 

p H 

2,4- -
2,2 
2,1 
2,1 
2,2 
2,0 
2,1 
2,2 
2,2 
2,2 
2,2 

Peso 
micelio 

3,16 gr. 
0,61 » 
0,64 » 
0,66 » 
0,60 » 
0,81 » 
0,71 » 
0,66 » 

1 0,58 » 
0,60 » 

1 0,61 » 

Azúcar 
remanente 

5,80 %^ 
11,50 % 
11,40 % 
11,30 % 
12,60 % 
11,60 % 
12,20 % 
12,40 % 
12,50 % 
12,20 % 
12,10 % 

Cítrico / 
100 ce. medio 

780 m g r . 
572 » 
572 » 
572 » 
572 » 
520 » 
520 » 
676 » 

1 572 » 
520 » 
468 » 

% 
conversión 

- 5,5 % 
4,0 % 
4 0 % 
4,0 % - 1 
4,0 % i 
3,7 % 
3,7 % 
4,8 % 
4,0 % 
3,7 % 
3,3 % 

Se observa que no hay diferencias apreciables entre los límites de 
0,1 c. c. a 1,0 c. c. de metales, cuando se añaden al medio de esporulación, 
en cuanto a producción de micelio, consumo de azúcar y producción de 
ácido cítrico. 

5, Influencia del lavado de' esparas de Aspergillus niger 72-4. 

Parece lógico suponer que si metales añadidos al medio de esporula^ 
ción influyen en la fermentación, podrían dichos metales pasar al medio 
de fermentación con el agua de suspensión de las esporas, a bien lá 

m 
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influencia era debida a cambios en la estructura interna de la espora. 
Para resolver esto se recurre a lavar las esporar procedentes de un medio 
de esporulación con metales con agua destilada varias veces, probando 
luego su capacidad productora solas, en agua destilada o en aguas de 
lavado. Las pruebas son: 

a = Esporas sin lavar. 
b = Esporas lavadas + agua de primer lavado, 
c = Esporas lavadas + agua de segundo lavado, 
d = Esporas lavadas + agua de tercer lavado, 
e = Esporas lavadas -f- agua destilada. 

Esporas 

a 
h 
^ 
d 
e 

p H 

2,7 
2,5 
2,6 
2,6 
2,6 

Peso 
micelio 

2,54 gr. 
2,35 » 
2,53 » 
2,14 » 
2,21 » 

Azúcar 
remanen te 

8,10 % 
7,40 % 
8,00 % 
7,00 % 
8,30 % 

Cítrico / 
loo ce. medio 

676 mgr. 
676 » 
780 » 
624 » 
676 » 

% 
conversión 

4,8 % 
5,0 % 
5,5 % 
4,4 % 
4,8 % 

Al no observarse grandes diferencias en los resultados anteriores, 
parece deducirse que la presencia de los metales en el medio de esporu-
lación afecta a la estructura interna de la espora, lo que se traduce des
pués en una diferencia de actividad en el medio de fermentación. 

6. Efecto de transferencia por medio de esporulación 
del Aspergillus niger 72A\ 

Algunos autores han indicado que pases o transferencias del Asper
gillus neiger por medios de esporulación daba lugar a una pérdida de 
poder productor de ácido cítrico. Shu y Johnson (1947), a través de 18 
transferencias por medio de esporulación, demuestran que esto no es 
verdad para la raza «72-4» en fermentación sumergida. Nosotros trata
mos de ver esto a través de 31 transferencias de la raza «72-4» por medio 
de esporulación en fermentación superficial. 

Como es lógico, en fermentación se prueba la influencia de las trans
ferencias, y a su vez la de la edad de las esporas, que en la última trans

ís 
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ferencia viene a ser de siete meses. Los resultados en medio de fer
mentación basal, con 25 gammas de zinc por 100 c. c. de medio, son los 
siguientes : 

Núm. 
t ransferencia 

1.a 
5.a 
9.a 

11.a 
15.a 
19.a 
23.a 
27.a 
31.a 

PH 

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

Peso 
micelio 

2,77 gr. 
2,81 » 
2,85 » 
2,91 » 
2,93 » 
2,73 » 
2,78 » 
2,80 » 
2,82 » 

Azúcar 
remanente 

' 4,60 % * 
4,40 % 
4,80 % 
4,80 % 
4,30 % 
4,10 % 
4,90 % 
4,60 % 
3,70 % 

Cítrico / 
100 ce. medio 

' 2.080 mgr . 
2.190 » 
2.135 » 
1.588 » 
1.752 » 
1.478 » 
1.368 » 
1.971 » 
2.245 » 

% 
conversión 

14,8 % 
15,6 % 
15,2 % 
11,3 % 
12,5 % 
10,5 % 
9,7 % 

14,0 % 
16,0 % 

No encontramos diferencias apreciables en cuanto a la cantidad de 
micelio o crecimiento, consumo de azúcar y producción de ácido cítrico a 
través de 31 transferencias o pases por medio de esporulación y con 
esporas de siete a doscientos diecisiete días de edad. Esto con la raza 
«72-4» y en fermentación superficial. 

7. Influencia de la esterilización en el meá^o de fermentación. 

Algunos autores señalan que, debido al ipH tan bajo a que se realiza 
la fermentación cítrica, quizá pudiera suprimirse la fase de esteriliza
ción del medio de fermentación. 

Quizá esto sería conveniente si al no esterilizar aumentaran los ren
dimientos en ácido cítrico; es por esto que realizamos una prueba para 
observar el efecto de la esterilización en el medio de fermentación y 
cuyos resultados se expresan en la figura 6. 

Observamos que, aunque la cantidad de micelio o crecimiento es in
ferior en el medio esterilizado (1), comparado con el medio sin esterili
zar (2), el consumo de azúcar y la producción de ácido cítrico son su
periores en el medio estéril. Esto sugiere là producción durante la fase 
de esterilización de reacciones que dan lugar a la producción de sus^ 
tancias que inhiben el crecimiento^ pero que favorecen la producción de 
ácido cítrico. ' 

m 
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8. Influencia del enfriamiento del medio de fermentación. 

El medio de fermentación, deques de esterilizar, se encuentra a una 
temperatura aproximada de 10(^1 antes de inocularlo pasa un período 
de tiempo para lograr su enfriamiento. Steel y Lentz y Martin (1955) di-
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HICEUO AZÜCAR% 

FIG. 6. 
CÍTRICO 

cen que este tiempo de enfriamiento influye en la fermentación cítrica 
sumergida. Nosotros probamos este factor en la fermentación super
ficial. 

Utilizamos tres matraces con medio de fermentación basal iguales 
y sembrados con la misma suspensión y cantidad de esporas. Normal
mente el tiempo de enfriamiento es de treinta minutos; esto se compa
ra con otros dos matraces, enfriados; uno en quince minutos y otro in
mediatamente (por inmersión en agua fría. Los resultados son los si
guientes: V' 

20 
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Tiempo 
enfriamiento 

30' 
15' 

PH 

1,75 
1,90 
1,75 

Peso 
micelio 

1,99 gr. 
2,26 » 
2,15^ » 

Azúcar 
remanente 

7,50 % 
7,40 % 
7,90 % 

Cítrico / 
100 ce. medio 

2.712 mgr . 
2.399 » 
2.608 » 

% ' 
conversión 

19,3 % 
17,1 % 
18,6 % 

Al contrario de los resultados de los autores señalados, no encontra
mos diferencias apreciahles^ tanto en la cantidad de micelio como en el 
consumo de azúcar y producción de ácido cítrico, por influencia del tiem
po de enfriamiento, después de la esterilización del medio de fermen
tación. 

9. Influencia d!]e ^a relación área/volumen. 

Como se ha señalado en otra parte, la relación área/volumen es uno 
de los factores físicos que más afecta a la producción de ácido cítrico en 
superficie. 

Para estudiar este factor dentro de las condiciones de fermentación 
por nosotros utilizadas, empleamos frascos de Roux de 1.000 c. c. de ca
pacidad con medio de fermentación basal e inoculados con la misma 
suspensión y cantidad de esporas. Los resultados obtenidos son los si
guientes: 

Mm. 
al tura 

3,3 
5,0 
6,6 
8,3 

10,0 

C. c. 
medio 

60 
90 

120 
150 
180 

pH 

2,2 
2,2 1 
2,1 
2,2 
2,1 1 

Azúcar 
remanente 

12,40 % 
11,10 % 

/ 11,50 % 
11,60 % 
11,20 % 

Cítrico / 
100 ce. medio 

624 mgr . 
676 » 
780 » 
728 • » 
728 » 

% 
conversión 

4,4 % 
4,8 % 
^,5 % 
5,2 % 
5,2 % 

Aunque coii muy ligeras diferencias^ observamos que existe un ópti
mo de relación área/volumen que corresponde a 120 c. c. de medio y 
a 6,6 mm. de altura, en lo que se refiere a producción de ácido cítrico. 

21 
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10. Influencia del azúcar del meMo de fermentación. 

Se ha observado que en los trabajos de investigación de fermenta
ción cítrica en medios sintéticos, unos autores utilizan sacarosa y otros 
emplean glucosa. Con objeto de probar cuál de los dos azúcares va me
jor a nuestras condiciones de fermentación, realizamos esta experiencia, 
en la que la única variable es la fuente de carbono. Los resultados se 
expresan de la siguiente forma gráfica (fig. 7): 
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En ella se observa que, aunque la sacarosa da lugar a menos creci
miento o producción de micelio, y lógicamente a menor consumo de azú
car, sin embargo la producción de ácido cítrico es superior, lo cual indica 
que dentro del metabolismo del Asper0lus niger la sacarosa va a for
mar ácido cítrico y la glucosa a cooperar en el crecimiento. 

22 
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DISCUSIÓN 

Antes de comenzar el estudio de los factores o variables que pueden 
influir en la producción de ácido cítrico en medios sintéticos y en fer
mentación superficial, debemos conseguir una raza de Aspergillus ntgef 
que, aparte su estabilidad, sea muy productora. Nosotros partimos de la 
raza «72-4», que reúne estas características, pero para mejorarlas y 
también para adaptarlas a las condiciones de nuestro laboratorio reali
zamos pruebas de selección natural y de obtención de mutantes por irra
diación ultravioleta, separando para futuros trabajos las razas que nom
bramos números 1 y 13, que dan más de un 25 por 100 de ácido cítrico, 
aisladas por selección natural. 

Se estudian, en (primer lugar, algunos factores que se relacionan con 
el medio de esporulación y que ya fueron estudiados por otros autores 
en diferentes circunstancias. Estudiamos la influencia de la presencia de 
elementos metálicos y el efecto de las transferencias o pases por el medio 
de esporulación, de forina parecida a como lo realizaron Shu y John
son (1947), y nuestros resultados en fermentación superficial corrobo
ran los obtenidos por ellos en feí^mentación sumergida, es decir, que 
la presencia de metales en él medio de esporulación disminuye la pro
ducción de ácido cítrico, sin influir, según vemos nosotros, la cantidad 
de metales añadida dentro de ciertos límites, y también que ni los pases 
por medio de esporulación a través de 31 transferencias, ni la edad de 
las esporas, afectan sensiblemente a la producción de ácido cítrico en 
fermentación superficial. 

Por el contrario, no encontramos influencia en la temperatura de 
conservación de las esporas, como observó Per Imán (1949), para producir 
ácido cítrico, ni, como observaron Krishnan, Bajaj y Damle (1954), el 
lavado de las esporas influye en la producción. Esto último nos lleva 
a sugerir que la presencia de algunos elementos en el medio de esporu
lación afecta a la estructura interna de la espora. 

Con relación a algunos factores utilizados en la preiparación del me
dio de fermentación, encontramos que, al contrario de lo que podría su
ponerse, la esterilización del medio favorece la producción del ácido 
cítrico, en cambio no encontramos esta influencia en la temperatura y 
tiempo de enfriamiento, como afirman Steel y Lentz y Martin (1955), para 
fermentación sumergida. Con respecto a la relación área/volumen, fac-

23 
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tor fundamental en la fermentación superficial, vemos que el óptimo de 
profundidad observado por nosotros (6,6 cm.) está dentro de los límites 
señalados por otros autores. 

Por último, en la duda del emjpleo en fermentación cítrica superfi
cial de un medio sintético, de elegir entre la sacarosa o la glucosa como 
fuente de carbono, encontramos que el empleo de la sacarosa da lugar 
a una mayor producción de ácido cítrico, aunque su consumo sea más 
lento. 

En todas y cada una de las experiencias que se realizan, la cantidad 
de ácido cítrico se determina por el método de acidez titulable ; sin em
bargo, también se hacen determinaciones colorimétricas del ácido cítri
co, las cuales dan los mismos resultados que la acidez titulable. Esto 
quiere decir que en todos los casos la acidez se debe totalmente al ácido 
cítrico. 

RESUMEN 

Se inicia un trabajo sobre producción de ácido cítrico por fermenta
ción con razas seleccionadas por irradiación ultravioleta y selección na
tural del Aspergillus niger 72-4. Wi^. 

En este trabajo se prueba que en fermentación en superficie y en 
medios sintéticos la temperatura de conservación de las esporas, el la
vado de las mismas, la transferencia a través de 31 pases y el tiempo 
de enfriamiento del medio estéril, no tienen influencia en la producción 
de ácido cítrico. En pambio, la presencia de metales en el medio de es-
porulación y la no esterilización del medio de fermentación, disminuyen 
tal producción. 

En adición a los anteriores factores, el óptimo de altura del medio 
encontrado es de 6,6 cm. en lO' relativo a la relación área/volumen, y 
el empleo de sacarosa, en vez de glucosa, en fermentación da mayor pro
ducción de ácido cítrico. 

SUMMARY 

The authors study the production of citric acid by fermentation 
with selectioned germs of Amergillus niger 72-4. Wiss. 

They describe the influence of different factors (temperature, ste
rilization, metals, saccharose, etc.) in the cultures of this microorganism. 

24 
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INSTITUTO NACIONAL DE INVESTIGACIONES AGRONÓMICAS 
SECCIÓN DE BIOQUÍMICA 

OBTENCIÓN DE UN «HÍBRIDO ILEGITIMO» 
DE SACCHAROMYCES DELBRUECIQI 

POR 

JUAN SANTA MARÍA 

Trabajando sobre genética de levaduras, una de las técnicas que se 
sigue con determinadas especies, para lograr la haplofase, es aprovechar 
la diferencia existente entre las temperaturas mortales para la espora 
y para la célula vegetativa. Utilizando dicha técnica se ha obtenido con 
una raza de SaccKaXomyces delbrueckü un cultivo que, indudablemente, 
pertenece a los llamados por Lindegren (1) «híbridos ilegítimos». 

MÉTODOS 

CuHivo empleado.~Se ha utilizado la raza VBll—^1 de Sacch. del-
brueckü, que tiene la particularidad de formar aseas con más de 4 es
poras (11). 

Medio de esporulación.—Se lograba la esporulación del cultivo, si
guiendo la técnica ya descrita (12), en el medio de Kleyn (6), 

Tratamiento térmico.—Las estrías del medio de esporulación se 
arrastraban con agua estéril a un matraz aforado estéril de 100 mi. Se 
tenía diez minutos en mesa de agitación y se completaba el volumen. 
De esta suspensión se ponían 2 mi. en tubos de 10 x 100 m., que se man
tenían tiempos variables en baño maria a la temperatura del tratamiento. 

Determinación del número de células.—-El conteo total se hacía con 
cámara Thoma y las células viables por el método de las placas, utili
zando agar de malta. 

Control de la acción térmica.—Se comprobaba la mortalidad produ
cida por el tratamiento térmico, por microscopía de fluorescencia (2), 
empleando el microscopio Ortholux (Leitz), con la lámpara Philips 
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e s 150, filtros BG 12 ó 4 mm. UG^, filtro líquido de sol. al 3 por 100 
de sulfato cúprico y filtros oculares OG 1 2,5 mm. o Euphos 2,5 mm., res
pectivamente. 

Para hacer las preparaciones se empleaban cubre-objetos especiales 
sin fluorescencia. Las células se coloreaban con naranja de acridina 
Dembach al 1:5000 en agua destilada; las células muertas toman color 
rojizo naranja y las vivas verde (13). Se comprobó que era indiferente 
emplear el filtro BG 12 ó el 4 mm. UG^̂ , con sus respectivos filtros ocu
lares. 

Clasificación.—^Se seguían los métodos y se empleaban los medios de 
Lodder y Kreger-van Rij (8) y Wickerham (14). 

G,erminación de esporas.—Para poder observar directamente y de 
modo continuo la forma de germinación de las ascosporas, se seguía la 
técnica siguiente: de la estría del medio de esporulación se hacía "una 
suspensión en solución fisiológica, de la cual se esparce un asa sobre 
una capa de agar extendido sobre un portaobjetos esterilizado. Se cu
bría'la zona con las células con un cubreobjetos esterilizado, y el con
junto se disponía sobre una platina calentable Biotherm (Reichert), que 
a su vez se adaptaba a la platina del microscopio Ortholux (Leitz). Las 
fotografías se hacían con el objeto de inmersión Apo 90:1 y el ocular 
Periplan 12 x , con el dispositivo fotográfico Aristophot. 

El agar empleado era agar nutritivo Difco con 5 por 100 de glucosa. 

RESULTADOS 

Se empleó una estría de Sacch. delbriœckii raza VBll- l , que llevaba 
quince días en el medio de esporulación de Kleyn a 25^. La concentra
ción de la suspensión resultante era de 1,4 x 10^ células totales por mi. 

De esta suspensión se mantenían alícuotas de 2 mi., durante cinco^ 
siete y ocho minutos en baño maria a temperatura de 57°. 

Se determinaba el número de células viables, tanto de las suspensio
nes sometidas al choque térmico como de la suspensión inicial, que era 
el siguiente: 

Suspensión original 750 x 10^ células/ml. 
Tratada 5 minutos a 57" 11 X 10^ » » 

» 7 » » » ... ... ... 1,5 X 10^ » » 
» 8 » » » ... ... ... 0,1 X 10^ » » 
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El control con el microscopio de fluorescencia era menos concluyen-
te, en cuanto a la determinación comparativa de la acción del tiempo. 
Sin embargo, es digno de mensión resaltar que se observaban aseas con 
ascosporas rojas y verdes, por ejemplo, un asea de 4 esporas con una 
roja y 3 verdes. 

En las placas de conteo de siete minutos se observó, junto a las típi
cas colonias de Sacch. delbrueckii (foto 1), una colonia más pequeña. 
Se sembró de la misma en estría de agar de extracto de levadura-extrac
to de malta y se la designó como 7^—1, purificándole tres veces conse-
cutivas. 

Comparando este cultivo 7'—1 con el original VBll—1, tenemos: 
Las estrías tienen distinto aspecto : 7'—1 tiene menos desarrollo, es 

menos cremosa y de un color menos blanco. Las colonias a los tres días 
en agar malta, son también más pequeñas y menos cremosas las de 7^1. 

A los tres días en agar dé extracto de levadura-extracto de malta, 
VBll—1 da células redondas y ovales cortas (11) de (2,75 — 5,5) X 
(4 — 7,2)\i; la relación entre longitud y anchura varía de 1,1 a 1,4. En 
las mismas condiciones 7'—1 da células menos réfringentes; en cuanto 
a forma y tamaño, muchas recuerdan a las de VBll—1, pero en otras 
la relación entre longitud y anchura llega a 2. Las dimensiones extre
mas son prácticamente las mismas. 

Después de cinco días de cultivo en portaobjetos con agar de patata 
Difco, ninguno de los dos cultivos forma pseudomicelio, ni en aerobiosis 
ni en anaerobiosis : únicamente un rudimento de pseudomicelio en 
aerobiosis (foto 2), 

Fermentación : Ambos fermentan en dos días la glucosa y la galac
tosa. No fermentan, ni asimilan, sacarosa, maltosa o lactosa. 

No asimilan el nitrato potásico. 
Esporulacíón : VBll—1 esporula en diversos medios, y además en 

el de Elejn forma aseas con 5, 6, 7 y 8 ascosporas (11) (foto 3). Por el 
contrario, 7'—1 no esporula en ningún medio. 

Colonias gigantes: A las cuatro semanas en agar de extracto de le
vadura-extracto de malta a 17'' las colonias gigantes que forma son com
pletamente distintas (fotos 4 y 5). VBll—1 da una colonia circular blan
ca, umbonada, mate, de 13 mm. de diámetro, de bordes enteros, mien
tras que 7'—1 da una colonia festoneada, de unos 8 mm. de diámetro 
mayor, pulvinada, formada como por la unión de tres lóbulos distintos. 

Germinación de las esporas de VBll—1 : Siguiendo la técnica indi-
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cada y partiendo de una estría en agar de Kleyn que llevaba veinticinco 
días de incubación a 25'', se observó la germinación de un asea con cua
tro esporas. La germinación se produce sin romperse previamente las 
paredes del asea, conjugándose dos a dos las ascosporas (fotos 6 a 13). 

DISCUSIÓN 

Según Phaff y Mrak (9, 10), fué Hansen (4) el primero que observó 
que existe una diferencia entre la célula vegetativa de las levaduras 
y la espora, en lo referente a la resistencia a las temperaturas elevadas. 
Las células vegetativas jóvenes de Sacch. cerevisiae se destruían en cin
co minutos a M'', y las esporas en cinco minutos a 62**. Esto fué con
firmado poco años después por Kayser (5), que llegó a encontrar dife
rencias de 10 y 20̂  entre las temperaturas mortales para la espora y la 
célula vegetativa, aunque lo corriente era 5*". 

Esta particularidad ha sido aprovechada para obtener cultivos ha
ploïdes en levaduras que liberan la espora del asea antes de la germi
nación, como, por ejemplo, Wickerham (15) con Hansenula. 

Hemos seguido esta técnica del tratamiento térmico para destruir 
las células vegetativas y no las ascosporas, con la raza VBll—-1 de 
Sacch delbrumkii, aunque no libera jas ascoporas dada la robustez de 
la pared del asea, como es corriente en la mayoría de las especies del 
género Saccharomycas (1), y aunque las esporas conjugan dentro del 
asea, sin formar células vegetativas haploïdes (fotos 6 a 13), cosa no 
desacostumbrada en dicho género (3, 8, 9, 10, 18). 

Que el cultivo que hemos designado T—1 obtenido después del tra
tamiento térmico de siete minutos a 57** es distinto del original^ no tiene 
duda, dada la forma de las células, el diferente aspecto en las estrías 
y colonias gigantes y la no esporulación de 7'—1. Ahora bien: el tamaño 
de las células, qué es prácticamente el mismo en los dos cultivos, de
termina que no podamos pensar que 7'—1 representa la haplofase de 
VBll—1 (7, 16), No queda más alternativa que admitir que se trata 
de un «híbrido ilegítimo», según la hipótesis de los Lindegren (7), ad
mitida prácticamente por Winge (17) con el gene D. 

Esta hipótesis tiene también un firme apoyo en el hecho comproba>-
do por microscopía de fluorescencia de la destrucción, dentro dé una 
misma asea, de alguna espora y no de todas. Podemos, pues, suponer 
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que, dentro de ciertas aseas, sólo ha quedado una espora viable, que al 
germinar ha dado lugar a células vegetativas haploïdes, y que poste
riormente han copulado entre sí dos del mismo tipo de apareamiento, 
a o a, o bien que, por ejemplo, dentro de un asea de cuatro esporas han 
quedado destruidas las dos que pertenecen al mismo tipo, y entonces 
han copulado las otras dos^ dando lugar al «híbrido ilegítimo» ; lo mismo 
puede suceder con las aseas de 3, 5 o más esporas-

Si los Lindegren (7) se referen a que los «híbridos ilegítimos» pro
ducen esporas no viables, en este caso particular no esporula. 

En el desarrollo de este trabajo se ha contado con una ayuda de la 
«Fundación March». Agradezco a las señoritas Carmen Díaz Amado y 
María Alicia R. Corraliza la colaboración prestada en el desarrollo de 
este trabajo. 

- RESUMEN 

Tratando un cultivo esporulado de SaGchromyces d^lbrueckii, raza 
VBll—1, en baño maria, 57̂  durante siete minutos, se ha obtenido un 
«híbrido ilegítimo», que se diferencia por la forma de las células, aspecto 
de las estrías y de las colonias gigantes, y que no forma esporas, mien
tras que mantiene la misma capacidad de fermentación y asimilación de 
los hidratos de carbono. 

SUMMARY 

An ilegitimate hybrid was as obtained by heating at 57*'C. during se
ven minutes an sporulated culture of Saccharomyces delbrueckii, strain 
V B. II-l. 

This hybrid is diferenciated by its cell morphology, giant colonies, 
and not forming spores. Whereas it mainteing the same fermentation 
and carbohydrates assimilation capacities. 
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FOTO 1.—Colonia sumergida de Saccharomyces delbrueckii VBll-1 en agar de 
extracto de levadura-extracto de malta a los dos días a 25o. 7 x. 

FOTO 2.—Sacch. delbrueckii VBll-1. Cultivo en porta-objetos según la técnica 
de Rivalier-Seydel, sobre agar patata a los cinco días a 25o. 250 x. 

FOTO 3.—Sacch. delbrueckii VBll-1. Aseas con 1, 2, 3, 4 y 5 ascosporas. De 
medio de Kleyn después de diecisiete días a 17o. Sin colorear. 1.550 x. 

FOTO 4.—Colonia de Sacch. delbrueckii VBll-1 en agar de extracto de levadura-
extracto de malta a las cuatro semanas a 17®. 2 x. 

FOTO 5.—«Colonia del «híbrido ilegítimo» 7'-l de Sacch, delbrueckii VBll-1, en 
agar de extracto de levadxira-extracto de malta a las cuatro semanas a 17*. 2 x. 

FOTOS 6 a 13.-^Germinación de las 4 ascosporas de un asea de Sacch. delbruec
kii VBll-1. Cultivo de portaobjetos en agar nutritivo Difco con 5 por 100 de 
glucosa, sobre platina caliente Biotherm a 25o. 1.950 x. 

6.— Â los treinta minutos de pasar el asea del medio de esporulación al agar 
nutritivo. 

7.—A las cuatro horas treinta minutos. 
8.— Â las cinco horas treinta minutos. 
9.— Â las seis horas. 

10.—A las seis horas treinta minutos. 
11.—^A las siete horas treinta minutos. 
12.— Â las ocho horas treinta minutos. 
FOTO 13.—^A las nueve horas treinta minutos. 
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INTRODUCCIÓN 

LOS ácidos nucleicos son sustancias dé fundamental importancia en 
en la vida y la constitution de todas las células. Presentes en el núcleo 
y en el citoplasma de todas las células, participan respectivamente en 
la constitución de los cromosomas y los genes y en el liïètaholismo ce
lular. Esta imjportancia aumenta al pasar de las células superiores a 
los microorganismos, debido a que entran en mayor proporción en su 
constitución. 

De las investigaciones realizadas por nosotros sobre el metabolismo 
de los ácidos nucleicos de las bacterias, estudiamos en este primero el 
contenido en ácidos nucleicos de algunas bacterias en diferentes fases 
de crecimiento, cuando éste ocurre en un medio de caldo común. Se 
estudian las condiciones de crecimiento y la influencia de la tempera
tura en este contenido. 

Antes de penetrar en la parte experimental de este trabajo, interesa 
conocer los trabajos anteriores sobre esta eueitión* 

REVISION HISTÓRICA 

El descubrimiento de los ácidos nucleicos se debe al fundador de la 
química del núcleo de la célula : Frledich Miescher (1844-1895). 
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A partir de los núcleos de las células (pus de heridas), obtuvo un 
compuestos, al que llamó «nucleína», que era de naturaleza acida, soluble 
en álcalis, insoluble en ácidos y con gran cantidad de fósforo, lo cual 
llamó la atención, debido a que hasta entonces la única sustancia orgá
nica de los tejidos, que contenía fósforo, era la lecitina. La primera re
ferencia bibliográfica sobre ácidoa nucleicos es de F. Miescher (1871). 

Realiza Miescher rnuchos trabajos sobre estas sustancias, siendo re
copilados todos por .sus alumnos en dos volúmenes, con el nombre «Die 
histochemischem und physiologischem Arbeiten von Friedich Miescher» 
(1897), Leipzig. 

De los alumnos del autor citado, que continúan sus trabajos, desarro
llando nuevas técnicas e tavestigando más a fondo estas sustancias 
Altman (1889), fué el primero que aplicó el término «ácido nucleico» y 
el primero en desarrollar métodos de preparación de estos ácidos a par
tir de tejidos animales y de levaduras. 

A partir de este tiempo, varios laboratorios se especializaron en este 
terreno, siendo los que han realizado trabajos fundamentales sobre estas 
sustancias los de : Kossel, en Basilea (Suiza) ; Jones, en Baltimore (Es
tados Unidos) ; Leyene, en Nueva York (Estados Unidos) ; Hammerstein, 
en Estocolmo (Suecia); Güliand, en Nottingham (Inglaterra); y otros. 

Numerosísimos son los trabajos realizados desde diferentes puntos 
de vista sobre los ácidos nucleicos. Nosotros sólo haremos referencia a 
ios que p-ueden tener alguna relación con nuestro trabajo. También son 
varios los libjos escritos sobre este tema, siendo el primero de ellos y 
el más clásico el de Levene y Bass (1931), y el último y nías extenso el 
de Chargaff y Davindson (1955), al que consideramos como nuestra prin
cipal fuente bibliográfica de ácidos nucleicos en general. 

T^pos de ácidos nucleicos. 

•̂  Es à pai'tir de 1930, que puede señalarse ya una diferencia ^ n t r e 
dos tipos de ácidos nucleicos: el ribonucleico (RNA) y el deoxiribonu-
cleico (DNA). Al principio se creyó que sólo existían en el núcleo de la 
célula, y también se creyó que el ribonucleico era característico de las 
células vegetales. Hoy día puede afirmarse que ambos tipos de ácidos 
nuclelcDs.se encuentran,^n. tod^^ las,células vegetales o animales, sien
do la más importante diferencia biológica entre ambos ácidos eí que el 

http://nuclelcDs.se
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ribonucleico es, sobre todo, citoplasmático, y el deoxiiibonucleico es 
sobre todo nuclear. 

Aparte los dos mencionados tipos de ácidos nucleicos, Chargaff (1950) 
ha demostrado que existen variantes de ambos tipos diferentes en la 
composición y proporción de los componentes. 

El ácido ribonucleico (RNA) por hidrólisis produce: adenina, gua
nina, citosina, uracilo, ácido fosfórico y un azúcar que Levene y Ja
cobs (1909) dicen ser ribosa. El ácido deoxiribonucleico (DNA), por hi
drólisis, da lugar a la separación de: adenina, guanina, citosina, timina, 
ácido fosfórico y un azúcar que Levene, Mikeska y Mori (1930) dicen 
ser desoxiribosa. 

Desde un punto de vista general, estas sustancias forman parte de 
unas macro-moléculas en las que el ácido nucleico se encuentra unido 
a una proteína formando las nucleoproteínas. Estas se encuentran en 
todas las células vivas, desde los virus a las células vegetales y animales. 

En las mencionadas macro-moléculas nosotros sólo fijamos atención 
en la jparte de ácido nucleico. Este se encuentra en forma de cadenas, 
cuya unidad fundamental es el tetra-nucleótido, formado por cuatro 
moléculas de ácido fosfórico, cuatro moléculas de azúcar y cuatro de las 
bases purinas y pirimidinas. De aquí Be deriva que el tetra-nucleótido se 
compone de cuatro mono-nucleótidos, que, según la base de que se com-
Done, reciben el nombre de : ácidos adenílico^ guanílico, uridílico, citídico 
y timidílico, que se separan por hidrólisis alcalina. Si al nucleótido se 
le separa el ácido fosfórico, da lugar al nucleósido, los cuales son : adeno-
sina, guanosina, uridina, citidina, timidina. Estos, finalmente, dan lugar 
a los azúcares y a las bases que antes hemos mencionado. 

Aislamiento y (determinación de ácidos nucleicos. 

Cuando se trata de estudiar la constitución y estructura de un com^ 
puesto biológico complejo, es, necesario hacerlo en varias fases. 

Lo primero que hay que hacer es que la tal sustancia debe separarse 
de otras parecidas, y deques deben reconocerse cualitativamente sus 
componentes. De aquí que las fases de estudio de estas sustancias son 
dos: aislamiento y determinación. 

La determinación de un ácido nucleico puro es relativamente fácil, 
pues existen reacciones específicas de algunos de sus componentes. La 
dificultad empieza cuando se encuentran con otras sustancias, las cuales 
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es preciso separar. De los muchos métodos empleados para la determi
nación de ácidos nucleicos^ nosotros nos fijamos en los métodos químicos 
De éstos, hasta la aparición de los de Schmidt y Thannhauser (1945\ y 
Schneider (1945), ninguno fué completamente satisfactorio. 

Una vez tengamos un buen método de separación de los ácidos nu
cleicos, como son los dos señalados, la determinación de los mismos es 
relativamente sencilla, por reacciones específicas de los componentes, 
como, por ejemplo, determinando el fósforo, la ribosa, deoxiribosa, etc. 

La aplicación de la técnica de cromatografía de papel, por Vischer 
y Chargaff (1947), para separar y determinar las bases de los ácidos nu
cleicos, así como la introducción de la técnica de las resinas de intercam
bio iónico, aumentó grandemente el conocimiento de los ácidos nucleicos. 

Acidas nucleicos en hücterias. 

Comparados con los ácidos nucleicos de las células vegetales y ani
males, los de las bacterias son más difíciles de estudiar, por poseer par
tes menos definidas y, por tanto, más difíciles de obtener con un cierto 
grado de pureza. 

Hasta el año 1947 nada o casi nada se había investigado en los áci
dos nucleicos de las bacterias, siendo a partir de esta fecha cuando al
gunos laboratorios bacteriológicos se interesan en este tema, sobre todo 
desde que Avery y sus colaboradores (1944) demostraron la importan
cia del ácido deoxiribonucleico en la inducción de transformaciones bac
terianas. 

De todas formas, antes de 1947 se habían realizado algunos trabajos 
sobre nucleoproteínas y ácidos nucleicos de bacterias, como los de: 
Stoklasa (1908), Heidelberger (1925), Heidelberger y Kendall (1931), 
Thomson y Dubos (1938), Brown y Johnson (1922), Coghill (1932), Aka-
ri (1938), Sevag, Laskman y Smolens (1938') (1940), Petrick (1944) (1946), 
Coghill (1931), Schafer (1932). Sin embargo, es a partir de 1947, después 
del desarrollo de las técnicas de Schmidt y Thannhauser (1945) y 
Schneider (1.945), cuando se inicia el estudio intensivo de los ácidos nu
cleicos de; las bacterias. ' . / . ; — V 

De esta época son los trabajos de Belozersky (1947), Chargaff (1947) 
y Stacey (1947), los cuales afirnian-que los ácidos nucleicos 0e encuen
tran en todos los microorganismos, aunque en proporciones variables 
que dependen-de la especie ŷ  la edad de ja misma. El primer autor dice 
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que la gran cantidad de ácidos nucleicos pueda ser la causa de la gran 
vitalidad de las bacterias, lo que m ve por su rápido metabolismo, re
producción y poder de adaptación. Da las cantidades siguientes de ácidos 
nucleicos en peso seco para diferentes edades del Escherichia coli: 
22,43 por 100 (cinco horas), 14,13 por 100 (veinte horas», 9,66 por 100 
{cuarenta y ocho ho^as). 

Muy imporante es el trabajo llevado a cabo por Boivin, Vendrely y 
Tulasne (1947), los cuales observan que no hay correlación entre el con
tenido en ácidos nucleicos y otras propiedades de las bacterias (meta
bolismo, antigenidad, virulencia, etc.). Dicen que el DNA se encuentra 
en el núcleo en cantidad de 3-4 por 100 (peso seco) y el RNA, en el ci
toplasma, en cantidad de 5-15 por 100 (peso seco). Estos autores em
plean la técnica de Schneider para el aislamiento y las reacciones de azú
cares (orcinol y difenilamina), para la determinación. Contenido en cul
tivos de veinticuatro horas a 37*" de Escherichia coli son: 3,8-4,4 por 100 
de DNA (peso seco) y 8,4-9,7 por 100 de RNA (peso seco). Bacterias 
aerobias esporuladas dan menor cantidad. 

Otros trabajos más recientes son los de Chargaff y Saidel (1949), Jo
nes (1951), Smith y Wyatt (1951), Schneider (1951), Zamenhoff y cióla-
horadores (1952), Gandelman, Zamenhoff y Chargaff (1952), Zamenhoff, ' 
Brawerman y Chargaff (1952), Parsons. Jr. (1953), Dernheimer (1953), 
Jones (1953), Khouvine, Barbier y Wysman (1953), Vischer, Zamenhoff 
y Chargaff (1949). 

Es también de interés el trabajo de Mitchel (1950), que da un mé
todo de determinación directo de ácidos nucleicos en suspensiones bac
terianas, midiendo la adsorción de las bases purina-pirimidina del 
M. pyogenes en espectrofotómetro. También son de interés los trabajos 
de Sherratt y Thomas (1953) y Reddi y Watson (1954). 

Metabolismo de áaídos nucleicos die bacterias. 

Siendo éste el objetivo del presente trabajo, interesa revisar la bi
bliografía sobre dicho metabolismo. Algunos autores estudian los áci
dos nucleicos en relación con la virulencia de los gérmenes, como Ove-
rend, Stacey y Webb (1951) y Bennett y Williams (1954). Otros como 
Smolens y Vogt (1953), en relación con el fenómeno de resistencia a los 
antibióticos. Otros como Wellerson (Jr.) y Tetrault (1955), estudian el 
efecto de la temperatura en su producción. Kelner (1953) estudió el efec-
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to de las radiaciones ultravioleta en la síntesis de los ácidos nucleicos. 
Mitchell y Moyle (1951) estudian la relación entre el crecimiento, 

propiedades superficiales y contenido en ácidos nucleicos del M. pyoge
nes. Fitz-James (1954) estudia los ácidos nucleicos de las esporas de al
gunos bacilos esporulados. Encuentra que el RNA de las esporas de 
Bacillus cereus contienen un 50 por 100 de fósforo; en cambio, las de 
Bacillus rmegatheñum tienen sólo un 25 por 100. En las formas vegeta
tivas hay más cantidad. Newton, Wilson y Wilson (1955) estudian la sín
tesis de nucleótidos y ácidos nucleicos en Brucella con carbono radioac
tivo, y Mitchell y Moyle (1953, 1954) siguen la incorporación del fósforo 
radioactivo a varias fracciones de la célula, viendo que el RNA se forma 
a partir de los nucleótidos que proceden del fósforo orgánico y el DNA 
del fósforo inorgánico. 

Levy, Skutch y Schade (1949) estudian el metabolismo del fósforo 
de los ácidos nucleicos del Proteus vulgaris^ y lo mismo que Malmgren 
y Heyden (1947), observan correlación entre contenido ácidos nuclei
cos, proteínas y número de células. A un aumento rájpido de peso seco 
y turbidez, observan que el DNA varía muy poco ; en cambio, el RNA 
aumenta rápidamente hasta 2,5 veces su valor inicial y luego disminuye. 
Las curvas de crecimiento y de contenido en RNA, cuando ge compa
ran, son casi paralelas. 

El metabolismo de los ácidos nucleicos del Escherichia coli es estu
diado por varios autores. Borex, Ryan y Rickenback (1955) lo hacen en 
relación con el fenómeno de lisogenidad. Con fósforo radioactivo tra
bajan Morse y Carter (1949), Labaw, Mosley y Wyckroff (1950) y Wade 
(1952), encontrando que el 85 por 100 se encuentra después en los áci
dos nucleicos y el 12 por 100 en los fosfolípidos. El fósforo aumenta du
rante la fase estacionaria de crecimiento y principio de la fase lag, dis
minuyendo después rápidamente; esto pasa también al RNA. La má
xima cantidad de RNA y de DNA se forma antes de la multiplicación 
del germen, siendo la relación de que si el RNA aumenta de cinco a 
diez veces, el DNA aumenta dos veces. 

Las síntesis de los ácidos nucleicos en el Escherichia coH es estudiada 
por Siminovitch y Graham (1954, 1956), Maruyama (1956) y Pardee y 
Prestidge (1956). 

Por último, en relación con el metabolismo de los ácidos nucleicos 
en el Escherichia coli, Wade y Morgan (1957) observan que muchas, 
bacterias contienen más RNA en crecimiento que en reposo. 
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Los ácidos nucleicos de Barcina lútea son estudiados por Dutta, Jones 
y Stacey (1953, 1956). Hacen determinaciones en fases: lag (siete-ocho 
horas), logarítmica (cuarenta y ocho horas) y estacionaria (noventa 
horas). 

Estos son los principales trabajos que pueden tener relación con nues
tras investigaciones, y cuyos datos comparativos veremos más adelante. 

MÉTODOS Y TÉCNICAS 

En estos trabajos utilizamos como gérmenes de estudio el Escheri-
cMa coli y la Sarcina lútea. Ocasionalmente también hemos empleado el 
Bacillus swbtilis. Todos estos gérmenes se cultivan a partir de tubos de 
agar-caldo a 37'' por veinticuatro horas. 

EXTINCIÓN 

I É § í i. I § i i l |M.aoH«/e.c. 

GRÁFICA 1. 
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Todas las experiencias del presente trabajo se realizaron en medio 
de caldo común (extracto carne Bovril, al 0,5 por 100; peptona Whitte, 
al 2 por 100; cloruro sódico, al 0,5 por 100), a pH 7,4. Se reparte en 
cantidades de 100 c. c. en matraces de 500 c. c , que se esterilizan a 120"" 
por treinta minutos. 

Estos matraces se siembran con un centímetro cúbico de una sus
pensión, preparada por adición de 5 c. c, de solución salina a un tubo 
de agar-caldo; esta suspensión se diluye a una turbidez de 70, en foto-
colorímetro Kipp, con filtro 55. 

Estos matraces sembrados se ponen en diferentes condiciones de cre
cimiento, ya en estufa a 37 ,̂ o bien en agitación a 28° (en este último 
caso se utiliza un agitador de vaivén que da 90 oscilaciones por minuto 
con un recorrido de 10 cm.). 

Se toman muestras a intervalos de tiempo y se determina la turbi
dez en la forma antes indicada, construyendo una curva de crecimiento 
en función de la extinción. Si se determina número de gérmenes en una 
cámara cuentaglóbulos de turbideces conocidas, se puede construir una 
gráfica, en la cual la extinción nos da el número de gérmenes (gráfica 12). 

Ejemplos de curvas de crecimiento de Escherichia coli y Sarcina 
lútea en diferentes condiciones de crecimiento pueden verse en la grá
fica 2, 

Para el tratamiento de los gérmenes con objeto de obtener los ácidos 
nucleicos, se parte de una cantidad determinada y desecados. De los 
varios métodos que existen, se recurre al de deshidratación de las bac
terias por solventes miscibles en agua. Para esto el cultivo de la bacte
ria se centrifuga y lava con agua destilada varias veces^ se añaden al 
sedimento 10 volúmenes de acetona fría, centrífuga, el residuo se sus
pende en tres volúmenes de éter frío, se centrifuga, decanta y el resi
duo pone en desecador de vacío. 

A continuación se realiza el aislamiento de los ácidos nucleicos a par
tir de los anteriores gérmenes desecados. Como dijimos anteriormente, 
hasta la aparición de los métodos de Schmidt y Thannhauser (1945) y 
dé Schneider (1945), no existen métodos positivos de aislamiento de 
ácidos nucleicos de materiales biológicos. Después de ellos, todos los 
que aparecen son modificaciones más a menos afortunadas. L5s dos mé
todos, por, otra paíte^ son- muy parecidos, en los dos hay runa extracción 
preliminar de compuestos ácido solubles y lípidos, y sé diferencian en 
que los primeros hacen una digestión alcalina que separa los ácidos nu-
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cleicos solubilizados, mientras que el segundo los extrae con ácido tri
cloracético O perclórico en caliente. Nosotros empleamos el primer mé
todo, modificado por Sberrat y Jones (1953), y por nosotros se realiza de 
la forma siguiente: 

Una cantidad pesada de gérmenes desecados se mezcla con 5 c. c. de 
ácido tricloracético (ATC) frío al 10 por 100, en un tubo de centrifuga 
de 25 c. c. Se centrifuga a 4.500 rpm. durante treinta minutos, se repite 
la operación. El (precipitado se mezcla ahora con 5 c. c. de etanol al 80 

z o 
X 

1.2 

10 

0.8 

o> 

0.4 

0.2 

Xj 

^'' 
M^ M^> 

0.6 

-fl lSh 

OAh 

0.2 h 

0.4 ' , ' V 

18 H0RA5 O (2 18 24 30 36 toRAS 

o 

H 
K 
M 

0 6 

0.5 

0.4 

0.3 

0.2 

0.1 

i> r — 

o 

- te •• 
• 

-

^^•^'i'-
. # • " r 

1 ' ..:âi-«^'-""-> 

2 
VJ 

r 

ta 
hO.4 

Lo> 
pOA " 

los 

•02 

Lo./ 

u< 
Z 

<í 
- - J 

£ 

-

,̂- — 

.-?' 
«0/ 

o/ 

«8 24 30 3G HORAS O 42 <6 HpAAj» 

G R Á F I C A 2. 

. 9 



470 RAMONA VAAMONDE Y BENITO REGUEIRO 

por 100 y se centrifuga de nuevo, .ge repite la operación con etanol ab
soluto, el precipitado se extrae dos veces con una mezcla de cloroformo-
etanol al 1/3 y a 80°. Finalmente se extrae con éter. El residuo trata 
ahora con 3 a 10 c. c. de sosa N/ a 37° durante doce horas, se centrifuga, 
lava el residuo con agua destilada dos veces y se reúnen todos los líqui
dos donde van solubüizadds los ácidos nucleicos totales. Para separarlos 
el líquido se neutraliza con ácido clorhídrico 2,5 N/ y se añade ATC al 
30 por 100, precipitándose de esta manera el ácido deoxiribonucleico. 
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T2 HORAS 

que se separa por centrifugación, se lava este precipitado dos veces con 
ATC al 5 por 100 y en los líquidos se encuentra el ácido ribonucleico 
que puede concentrarse por evaporación al vacío. 

Damos a continuación un esquema general del proceso de aislamien
to de los ácidos nucleicos: 
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lina vez realizado el aislamientcè de los ácidos nucleicos en el líquido 
alcalino, se puede ya realizar la determinación de los mismos, por reac
ciones específicas de sus componente-

Nosotros realizamos las determinaciones de fôsforc}^ total por el mé
todo de Fiske y Subbarow (1925), que nos da los nucleicos totales del 
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líquido alcalino; determinamos la ribosa ipor el método del oreinol de 
Mejbaum (1939) y la deoxiribosa por el método de la difenilamipa de 
Dische y Schwarz (1937), que nos dan el contenido en ribonucleico y 
deoxiribonucleico, respectivamente, llevando los resultados obtenidos 
a curvas estandard preparadas con ribonucleato sódico de levadura 
(Schwarz Inc.) con un 9 por 100 de fósforo y deoxiribonucleato sódico 
(Light Ltd.) con 7,9 por 100 de fósforo. 
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Todas estas reacciones colorimétricas se realizan en un fotocoloríme-
tro Kipp, con filtro 66, para el fósforo y ribosa, y filtro 59 para la deoxi-
ribosa. 

RESULTADOS 

Las experiencias realizadas en este trabajo se pueden dividir en dos 
fases. La primera es la que fija las curvas de crecimiento del Esche
richia coll J la Sarcina lútea en diferentes condiciones de crecimiento^ 
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con objeto de determinar los tiempos de cada fase (lag, logarítmí-ca, esta
cionaria, declive). La segunda consiste en la determinación de los ácidos 
nucleicos que corresponden à cada una de estas fases y construcción 
de las gráficas correspondiente^ para establecer las diferencias. 
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i. Crecimzenío del Escherichia coll. 

Damos las gráficas de crecimiento del E. coli (3, 4 y 5), expresadas 
en extinciones^ número de gérmenes y peso seco. Las condiciones son 
las siguientes: 

L* Crecimiento en caldo común, 28^ agitación, 72 horas, 
-'•• 2S Crecimiento en caldo común, 28^ agitación, 15 horas. 
. : 3.* Crecimiento en caldo común, 37'', estufa, 96 horas. 

^ 2. Crecimiento de Barcina lútea, 

A continuación se dan las gráficas de crecimiento de Sarcina, expre
sadas también en extinciones, número de gérmenes y peso seco. Las con
diciones son las siguientes: 
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1/ Crecimiento en caldo común, 28'', agitación, 24 horas. 
2.̂  Crecimiento en caldo común, 37°, estufa, 66 horas. 

24 46 

GRÁFICA 7. 
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3. Pruebas pTeliminades de aislamimito y .determinación-
de ácidos nucleicos. 

A continuación se trata de aislar y determinar los ácidos nucleicos 
que hay en cada una de las fases de crecimiento antes mencionadas. 

Previamente se realizan unas pruebas de aislamiento y determina
ción de ácidos nucleicos en-cultivos de Escherichia coli y Bacillus sub-
tilis en caldo común a 28° y en agitación por cuarenta y ocho horas. Los 
métodos son los anteriormente señalados y los resultados finales los si
guientes : 
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Gérmenes desecados (total) 

» » (muestra) 

% fósforo (peso seco) 

Nucleicos totales (líq. alcal.) 

RNA (peso seco) (líq. alcal.) ... 

DNA (peso seco) (líq. alcal.) 

E. coU 

187,50 mgr . 

61,40 » 

1,53 % 

17,80 % 

9,70 % 

8,30 % 

B. subtilis 

203,20 mgr . 

67,20 » 

1,7() % 

20,00 % 

13,80 % 

7,10 % 

Observamos que la suma de los ácidos nucleicos obtenidos por deter
minación de los azúcares, da aproximadamente igual que el resultado 
obtenido por determinación de fósforo total (nucleicos tienen un 8,5 por 
100 de fósforo). 

A continuación se realiza la separación de los dos ácidos nucleicos 
en la forma indicada en los métodos. En cada una de las fracciones se 
determina fósforo total y el azúcar pentosa correspondiente. Los resul
tados finales son los siguientes: 

Fracción RNA: 
» » 
» » 

Fracción DNA: 

» » 
» » 

fósforo (p. s.) 
nucleico total 

RNA (p. s.) 

fósforo (p. s.) 

nucleico total 

DNA (p. s.) 

E. coli 

0 85 % 

9,40 % 

5,31 % -

0,30 % 

3,70 % 

3,66 % 

B. subtilis 

0,96 % 

10,60 % 

5,50 % 

0 , 2 4 % 

3,00 % 

2,97 % 

Los resultados obtenidos no concuerdan con los anteriores del líqui
do alcalino. Esto indica que el método de separación no es muy reco
mendable. Es por esta razón y también porque para el objeto que nos 
proponemos no es necesario, que en experiencias posteriores usamos en 
general las determinaciones realizadas en el líquido alcalino, 

4. Aislamiento y determinación de ácidos nucleicos en E. coli. 

Esta experiencia corresponde a los crecimientos dados en 1). Los re
sultados y gráficos son los siguientes: 
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Horas 

4 
6 

12 
18 

! 72 

P % (P. s.) 

3,56 
3,00 
2,31 
2,20 
1,90 

Nucleicos % 
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35,20 
27,10 
28,80 
22,48 

RNA % 

6,80 
28,80 
16,30 
12,50 

4,80 

DNA % 

5,60 
15,80 
9,00 
8,00 
8,10 

Aquí se hace la seiparaclón de los dos ácidos; en la fracción RNA los 
resultados son concordantes, pero no los de la DNA, que está impuri
ficada. 
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Observando los resultados y las gráficas anteriores que corresponden 
al contenido en ácidos nucleicos del Escherichia codh en caldo común y 
en diferentes condiciones de crecimiento, se hace notar ima gran simi
litud en el contenido en ácidos nucleicos. 

Desde el momento de la inoculación hasta el comienzo de la fase 
logarítmica, no se observa gran crecimiento (fase lag) ; en cambio, hay 
una síntesis intensa de ácidos nucleicos totales, RNA y DNA, que llega 
a un máximo al comienzo de la fase logarítmica, durante la cual dismi-
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72 96 Haras. 

nuyén rápidamente los ácidos nucleicos totales y RNA, y sobre todo 
el DNA. Durante la fase estacionaria se mantiene el mismo nivel de 
ácidos nucleicos o disminuye lentamente. 

La fase lag termina en el crecimiento a 28° en agitación a las cuatro 
horas, durante la logarítmica de seis a doce horas. En crecimiento en-
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estufa a 37°, la fase lag termina a las cinco horas y la logarítmica a las 
veinticuatro horas. 

5. Aislamiento y determina¡ción de ácidos nucleicos de Sarcina. 

Esta experiencia corresponde a los crecimientos dados en 2). Los re
sultados y gráficos son los siguientes : 
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Observando los resultados y las gráficas anteriores que corresponden 
al contenido en ácidos nucleicos de la Barcina lútea en caldo común y 
en diferentes condiciones de crecimiento, se nota cierta similitud en el 
contenido en ácidos nucleicos. 

Desde el momento de la inoculación hasta el comienzo de la fase 
logarítmica, no se observa gran crecimiento ; en cambio, hay una sín-
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tesis intensa de ácidos nucleicos totales, RNA y DNA, que llega a su 
máximo al comienzo de la fase logarítmica, durante la cual disminuyen 
rápidamente los ácidos nucleicos totales, RNA y DNA. Durante la fase 
estacionaria se mantiene el mismo nivel o disminuye lentamente. 

En este germen la fase lag termina en el crecimiento a 28'' en agi
tación a las seis horas y en el crecimiento en estufa a 37^ a las quince 
horas. Es decir, que el crecimiento logarítmico sufre retraso en relación 
al E. coK 

DISCUSIÓN Y RESUMEN 

Si se añade una bacteria a un medio apto para que pueda desarrollar
se, puede encontrarse que en su crecimiento pasa por una serie de fases 
con las cuales se puede construir una gráfica representativa. 

A partir del momento de la siembra pasa un tiempo, durante el cual 
la mutiplicación es lenta, es lo que se llama la fase «lag», cuya duración 
está influida por diferentes factores. A continuación él cultivo entra en 
una fase de crecimiento rápido, fase «logarítmica», también influida por 
varios factores. A continuación hay una fase «estacionaria», durante la 
cual el número de bacterias es prácticamente constante, y aunque hay 
metabolismo, no hay crecimiento. Por último, viene la fase de «declive», 
en la que disminuye el número de bacterias, pudiendo autolizarse, es 
decir, disolverse por actividades enzimáticas. 

Estas fases las pasan todos los microorganismos durante su desarro
llo, y, por lo tanto, también las bacterias por nosotros estudiadas: Es
cherichia cali y Sarcina lutea. Estas fases pueden seguirse por diferentes 
métodos, como turbidez, número de gérmenes y peso seco. Así lo hace
mos nosotros. 

Observamos que en el E. coli, a 28° en agitación, el ciclo de creci
miento se completa en quince horas, mientras que en reposo es de no
venta y seis horas. Los ciclos de Barcina son, respectivamente, veinti
cuatro y sesenta y seis horas. 

Una vez conocidas las fases de crecimiento, se hace el aislamiento 
y determinación de los ácidos nucleicos de cada fase, para construir las 
curvas que expresen el metabolismo de dichos ácidos, que, como todos 
ios componentes celulares, sufren procesos de síntesis y de degradación. 
Utilizamos una modificación del método de Schmidt y Thanñhauser 
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(1945), obteniendo los siguientes resultados, en cultivos de cuarenta y 
ocho horas en caldo común, a 28"" en agitación: 

Sarcina lútea 

Nucleicos % 

17,80 
20,00 
21,40 

RNA % 

9,70 
13,80 
16,50 

DNA % 

8,30 
7,10 
2,60 

Las cifras obtenidas son mayores (a las cuarenta y ocho horas) que 
las obtenidas ¡por Belozersky (1947) y Boivin y colaboradores (1947), so
bre todo en lo que se refiere a DNA por ciento; en cambio, están de 
acuerdo en RNA por ciento con las de los últimos autores. 

Las gráficas del metabolismo de producción de los ácidos nucleicos 
están de acuerdo con los resultados obtenidos por Levy y colaboradores 
(1949) y Morse y Carter (1949), que observan que la máxima cantidad de 
ácidos nucleicos se produce antes de la multiplicación de los gérmenes. 

SUMMARY 

Using an original modification of the Schmidt-Tannhauser, method 
the authors realize the isolation and determination of the nucleic acids 
in cultures of Escherichia coU, Sarcina lutea and Bacillus suhtilis, and 
study the graphics that they obtain with the metabolism of production 
in these acids. 
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