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En el trabajo actual, que con el t ítulo d ·' Balanc n il1·0..,.enado 
d el Aspe1·gillus n ige1· en medios Raulin ', t ngo el honor d pre
sentar a la Real Academia de Farmacia, séarn e permitido, como 
preámbulo, el manifestar mi agrad cimiento a tan docta Corpora
ción, que me otorgó la alta distinción de adj udicarme l Pr mir1 
li' e.rn ández y Canivell , que me ha. permitido realizar' la. pt' _ ent e 
Memoria en el curso i043-i9M,. 

Al m ismo ti empo, rindo mi má 
res M. Comeng y A. Santos Ruiz, lo 
probada, me dirigieron 1 s tudi 
-0.rientándorne y en eñándome el valor 
y ,Perseverancia , como virtud máxima 
como alumna d e tos insignes maes tro nunca deber é olvidar, 
-sino procurar imitar a todos lo qu fu ron y on mis mn lro , 
·cuyo rec uerdo i1 ste mom nto es el m ejor aprecio que pu edo h -
(' er para valorizar mi modesta. investigación ; e igua1men1e agrn.
.ctezco a Jo Sre . F rnánd ez y Canivell u fila n Lropía pn.ra p . nsi -
nar tos trabajos. 

Balance nifrogenado del Aspergillu n i r en medio Raulin 

Los trabajos de M. Raulin (i ), discípulo 1 
t ran que los esporos del Aspergillus nir;er, 

PasLeur, demues
embrado en un 
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m edio artificial de compos ición mineral determinada, y en cir
cunstancias conve nient.es, inlluyen decisivamente en su desarrollo, 
de tal manera qu e los cultivos obtenidos d:rn 1./24 m ás de su valor 
en comparación con los obtenidos en m edios naturales. · 

Tomando como hase este trabajo clás ico, repetimos nosotro las 
experiencias, con objeto de ve r la influencia que tienen los distintos 
medios s intéticos en la variación de los diJerentes proteidos compo
nentes del Aspergilltts nige1·. 

La técnica empleada es el balance ni trogenado, objeto y 1in de 
nu estro trabajo de investigación. 

Para complelar aún m ás v a.quilatar en lo posible el trabajo, nos 
ha parecido conveniente, además c:l e veri ficar el balance nitrogen a
do, determinar las variaciones qu e sufren olros elemen tos de este 
liongo, cuales son: n itrógeno total, grasa, celulosa, g lucosa, hume
dad y cenizas. 

El Aspe1·gillus fué cultivado en m edios de composición química 
diferente, comprobando las variaciones metabólicas de lípidos, p1·ó
ticlos y glúcidos . 

r. 

Descripción del Aspergillus ·y modo de cultivarlo 

A spm·gillu ·nciger~ 

d rib .P. SQhü
M. Raulin ('I ). S~ 

ITROOl!}NADO D&J, 'A PEROTLLUS NIGER" ' wr . 

empieza por preparar un medio de cultivo artittcial, de compo ición 
mineral determinada, que influye de tal mnnera en el desarrono; 
que se obtiene un rendimi ento mayor, en comparación con los ób
tenidos en medios naturales. 

Este medio está forma.do por elementos quimicos definidos, pro
pios para su desarrollo, que constituye el clásiéo medio R.aulin. 

EJ. concurso simultáneo de todos los elementos que integran es
tos medios de cultivo es necesario, ya que la falta de uno de ellos 
hace que el peso del cultivo sea mucho menor, y, por tant , a1t ra 
la. posibfüdad de controlar datos. 

Cada uno de estos cuerpos ejerce una influencia propia sobre el 
crecimiento del hongo. Así, el nitrógeno es asimila.do bajo la for
ma de nítrato amónico, sódico o potásico, mientras que al estado 
de nitrito hemos ob ervado que no olament.e no lo a imila, sino 
qu e ej erce una acción inhibidora. · 

BerLh éloL (4) demostró, con res ul tado positivos. que la ílj ac ión 
del nitrógeno atmosférico por el A spergillus niger lo r ealiza por si 
solo, a diferencia de otros hongos, como los del género Phoma, que 
lo fijan por simbiosis. 

Raulin (5) observa que por la presencia de ci rtos ion e , orn o 
el cinc y el manganeso, ·se estimula Ja actividad del hongo, h ~ho 
confirmado por Bertrand (6). 

En cambio, la presencia de metales p sa.dos modiíl a pr funda -
mente el desarrollo de los con idios d l Aspr:rgillns niger. 8egún 
Burowsky (7), el sodio no puede reemplazar t.otalment al pota ·io 
en el desarrollo completo del . Aspe1·9illus. Gustarf on ( ) ha demo·s
trado que la respiración del Aspergillit,S niger va en aumento n 
una solución de cloruro cálcico; pero cuando la concentración c:'l 
superior al 25 por 100, decrece notablemente. 

RauJin (5) descubre qu e una parte de nitrato d pla t a n 
1.600.000 partes de agua, impide la germinación de pora del A.s
pe1·gillus nige1·. Más modernam nte se han realizado num ro a ex
periencias, con muy diversos elemento , comprobando la ne i ad 
de muchos de ellos, y cuya descripción omitimos por n ha · r ex
cesivamente extensa esta parte de nuestra. mocle tu aporla ión. 

B) Los medios de cultivo emple do p r nosotro fu ron 
tos tres siguientes: el de Raulin C ), l de 8 1.arck (0) y el d Cza.p 
Dox, modi11cado por G. Turley (10), cuya campo ición químico 
ponemos a continuación. . · 

Medio Raulin.-Agua, . i.500 gramos; azúcar cand , 70 gr aro ; 
áci~o tártrico, 4 gramos; nitrato amónico, 4 gramos; fo fato amón i
co, 0,60 gramos; carbonato de potasa, 0,60 gramo ; arb nato ~!e 
magnesio, 0,4.0 gramos; sulJato amónico, 0,25 gramos; u l fa lo de 
cinc, 0,07 gramos; sulfalo de hierro, 0,07 gramo , sili ·ato pot.á ·i <1, 

0;07: gramos. 
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Medio Starck.- fSacarosa, i 5 . gramos; nitrato amónico, 0,2 gra
mos; fosfato ácido de potasio, 0,1 gramo; agua destilada, hasta. 
100 c. c., acidificado con ácido .clorhídrico hasta un pH 1,8 y tempe
ratura de 33º. 

Medio Czapeck-Dox (modificado por G. 'l'urley).- itrato sódico, 
3 gramos; Jos Jato ácido de potasio, 'i gramo; cloruro potásico, O,".> 
gramos; sulfato magnésico, 0,5 gramos; sulfato férrico, 0,01 gra
mo; glucosa, "10 gramos, y agua, hasta 'i litro. Finalmente, se ·adi-. 
ciona una pequeña cantidad de extracto de levadura de cerveza. 

Para sembrar en cualquiera de estos medios, seguimos la técni
ca recomendada por Raulin (5 ), que consiste en extender sobre la 
s uperlicie del líquido un pincel .impregnado de esporos de Asper
gillus, los cuales conseguimos dejando al aire libre un trozo de li
món, y al cabo de unos ocho días se cubrió completamente de es
poros, fácilmente reconocibles por la capa gris que recubre el limón; 
a los tres días de la siembra se forma en la superficie del líquido 
una membrana de color blanco, que al cuarto toma un color azu
lado; y íinalm.enle, hacia el séptimo, se va oscureciendo hasta que-. 
-darse convertida en una membrana consis tente; de superficie uní~ 
formemente oscura. 

Tomada una muestra , y examinada al microscopio, pudimos 
comprobar que la iembra hecl1a ·de este modo no d.aba un cultivo 
puro, pues es taha mezclado con hongos perfenecientes a . otros ge
neros. 

La técnica de Haulin resulta defecLuosa, y, por tanto, nos dirigi
mos a la Sección de Ferm entaciones del Instituto Cajal, cuyo jefe, 
el profesor D. J. Marcilla, nos concedió amablemente cultivos pu
ros de Aspe1·gillus nige1·, raza núm. 3, con los que hicimos · nuevas 
siembras, y de esta manera pudimos conseguir cultivos puros para 
nu tro trabajo. · ' · · 

L s culti o qu h r fi do, on raza núm ro 3, son lo.s obta-
nido n la mencionada S ióo d 1 In titulo Ca jal, después de una 

lec i n, igui nd una t ni a nálog a la de Bernhauer, que se-
¡ n hong , que cree n sobre r daj as de limón esL ri~ , en 

gu , uyo pU 11 v a i, - 1,8 mediante adición de ácido sulfúri-
' m cH normal, · sembrando n m dio 'tarck, de análo<>o pH (0 ). 

C) MlJtodo analilicos.- Lo m todos analítico mpleado por 
n tr · para Ja xp rimenta ión d nuestro traba jo, los describí-

a ntinua ión. 
Balanc nifrogenado.- Ad ptamo 1 m todo propu sto por lús 

pr f r M. Uom nge y . Santo Ruiz, y que e el que s sigu , 
n l ln titut Cajal, uyo fundam nto se ba a en la distinta soln· 

hilidad d las fraccion s protídi a n dH rente disolvent~s . m 
ultivo lo trituram s on arena de mar, lavada y desecada, con .;~ 

Un de di la rarlo bien; se trata on agua, e centrifuga, y el líqui
d va r uni nd en un m traz d '100 . c. hasta complelarlo; en 

t:R" , ETC. 

este líquido se determina l niY.'ógeno por el m lodo de K jeld<ihl , 
.u.ya técnica la describiremos en el apartado " it róo--en total ' : n 

esta primera fracción se encuentran las albúm.inas nuclefoas. 
La parLe insoluble en agua se trata por solución de t ruro ó

<lico al 20 por 100, ·Se centrifuga y se la · a tres ve es con unos 
'100 c. c., a los cuales se les praclica el Rjeldahl; n · e 1a ecrunda 
fracción se hallan las globulinas. 

·EL residuo se trata por alcohol de 70", ha ta agotamiento por c n
triJugación, y se hace también el Kj eldahl; pero n est.a fracción 
para evitar inflamaciones del alcohol, es conveniente, ant de prac
ticar el Kj eldahl, destilar previamente para r du ir · l volumen, y 
luego se continúa el ataque con el ácido sulfúri o. En L t rcera 
fracción se encuentran las pro laminas. 

Y, por último, con el r esiduo insoluble en lo tres di olvent ~ 
anteriores, se practica el Kjelclahl y no dai'á el nitróg no corres
pondiente a las glutelinas. 

.U. Dete1'minación del nitrógeno total.·-Se sigue 31 método de 
Hj eldalll, cuya marcha es la siguiente : Una determinada canliclao 
de cultivo se trata con ácido sulfúrico concentrado, l or m edio del 
cual las sustancias orgánicas se oxidan, transformando el nitróge
geno existente en amoníaco, que, combinándo e con el ulfúrico, 
forma el . sulfato amónico; es necesario operar con matra e Kj 1-
datll, porque son resistentes, y ·olocar en la boca d l matra.z un em
budiLo para evitar proyecciones. En nuestro probl ma pus1mo un 
cantidad exacta del cultivo y agregamos 25 c. c. de ácido · ulfúrico 
concentrado, y como catalizador, una pequeña cantidad de á ' i fo 
selenioso en po lvo; se calienta suavemente pr.im ro, y luego a Jo 
quince minutos aproximadament , se leva ·la l<:'mpera tura p ara q11 e 
el ataque sea completo. se conoce es te fin l, porque primera nwnte 
se forma una masa carbon sa y luego e va aclarando has ta que 
por último queda un líquido completam nte claro; enlon se r:! eja 
enfriar y con pr caución se diluy en unos :300 c. c. de agua y e 
pasa a un matraz j unto con las aguas de lavado ; s te matraz se 
ac lara con un refrigerante. En l matraz, que conti ene el líqui cl<l 
:atacado, sé agrega sosa al 30 por 100 ha ta n eutra li zarió11 r ornpl r. ltt, 
poniendo de indicador la fenoltalein a, y para r eg·ula r la ehullíción 
se pone un poco de polvo de cinc. Por la. acción d 1 hidróxido sódi 
co el amoniaco d 1 sulfato amóni o formado qu eda en lib1 ~ 1'lacl , ,l 
cual se destila y es recogido en un matraz qu ti ne cxactam n te 
20 c. c. de ácido sulfúrico /f4, con indicador rn til.nnranj n. ; en el 
momento en que acercando un papel tornasol al xtremo libre del 
r efrigerante nos indique reacción neutra, s señal de que ha pa
sado todo el amoniaco existente, y entonces se valora el oxee o de 

' ácido sulfúrico N/ l4c con sosa también / H y la di f eencia nos da 
en miligramos el nitrógeno que tenía la cantidad d . ulli vo qn c p 11 -
simos; sólo resta hallar el tanto por ciento. 
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III. Delennina('ión rle los hidmf:os df' cm·bono.-Se sigue la téc 
nica de Liebermaun y Lintner, que es c-0mo sigue: 3 grs. de sus
tancia seca se colocan en un matraz de 500 c. c. provisto de refri
gerante de ref1 ejo con 200 c. c. de agua y 16 c. . de ácido clorhí
drico de den sidad i,12 s e mantiene en ebullición al baño maria du
rante tres horas,; al cabo de este tiempo se deja enfriar, se neu
jraliza con sosa, se defeca con subacetato · de plomo eliminando el 
exceso de plomo con solución saturada de sulfato sódico; se flltra 
completando el volumen a 250 c. c.; de éstos se toman 25 c. c., que 
irven para do ificar el azúcar por reducción. Nosotros seguirnos 

la técn ica de M. Bertrand, para la que estos 25 c. c. se mezclan con 
iguales cantidades de líquido Fehling A y B, se calienta durante 
tl iez minutos y se deposita un precipitado de oxidulo de cobre, el 
r ual se recoge en un crisolito de Gooch; después de lavado con agu:L 
caliente se le trata por el líquido Bertrand, que contiene sulfato fé 
rrico que pasa a ferroso, y éste se valora con permanganato poth
sico, valorado ele manera que 1 c. c. de éste equivale a 6,36 milígr·a
mos de cobr ; los r esultados están expresados en glucosa. 

IV. Determinación de la celulosa.- Hemos seo-uido la técnica de 
Hadu Vladescu ( 11 ) ele la siguiente manera: 1 gr. de materia seca 

coloca en un matraz de unos 100 c. c. con 20 c. c. de ácido nítrico 
de d nsidad 1.,130 y se hace pa ar una corriente de vapor durante 
r:inco minutos , al cabo de los cuales se deja enfriar, se filtra, reco
giendo l a ce lulosa sobre un filtro tarado se la.va con unos 150 c. c. de 
Rgua de hlada, después con una m zcla de alcohol y éter a partes 
ig·uaJes , para desengrasar, se deseca en la estufa y se pe·sa. Celu
lo ·a y fütro se incineran y de contando el peso de las cenizas oh
tenidas de.1 peso anterior, tendremos la celulosa cor respondiente al 
g-rarno que pusimos. , 

V. Para Ja d ete1·minación d e la hum edad 11 cenfaas h roo se-
g uid l m to<! rlA 1co p r d ec cí n incinera 1 n re pectiva-

nt ., l a 1 p . on lant. 

BALANCE ITROGE:NADO DEL " ASPERGlLLtrS NIGER", ETC. 7:17 

CI l :ESULrAOOS O BlENt DOS SEG Ú ~ lil MEDIO DE GUUl'f'O EMPLEADO 

BALA N C E NIT ROGENADO 

Rauli-n Stm·ck Czape1·ck-Do:c 

Fracción 1 ..... .......... 0,054 % 0,0.65 % 0,037 % Fraooló.n solubl , en agua. 
(¿Albúminas y nucle1nas?) 

Fracción lI ·········· ····· 0,040 % 0,050 % 0,069 % Fraooió.11 soluble ll 'aGl. 
(¿ Gro.builnas ?J 

Fracció.n m ··-··· ·· ···· ·-·· 0,046 % 0,065 % 0,043 % Fraeeión en alcohol, 700~ 
(¿ Prolaminas ?) 

Frac~ión IV ... ... ........ 0,163 % 0,176 % 0.231 % Fracción t·esi.d ual. 
(¿O lutellnas '?) 

NITROGENO TOTAL DEL "ASPERGILL US NIGER", EG UN LOS 1EDIOS 

Al edto Raufü1 ilJ edio Sta?·ck ilf edio Czapec lc-Do:i: 

0,313 % t 0,312 % 0.368 % 

HIDRATOS DE CARBONO DJ<JL "ASPERGJLLUS NIG.ER", SEG 

Itf ed.io Uauitn M edl,o Statclc ill edio Czapeck-Dox 

2·,09 % 2.40 % 3,1 % 

CELULO A DEL CUL'l'IVO "ASPERGILLUS NlGER" , EGUN LOS Mli:Dl 

ilfedio Raulin M edil) Stm·c k 

5,3 % 8,7 % 6.~ % 

GRASA DEL "ASPERG l.LL.IJS N!GER" , "EGUN LOS ~1EOIO CUL'l'IVAOUS 

bf edio Ilaulin 11! e dio tm·c le fti edio Czapecl -Doa: 

0,766 Yo o, 45 % 0,671 % 

HUMEDAD DEL CULTIVO "A PERGILL N LOS MED IOS 

ill edto JI aulí.n ilf edio torclr ilf dio Czapeck-DoJJ 

84 % 80,3 %" 82,3 % 

N LOS MEDIOS 

ftf edio llaul.in Jtferlio Slarck 111 tu.Uo Czapeclr-Dox 

8.40 % 9,04 % 10,4 % 
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.. 1 ) Comentario-Tesum en.-La fracción albúminas y nucleinas en 
el medio1~zap-eck-Dox da un yalor mínimo •de :0,037 por 100; el valor 
máximo lo obtencmo en el medio Starck: 0,06p, y el valor meclio lo 
d ~ . el Ha ulin . La fraccióv. globqlinas nos. da una progr.esión aseen,. 
dente desde o,orn en Rau li n, 0,050 en Stark. y el máximo de O,Ofü) en 
C_z~p ck-Dox. La fracció n prolaminas da un .mínimo de 0,04.3 en el 
Czapeck-IJoek, un m áximo en starck. de 0,065 y una m edia el de 
Haulin ü,04ü por 100. Las gl utelinas, de manera análoga a las gló
hu lina , nos da n un a curva ascende_nte; es decir siguen un a pro
gresión paralela en los m ed ios Hau lin y -Czapeck-Dox, con valor.es 
cr cientes . del primero al último de estos medios. de cultivo . . 

En los datos del nitrógeno total coinciden con que el de ~tarck 
a lcanza el m áx imo de 0,372 por 100, un :valor medio en el Czapeck
J>ox y un mínimo el de Raulin de 0,~13 por 100. 

En Jo hidratos de carbono, expresados en glucosa el medio Cz_a
pe k-Dox dió el val"or más alto, 3,1 por 100; el d·e Raulin, 2,09, y el 
m ás ba j o, 2,40, en m edio Stark. 

El valor más a lto en grasa lo <lió el m edio Starck, 0,845 por 100 ; 
Haulin, un término m edio, y el más bajo, 0,677, el .Czapeck-Dox. - ~P. 
humedad a lcanz-a el m áximo Haulin, ~l m~diQ Gzapeck-Dox y .. _el 
niás .Mjo, ·so por 100, Starck. 

Y, por último, en ce lulosa, los datos suministran ei valor más 
a llo para el med io Starck., y el m ás_ bajo para el de Raulí~. 

Aunque los m edios elegidos por nosotros tien en su composición 
un ta nto distinta. comprobemos por los I_'~sultados. que la form iu; ió.!l 
de lbs · elementos estud iados guardan una relación semejante. Uni
camen te en el medio Czapec.k.-Dox vemos _qye _ta,ptQ en lo que s.e re
li ere a los productos proteícl icos solubles en el alcohol, que formau 
la IV fra cc ión del ha la nce nilrogen ado, y la cantidad de hidratos 
el arb no, no g uardan di ha r la i n y son bastan te o m ás ricos 

n é t ·~· · j . que no ll eva a pen ar que er exlrac.f.o de levadu:ra el'~ 
e n ' za (o.unqu 1 en peq ueña cantidad ) interfi er e en la compo-
. l ión y ndu r.e a la va.ria ión ob ervada. . .. 

f) p p 1 • d la cxp ri n ia prac li adas pu ed afi rmar e que: 

I .' La ind iYicluali lad de l Aspergillus nig 1· on rva inlac la . 

. 9 ." . J. a. mp .ición .. d 1 A p rgillu . ui'r __ ligeras variacion.es 
r rn. ad ptnr .. al medio de culti. 

: .• l. ara Ja in terpre ta .ión d l s flu ctua ion &-€1 b rá ten erse en 
n ni n 1 mp ición r¡u ím ica d l m ·dio mpl ad . 

D:\LAi':CE NITROGEl\:\00 DEL ETC. 7 1'.F 

4.' Los valore de la diJerentes sus·tancias no son corr ela.ti os. 
n cuanto al medio de u ltivo, sino que cada m edio es apto para 

una determinada sustancia a in:vestigar. 
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