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CONTRIBUCION ¿a ESTUDIO DEL METABOLISMO HIDROCARBONADO

DEL LAOTOBACILLUS ACIDOPHILUS

o e. I o o o... .

La fermentación de los hidratos de carbono por las bacterias del

acido láctico ha sido objeto de numerosas investigaciones, comoconse

cuencia de las cuales se ha llegado a determinar 1a naturaleza de los

productos finales de la fermentación de los azúcares por las distintas
especies de este grupo de bacterias.

En el preqente trabajo se ha estudiado la fermentación de la glg

cosa por dos ceras' de bacterias lácticas pertenecientes al género
Lactobacillus; una ea el Lactobacillus acidoghilus y proveniehfie de mg

V""
teria fecal de niño y otra,oorrespondiente al mismogénero,aislada de

vagina humana.

En amboscasos se estudió el metabolismo de la glucosa, estable

ciendo el balance de la fermentación por la determinación cuantitativa

de los productos de la transformacion.

Las razones por las cuales se eligieron dichas cepas fueron las

siguientes: se sabe que en el intestino del niño recien nacido, existe

el L.acidoghilus y se piensa que una posible fuente de contaminación

del mismopuede ser el ambiente vaginal de 1a madre.
En el Instituto Nacional de la Nutrición fué realizado nor la

Dra M. 3. Cataldi un trabajo investigando la microflora intestinal de

los lactantes y la microflora vaginal de la madre. El estudio de esta
última dió comoresultado el hallazgo de fermentos lácticos, unos de

tipo anaerobio identificados comoL.bifidus y otros que forman parte

del grupo del llamado Baoilo gg Daderlein constituido probablemente,

según la autora, por dos especies distintas; una de ellas no gasógena

que corresponde al L.acidoghilus y otra no identificada. que tiene la



pr0piodad de formar gas con los hidratos do carbono.

En el presente trabajo se estudiaron: una cepa da L¡agidgnhilun tí
pica y una de las cepas gaaógelaa aislada de vagina por 1a Dra. Cataldi,

con el objeto de ver si existia alguna analogía o diferencia fundamental
en su metabolismo.



\I.Mm
En 1901 ago; g Debug, estudiaron 1a tornontncián de 1a glucosa pa

algunas bacterian láctimc y hallaron comoproductos finales , ¡cido láctico

{cido mítico, ¡cido cuccinico y glicerina, ácido {craneo y ¡mmm-idocarbá

ico.y alcohol etílico. Dieron la descripción de 12mbacterian. pero no intenta

ron nonbmrlas ni clasificurlam,

Los ninos productos fueron encontrado» por Kngaoflmon), Labordcü909)

r gt (1913).
, En 1919 Qui-igual sugirió que Inn back." inc lficfiicno quo conviertan

manualmente los hidratos de carbono on {mido láctico y colo dan trazan de 01

:rna ¿ustnciamdebían ner dintingu‘ldan d» aquellas: que que además dc 51?, prt

lucen cantidades anreciabloo de ánidcn volátiles y de anhidrido onrbónico.

ngr? y LM (192“) propusieron los términos homcfcrmcntntivcy hotnro
Forméntntivc respectivamente, para loa dos (trunca.

Eni920[29d . mtgngn 1 ngvcgngrty en el mioooMio y m
estudiaronln fernant'nciSnde1:“.glucosapor01Wim W
y confirmen ln ruptura secundaria del ácido láctico.

En1929m rnlivnó un estudio cuantitativo dolrrnotnboliclo de
minsocpociecdcWL.

En1930W 119m u cubounewtudicoonpurutivcde lo =
miembrosdelsinoroW ya1"ciguientañom yW en
tudian biologia; y quinicuente dicho sinoro , rcfirieñdooo “oficialmenteal¿mmm mmm.

M om9 YMiu-(1933)“ untrabajosobrelan carnctor‘ticnl
del L.noidophilus. bac‘eria dol grupo honofomentntivc, encuentran ndoufiado

acido láctico. ¡nidos volitiloo y compruebanque estos están constituidos
cor ¿oido térmico, ácido acético, y ácido butfrioo cn la proporcion 68381.



En el mismoaño Hunt realiza un estudio del metabolismo del L.nen

toaceticus relacionandolo con el de otros varios miembrosdel grupo y

compruebatambien la ruptura del ácido láctico.- Ademásde l L.gentoaoe

3392; utilizó el L.delbrüoki el L.leichmanni y el L.gdgntolzticus.

En 1935 Nelsgn y Werkgggen una fermentación que utilizaba ácido
pirüvicocomosustrato y en anaerobiosis, observaron usando L.llcogersi

gila formación de ácido acético, anhidrido carbónico y ¿oido láctico en

cantidades equimoleculares. Es decir, que en la fermentación se formaría

intermediariamente óoidopirüvico. La molécula de láctico se rompería en

acético. anhidrido carbónico e hidrógeno activo, el cual reduciría una

segunda molécula de pirüvico a láctico. Según esto deben existir acepto

res de hidrógeno en la fermentación de la glucosa. puesto que el hidró

geno no es un producto final.de dicha fermentación y si lo es de la del

acido pirúvico.

Anteriormente Kluxver (1933) estudiando las fermentaciones lácti

cas encontró entre los productos finales glicerina y supuso que ella pro
venía de la reducción del aldehido glicórico o de otros productos; esta
reducción seria debida al hidrogeno activo liberado en la fermentación
secundaria del ácido láctico.

En un trabajo realizado tambien por Nelson y Werkmanen 1935, es

tudiando 1a fermentación de la glucosa por las bacterias heterofermenta

tivas. dichos investigadores sugieren un esquemade fermentación que si;

ve para eXplicar los datos obtenidos por ellos y por otros autores.

Encontraron comoproductos finales de la fermentación ácido lacti

co, ácido acético, alcohol etílico, anhídrido carbónico y glicerina.

El esquemade fermentación por ellos sugerido es el que figura a
continuación.

Las bacterias utilizadas en este trabajo fueron: L.lzcogersioi,

L.mannitogeus, y L. acidoghil-aerogenos.



Glucosa

hexoea fosfato

aldehido gncérico 4. 23_, glicerina

Compuesto a? 3o hipotético
o l

acetaldehido+002 + 2H acido lactico
+2H

alcohol etïlico ácido girüvico + 2B
+H20 L

ácido acético + 002 +áti

Según este esquema deben producir-e dos forman de anhidrido carbó

nico una equivalente a la cantidad de alcohol etílico y que se forma por

descomposicicn de un hipotético compuesto de tree átomos de carbono, en

acetadehido, anhidrido carbónico e hidrágeno activo.

En la otra forma el anhídrido carbónico ee equivalente al ácido

acético y se forma por una fermentación secundaria del láctico. Por otra

parte la cantidad de glicerina formadaserá equivalente a dos vecee la

del acido acético, puesto que por cada molécula de ácido acético ee for

man cuatro átomos de hidrogeno activo.

En 1938 Pedereon publica un trabajo sobre las esceciee nrcductcrae

de gas del género Lactobacillus y las clasifica en varios grupos.

Utilizé un gran número de cenas y entre las especies por 61 eetup

diadae figuran el L.oentoaceticua, L.l!copereici, L.brevic, L.acidoghil
gerogenee, L.fermentumBeijerinck, L.buchneri, L.gaetorianue Bergey,
etc. etc.

Demoetró que todoo elloe producen además de ácido láctico, ácido

acético, alcohol etílico y anhidrido carbónico.

Ademásobservó que en condiciones anaerobicae ee produce menos

ácido láctico y más ácido acético.



II.Mgtodos de Investigacian

A) Métodos Bacteriolsvicqg
m

Los matados bacterioíñgicos usados cn 1a carumterízacián de las

bacterias emuledas en ente trabajo, son los indicados en el”flanua1 of le

thods for Pure Culture Study of Bacteria".(B.A.B.)

ggggplogta

E1 estidóo dc 1a morfología incluye la observación de preparacio

nes colorsadag paraeatuñíar las formas vegetativas. Comomedio de cultivo

se utiliza agar entr‘a,1a edad dal cultivo era de 48 horas y la temperatura'

uaaadu 37e Se colores , asgfin la modificacíán de Kapeloff y Beerman al m5

todo de Gram.

Movilifigd

Se hacn un cultivo en Rota nendíente y se ObfiPrVïa1 microsconío, util

lizando comomedio mosto de ceréales.

Esnorulaoián
O .Se toman doq tubos de caldo hmgudo glucoendc, qc alembran, y uno fl? e1<

ellos se calienta sn un baño de anna a 800. Ambastubos se incubnn a 370;se

Cheervan a las 48 horas y e? ve si hay firsurrollo en ambos tubos o solo en
0 . . ..que no fue calentado, y en este cano ne e1guenn Obqïrv-nno los tubos cada¡.5e

24 horas durante varios días.

Licuaoián de gelatiga ,
¿¿ mcubbcwn

O OSe siembra en gelatina en punaion y despues de ósemanas, se coloca

el tubo el la heladera , obsorvindoao “-í al cabo Jn un cierto tiempo 91
si hay o no licuaciñn.

Reducoián de Nitratgs

La reduccíán d: nitratos puede ser indicada nor una complvta o parcial

desaparicián del nitrato, acomnañwdoda 1a aparician de nitritos, amoniaco o

nitrágeno 11bre.- 00m0medio de cuñtivo se usa caldo nitrato. La presencia

de nitritos en indicada nor la ¿ornacién d un color rojo con al reactivo de



laftilamina y ácido aulfanïlioo. Unresultado negativo no prueba que no hay r

luccion, pues ausencia de nitritos en presencia de un buen desarrollo, pueden
,ndicar un consumocompleto del nitrato.

Se investiga entonces 1a presencia de nitratos en el caldo con difenï

bmina;un color azul, indica 11 presencia d nitratos , en ausencia de nitrih

Formacién de gg;

E1 medio de cultivo usado es medio de peptonn. En un tubo con dicho meq

o ee coloca en la paéte superior, una tirita de papel de filtro, que ha sido

reviamente mojada en una solucion saturada de acetato de plomo. Se siembra ,

e incuba y se observa. La nparicián de un color negro en la tiritn, indica

a presencia de 832.

Formacion de Indg;

El metodo usado es el de Kcvace. Se siembra en agua de peptona; a alre

edor de 10 cc de medio de cultivo se le añaden soc da reactivo y se agita,un

‘olor rojo indica la formacion de Índol.

3910 de metilo Y Vogee-Proekguer

Se siembra en un medio preparado disolviendo Sgr de proteoae peptona I

gr de glucosa pura y 5gr de POHHIQen un litro de agua destilada. Loa tubos

n este medio se incuban a 370 durante h dias y luego ee agrega a uno, Sal de

Jo de metilo y a otro Sul de reactivo de VP.
Unareaccion positiva de rojo de metilo indica la presencia de suficien

e Cantidad de ácido , para hacer virar el rojo de metilo.

Unareacción de Veges-Proaknuer positiva , indicada nor un color rojo ef
inn, significa que ne ha formadoacetilmetilcarbinol, a partir de 1a glucosa



B) Mótgdoe quimicos

Los productos encontrados en la fermentación de la glucosa con las

cepas de bacterias utilizadas en este trabajo son: ácido láctico, ¿cido
acético, ócido fórnioo. anhidrido carbónico y glicerina. Cadauno de ee

toe productos fuó investigado, con excepción del anhidrido oarbónico en

el liquido que queda deanuee de la fermentación. Se los determinó prime

ro en forma cualitativa y luego cuantitativamente.

Oomomedio de cultivo ee utilizó agua de levadura autolizada con

el 2%de glucosa pura anhidra y.el 2%de carbonato de calcio.

Disooeición de las ergerienoiae

Los métodos y las experiencian se dispusieron de acuerdo al traba

jo de Cánega y de la Bernd

Se esteriliaan durante 15 minutos, 1000 cc de nedio de cultivo, co

looadoe en un metro: pirex con tacón de goma atravesado por un tubo de de

cantación y nor dos tubos provistos de llaves eeneriladnl. Ambostubos,

lo mismoque el embudode decantaoión estarán tapados con algodón.

El tapón con sus tubos y el natraz se esteriliznn por separado. Se

saca el matraz bien caliente del autoclaVe, se agita bien para homogenei

zar el medio, y ¡e toma una muestra con pipeta estéril, en la cual ee do

torminará exactamente la glucosa. Se adapta al matraz el tapón, tomando

las precauciones necesarias para evitar infecciones.

El tubo de calida ee conecta con la trompa de vacio. El tubo de en

trada que llega hasta el fondo del natraz, oe conecta con un gneónetro,

constituido por dos vasos crlenmeyer de dos litros, dispuestos comoee ve

en la Figura 1, y que contiene nitrógeno lavado para aaegurar la ausencia
de anhídrido carbónico.

Para ello ee intercala entre el gneómetroy el matraz, un franco

lavador que contiene 50000 de una solución de NnOHal 20%.

Se cierra 1a llave del tubo de decantacién y la del tubo de entrada;



ÉAÉQEEÉBQ

A1 comenzar la operación 01 erlenmayer B, está llano do agua y o

está vacío. Se conecta per Aeen el cilindro de nitrégeno. ao abre la

llawe y se hace entrar lentamente 01 San en B; al gas, al antrar. donar

leia al 11gu16¿que llena B, io hace subir por la gomay luego penetra

en a hasta. llenado. mm.vez que B «Mi lleno de 83.8, se alarm la un.»

ve A, y sa desconecta el cilindro, quodnndoel gasóuatrn an condicionoa

da nor nando. Para alle baatn con abrir la llayn A; el liquido qua «ati

en O. hace presión sobre al gas, danalojandelo del franco B y obligán60*

lo a salir por A.
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Se abre la del tubo de salida y ee hace funcionar la bomba. Cuando

hierve el liquido del matraz, se cierra 1a llave de salida y ee abre la de

entrada con cuidado, para evitar que el nitrógeno penetre violentamente.

Cuandono entra más nitrogéno ee cierra la llave de entrada y se vuel

ve a abrir la de calida, repitiendo la Operacióncuatro o cinco veces.

Por último ee deja abierta la de entrada conectada con el gaeómetro,

para que a medida que ee enfría el matraz ee vaya llenando de nitrógeno.

Cuandoesta el liquido alrededor de 37°, ee vierte en el embudode decanta

cién, una sueneneión de cultivo nuevo. Al hacerlo debe tomarse 1a precau

ción de cerrar la llave antes de que toda la suspensión haya bajado, para
evitar la entrada de aire.

Se conecta entonces el matraz non tree frascos lavadores que contie

nen: el primero, 5000c de NaOHal 20%; el segundo lOOcc de la misma eoluci

ón y el tercero que sirve de control con 50 cc. Las conencionea ee hacen

vidrio sobre vidrio y con gomade vacio. Se lleva todo el aparato a estufa

a 37°. La fermentacion dura alrededor de 10 dias para que el consumode la

glucosa lea practicamente total. El matraz debe agitaree de vez en cuando

para que ee ponga en suspension el carbonato de calcio, que debe neutrali
zar la acidee del medio.

Cuandola fermentación ha terminado, ee deealojan los gases con una

cantidad medida de agua eeteril, que ee introduce por el tubo de decantación

Esto ofrece algunas dificultades pues ee preciso vencer la resistencia del

liguide en los lavadoras. Hecho eeto ee conecta el aparato con 1a trompa

de vacío, haciendo pasar a travez del líquido una corriente libre de aire

libre de anhídrido carbónico, para que el 002 que está disuelto, ee fije
en la solución de NaOH.A1 sacar el matraz de la estufa conviene cerrar 1a

llave de comunicacióncon loa frascos lavadoree, para evitar que ee absor

ba el líquido de los mismos.

Eete método ee siguió solamente con uno de los cultivos empleados, la

cepa 3001, que ee productora de gas. La fermentación se realizo algunas



recee en preeencia de nitrógeno y otras llenando el ¡atras con airefl libre

le anhidridc oarbónico, para lo cua128ejó entrar simplemente aire, layando

Lopreviamente con NnOHal 20%. Esto se consiguió haciendo el vacio en el

¡atraz, comoya indicamos anteriormente y repitirndo la operacion varias
recae.

En el caso del otro cultivo, que no es productor de sae, (cepa 23) ae

¡embróen vasos erlenmeyer, con tapón de algodón de la manera usual.

a) MétodosOualitativge

¡nhidrido carbóniog

Se utilizo el método de Eldredge indicado en el "Manual of methods".

Se utilizó dicho métodocon una modificación indicada por el Ing. Agr.

. Soriano. E1 método ea el siguiente: ae coloca en un tubo de ensayo, 1n

.Occ de medio de cultivo; ee cierra con un tapón de goma atravezado por un

ubc de desprendimiento que va a otro tubo que contiene agua de barita re

:ien preparada y perfectamente límpida. Se preparan de este modovarios tu

¡oa (alrededor de 12). Los tubos y los tapones ae eaterílizan por separado;

mtee de colocar los tapones ee siembran los tubos con un cultivo de la bac

:eria Que no contenga oreta, para que no haya posibilidad de arrastre de la
¡isma.

Los tuboe ae colocan inclinados en una estufa a 37°, durante lo días,

iempo gue dira más o menos la fermentación. Al cabo de ellos se observan

cs tubos con agua de barita y ee los comparacon los controles, prepara

:oa de 1a misma manera pero que no han oido sembrados. La presencia de 002

e compruebapor el depósito de carbonato de bario. Para mayor seguridad

onviene titular el agua de barita de los controles y de los tubos con

IH n/1o, antes y despues de la fermentación. Esto permite además tener

na idea de la cantidad de 002 producido.



Glicgrina

Se empleó el metodo de O. Frendend. Una parte del medio se extrae con

cter durante tres días: ls extracción se hace en medio alcalina. Terminada

esta. se evaporael eter y en el residuo se determina la glicerina.

Be calienta en un crisol, a alrededor de 100n una parte de ls sustan

cia, Junto con cristales de ácido crálicc (020u32.2H20): se forma 002 que

decclera un papel de filtro mojado en una solucion de carbonato de sodio

y fenolftaleins. Se formabicarbonato neutro a la fenclftaleína. Se pueden

determinar así 5 ¿de glicerina.

Ágiggi zglétilgs
Para separar previamente los ácidos volátiles de loa fijos, se empleó

el método indicado pcr_gggef{er y modificado pcr génsgathde la gcrnstj
Unaporción de 100cc del medio previamente filtrado, para separar el

exceso de carbonato de calcio, se aoidifica con sonne H en presencia de ti

nel azul hasta pH1,6 - 1.7 , y se destila con arrastre de vapor de agua

hasta recoger alrededor de 1.5 litros.

Eete liquido se neutraliza con ¡son y se evapora hasta unos pocos cen

tímetros; en ellos ee investigan el ácido acético y el f6rmioo.

me 9951:ng
Se utilizaron para su investigación los métodos indicados por anderson,

Unaporción de la sustancia a investigar, se neutraliza v se trate con Ol3re

o con (N03)3Fe evitando el exceso. 8o produce en el liquido un color rojo
bebido a la formacionde acetato férrico. Si se calienta a ebullición el lie

uidc se decclcra debido a la desconpceiciñn del acetato y ae forna un donó

;ito de criacetatc fñrricc de color marronrojizo.
Otro métodoconsiste en neutralizar el líquido a investigar con Kaon

y luego agregar una solución de "0353 ; se forma un precipitado de acetato

de plata, pocosoluble en frio y soluble cn caliente. que cristalina facil
mente por enfriamiento en agujas blancas.



mm
Ss utilizó para su determinación el metodo indicado por Andogsgn.Se

lo investiga basándose en su poder reductor. Se trata una porción del líqui

lo con una solución de nitrato de plata nncniacal. Se calienta suave-ente y

¡n presencia de ¡cido térmico se forma un precipitado negro de plata metálica‘
' ti

El residuo de la destilación por arrastre con vapor de agua. obtenido

¡egin ce indicó por el método de Sohefter, se extrae con eter durante ocho

torna. El extracto etéroc oe evapora a sequedad y el residuo se disuelve en

Llconcl de 95°. So determina cl ácido láctico por el método de Uffelnggg.

¡e trata una porción del liquido a investigar, con un reactivo que se prepa

'a mezclando lOcc de una solución de fenol al “fi con 200c dc agua y añadien

lc una gota de Cl3Fe al 11.- El reactivo tiene color amaticta que co transfor

¡a en amarillo en presencia de ¡cido láctico.

Otro método ee el de Flgtgher y flagging. Unas pocas gotas de una colu

2ión saturada de sulfato de calcio y Soc de ácido sulfúrico concentrado le

¡gregan a una pecueha cantidad de la solución a investigar. Se calienta a

)añonaria dos horas: se enfría y se agregan dos gotas de solución diluida de

riofone. La presencia de ¿cido láctico se nota por la formación de un color

rojo cereza. cuando el tubo se vuelve a colocar en agua caliente.

2) Iátgdgg guantiggtivog
5 un

Para saber exactamente la cantidad de glucosa transformada en el pro

¡oso de fermentacién, es necesario determinarla antes y despues de la misma.

¡a cantidad agregada a1 medio, se determina en ln muestra sacada despues de

.a esterilización. En un balón aforado de lOOocse coloca lcc de necio cui

Iadosamente medido y ee agrega lcc de solución de sulfato de zinc y lcc de

IaOH0,5n (método de Somogyi). Se lleva a lOOco con agua destilada, ae agi

¡a y se filtra. Esta Operación se realiza con ol objeto do detonar.



Para la determinación se unó el método de Shuffer y EggtmgnnUTIli
zando el microreactivo cünricc. Este reactivo ee prennra dieolviendc “Our

de carbonato de sodio anhidro en 400cc de agua dectilnda caliente. Be le

agrega con agitación ser de sulfato de cobre y 7,53re de ácido tartárico

dieucltce en 150cc de ahua. Aparte ae disuelven en 25000 de agua destila

da 0,7gre de ycdato de potasio, lOgre de IK y ls,ugre de oralato de pota

eic y ee agregana la solución anterior. Se enfría y ee diluye a l litro.
El método ee aplica comosigue: ae miden 5cc de reactivo y se colo

can en un tubo grande; se añade igual volumen de la solución de azúcar

(no debe contener más de ¿agro de glucosa). Se cubre el tubo y ae calien

ta sobre llana pequeña 2 minutos o en bnnonaria hirviendo 15 minutos. Se

enfría bajo canilla algunos minutos y se añaden 500 de Bonne N y doepuea

de un minuto ee titula con tioeulfnto de acdio N/200 o een 0,005N.

Este tioaulfato se prepara en el momentode uanr diluyendc una oclu

cián "/10. Simultaneamente ee hace una titulación en blanco calentando el

reactivo con igual cantidad de agua; ee una almidon comoindicador.

La diferencia entre la titulación en blanco y la determinación ante

rior representa el Oureducido.

lcc de tionultato 0,005 N g 0,316 ngra de Ou

La cantidad de glucosa está dada en la tabla que figura en el traba

Jc original.
La glucosa restante del medio después de la fermentación ec deterli

na de una manera análoga.

Aghidridg cagbónicg
El 002 que oe fijado por el NaOHee producido no eolc

por laa bacterias, sino tambien por la deacompoeición del carbonato de

calcio que ee atacado por los ácidos que ee forman en la fermentación.

Se utilicé para determinar el coa el método dozggggg. Por dicho aé

tcdo pueden conocerse la cantidad de 602 total, libre y combinado como

carbonato del medio, antes y deapuee de la fermentación.

Si llamamos A al 002 del medio deepuea de la feruentación y B al CO?
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antes de la fermentación,-B-A será el 002 desprendido por el carbonato

de calcio agregado al medio. La cantidad de 002 desprendidc la conoceremos

titulando el NaOHde los lavadoras, antes y despues de la fsrlnntaoidn. A“

esa cantidad la llamaremos 3-546. siendo o el 002 desprendido por las bae

terias. Con estos datos podemosconocer O.

Para determinar el 002 total se utilizó el métodode glagggg, usan
do el aparato Quese ve en la figura.

ae hace pasar a traves del mismodurante media hora una corriente de

aire libre de 002 y luego se conecta el aparato de absorción y el tubo

testigo que han sido previamente tarados. Be agita bien para que sea homo

nea la nuestra sacada antes de la fermentacion y se miden 25cc de la misma

que se vierten en el erlenmeyer por el embudotratando de Quo no entre ai

re. Be lava el embudovarias veces con agua destilada. para que no quede

carbonato de calcio adherido a las paredes y luego es agrega SOME?diluido

al 1/3, haciendo pasar simultaneamente una corriente de aire libre de anhi

drido carbónico. El ácido se agregará de tal modoque en el tubo de Iohr

pasen de dos a tres burbujas por segundo. Cuando el desprendimiento es ya

lento, se calienta el srlenmeyer ocnrouidadohasta principio de ebullición;
después de 45 minutos todo el carbonato ha sido atacado, pero la corriente

de aire sin 002 no se interrumpe hasta completar las dos horas.

Se vuelve entonces a pesar el tubo de absorción y el testigo.

El coa fijado por la solución de NaOhde‘los lavaderos se determina

por el método de winklgg, valorando en 5cc de la solución diluido, el alca
li total con CIHH y naranja de metilo comoindicador. En otru porción se

determina la alcalinidad correspondiente al NaOH,luego de precipitado el

carbonato con exceso de Cl3Ba y usando fenolftaleina comoindicador.

El 062 total del medio después de 1a fermentación se determina de la

mismamanera que hemos indicado anteriormente.

Todas las determinaciones conviene comensarlas el mismodia en que



se eaca el aparato de la eetufa para evitar que sufra modificaciones el
medio.

Unavez deaalojado el 002 disuelto. ee destapa el natraa, ce agita

y ee vierte el nedio fermentado en un erlenmeyer de capacidad adecuada.

lavando el matraz con una cantidad pequena y conocida de agua destilada.

2500 del medio bien agitadoe, ae destinan a la determinacion del

002 que conviene hacer enseguida, pues debido a la acidez del medio conti

núa desprendiendoee 002.

Alrededor de 30000. oe destinan a la determinación de los ácidos.

Se calientan durante 15 minutos con refrigerante a reflujo, ee enfría y ce

flitra eh un Buchner con anota de napel. Se mide el volumenfiltrado y ee

una una parte alícuota del mismopara determinar loe ácidoe y el resto

acidifioadc a pH1,7 ne guarda en la heladera por ci fracasa alguna de
terminación.

Lc que queda del medio fermentado ee filtra al vacio en un Buchner

con pacta de papel y ee mide el volúmen filtrado. De eeto se separan lOoc

que se utilizan para determinar la glucosa y en el rento ee determina la
glicerina.
Acigge volatilgs '

e uso la tecnica indicada por agheffer y modificada por

Cángga y de la agrgg.
100cc de la muestra ce aoidifioan con ácido sulfúrico normal hasta

pH 1.7 usando timcl azul cono indicador y procediendo por toQue. Se enaap

ya primero con una pequena cantidad de liquido. Se coloca la muestra a ana

lizar en un balón Kjoldnhl. en 1a parte superior del cual ee pone un tubo

Kjeldahl, porque a veces se produce muchaespuma. Se opera por arrastre

con agua libre de CO2. Se regula la operación de tal nodo que pasen de "0

a #5 gota: nor minuto. Se recogen alrededor de 1,5 litros. El destilada

ee trata con NaOHH/lo en presencia de fenolftalefnn hasta color roca per

sistente; ee concentra enseguida a 50-6000 y se determina el exceso de

IaOH con 01H o mejor se titula por retorno con NaOEN/10.



Mientras ee enfría, para evitar que el vaca se carbanate, se tapa

el frasco con un tapón atravesado por un tubo largo doblado en U. en la

parte superior del cual se adapta un tubito con cal oodada.

Ácido Formigg ,
Se usó para su determinación el metodo de Bingsg. El liquido

concentrado y neutro se pasa a un vaso de precipitado y ee le añaden lOoc

de un reactivo formado por una solouion que contiene 10%de bliooruro de

mercurio, 3%de Olla y de 3 a 5%de acetato de sodio. Se deja durante doo

horas en bañomariay ee filtra en caliente; se lava el precipitado con agua

alcohcl-eter y se seca en ostu!a a 100° durante una hora. El peso del calo
mel da la cantidad de ácido fórmioo formado de acuerdo con la ecuación:

2 c12ug 4.900” . clng + ooo 4-01H
H

La diferencia entre la caido: volátil y la correspondiente al ácido
tórmico se considera debida al ácido acético.

Agidos gg vclátilgg ' o
En este caso estan constituidos exclueiVamentepor aci

do láctico. Se utiliza para su determinación el residuo de la destilación
por arrastre, que se usó para determinar ¿oidos volatilen. Se siguió la
técnica indicada por Bellet.

Para neutralizar el residuo con los ¡nidos fijos ee uso el métodode

gggggggg; se neutraliza este residuo con NaOHañadiendo un exceso determi
nado dei mismoy utilizando fenolftaleína comoindicador. Be calienta core

ca de ebullición durante cinco minutos, ee enfría, se añade un exceso de

terminado de ácido sulfúrico normal y se neutralizu con Kaon. Luego se con

centra sobre bañonaria en capsula chica, hasta consistencia siruposa (3 o

4 cc) y se acidifica con SOMH2al 1/3 en cantidad equivalente al NaOüuna!

do en la neutralizacíón. Se agrega entonces, mezclando íntimamente, sulfa
to codio anhidro y arena calcinada, formandouna pasta que se deja reposar

hasta que el sulfato cristalize. Se nulverisa esa manasólida y es extrae
con eter en un Soxhlet durante ocho horas.

El extracto stereo, de acuerdo con Scffer, oe evapora totalmente y

el residuo se disuelve en alcohol, llevando la solución a volumenconocido,



50oo en ente caso. Unaparte alícuota de ella no titula con NuOHN/lo ac

tuando por retorno.

gligsziaabe ueó para su determinación el métododc gggggsio
La determinación de ln glicerina en difícil debido a la necesidad de

separar las sustancias que ce encuentran en el medio de cultivo y que pue

den loleetar. Se extrajo la glicerina del mediodel cultivo siguiendo la

técnicaindicadaporm ym.
Unnparte alícuota del medio ee evapora hasta l cc y se le agrega

laOHen una cantidad suficiente para asegurar que le extracción nea alca

lina.- La solución se trata con sulfato de sodio y arena oalcinadn y se de

Ja cristalina: el sulfato. Se extrae en un Soxhlet, con eter, durante 72

horas pagïela separación nea cuantitativa. El extracto etéreo ce evapora.

el residuo ee disuelve en agua destilada, en un volumenconocido, y ce de

termina la glicerina por el método de Schoorl. Be colocan lo oc de nuestra

que no contengan mae de 500 ¡gr de glicerina en un erlenmeyer y ee añaden

10 oc de NaOH7,5 N y 60 cc de alcohol metílioo. Luego eo añade solución

alcoholiaa de Cigoual 10%hasta que no se forme más preoipitndc, y enton

ces se vuelve a agregar otra vez igual cantidad. Se enfría a temperatura

ambiente,-y se lleva a 100 cc con metanol. Se centrifugo y el liquido oo
brenadante se decanta haciendo cifon. Be evapora el líquido a unoa pocos

centimetros. cuidando de que el alcohol metilicc sea completamenteelimina

do. Se añaden entonces de 8 a 10 cc de SOHHQun. l gr de 1K y 10 cc de

agua destilada. Be titula con tioeulfato de codio 0,1 H y almidón cono in
dicador.

l cc de tiosulfato 0,1 Ng 9,2 mgre de glicerina.



III.- Resultadog Obtenidga

A) Rgsultadcs gg lgs investigaciones Bacteriológiogg

Las caracteristicas de las dos cepas de Lactobacíllgg estudiadas en
este trabajo son las siguientes:

1) Lactobgcillus acidoohilus: Origen: Colección del Instituto Lister (Lon

dres). OepaNo. 23 de la coleccion del Instituto Nacional de 1a Nutrición.
Proviene de materia fecal de niño.

Mgrfglggig

Fgrmaa Vegetativas

Medio usado: mosto de cereales con creta.- TeMp.: 37° Edad: 48 horas

Formas: bastones largos, filamentoaoa

Extremos: redondeadas.

Movilidad: no móviles.

Esporulación: no esporulan.

Grampositivos.

Forman cadenas.

Cultivos

Oglgnias gg nm gg m higado Tenp.: 37° Edad: ¡+8horas
Forma: circulares, algunas con ramificaciones.

Superficie: rugoaa, con aspecto algo moire.
Borde: ondulado.

Elevación de crecimiento: elevadas.

Incoloras y tranSparentea.

Oglonigg gg_ggg; hígadg glucgsgdg gg_nuns;én Temp.: 37° Edad: 48 horas
Crecimiento: escaso.

Forma:circulares i lenticulares.
Agar de agpeoto leohoso.

Cglonigg gg_gggr higadg gg estria Temp.: 37° Edad: 48 horas
Crecimientozescaao.

Colonias pequeñas y transparentes.



Buoerfioio: ondulada con ramificaciones y meohonea.

¿alggugígggg Telp.: 37° Edad: us horas

¡reciniento en superficie: no formapelícula.

Bnturbiamiento: ligero y uni!orme.
sedimento: no forma.

Mgmt; Temp-837°
3raoiniento: escaso y unilorne.

Linea de punnión: fiiiforme.

Liquefaooión: no ae observa.

¡gduggióngg nitrgtga: negativa

szggcig'ngg M: negativa
l'gggacién gg_ggg: negativa

guaya: coagulo compacto sin sewarución de suero.

M: negativa
ngdugoién gg_gggg no forma san.

M gg.metilo: positivo
[gggs-Prgokauogz negativo

Formentgogén gg_3;figg;gg
ledio: medio básico de digestión de caoeina con púrpura do brono croaol.miriam mm uu“-árida
glucosa +- lactosa + almidón 

¡iloaa - sac¿rosa +- iuulina +

¡rabinosa - moltoaa +— doxtrina 

gglialgghglga Glggégidga
glicerina - oulioilina +
nanita »+

La fermentación en los canas positivos se produjo a lan 24 horas. Los

tubos en los que no se notó lo fermentación se unntuvieron en observación

hasta 8 días despues de nombrados.



2) nggggggillgg aislado de vagina humanaen el Instituto Nacional de la

Iutrición por la Dra. 14.3. Cutaldi. Copa.ao. 3001 de la colección del Ine
tituto.

Igrfglggíammmm
¡odio usado: mosto de cereales con creta.

Formas: bastones cortos y medianos.

Extra-oa: redondeadas.

Movilidad: no móviles.

Beoorulación: no esporulan.

Grampositivos.

Forma cadenas o se discone da a paren formando v

gultizgg
99mm m 91m nam nissan
Forma: redondeadas, algunas ramificadaa.

tanp.: 37° Edad: us horas

Superficie: muy:ugoaa.

Borde: muyirregular y remitiendo.
Elevación de crecimiento: elevadas.

Algunas colonias son transparentes y otras epocas.
4.93.101ia remaininan Te-p-z37°Edad:
Crecimiento: escaso.

Forma: redondeadas.

Mmmmflm renp.:37°Edad:usnom
Desarrollo muyoecaeo.

Colonias muypequeñas.

Bordes lobulados.mm
Crecimiento en superficie: no formapelicula.

Tenn.: 37° Edad: 48 horas.

Enturbiamiento muyligero y uniforme.

Sedimento: no forma.

Tenp.: 37° Edad: k8 horas

“fi horas



Gglgtina gg_punaién
lo crece.

nguccién gg_n1tratga: negativa

Formación gg indol: negativa

Formación gg_SH2: negativa

Leche: aoidífica pero no coagula.

Catalgga: negativa

Prgduoción gg_gg_: produce gas en mosto de cerpales.

3912 gg metilo: positivo

Vggas—Proekauer: negativo.

Fermentación gg Azúcaree

Medio: medio básico de digestión de caaeina con púrpura de bromocreaol.

ugnosacáridoa Dinacáridos Polisaoáridoa

glucosa + (6) lactosa + (5) almidon 
xilosa - sacarosa + (u) inulina 

arabinoaa + (1) maltosa + (6) dextrinn 

Pglialoghglgs Glucósidgs
glicerina - Salicilina 
manita 

Loa números entre parentésia indican el número de dias necesario para

que el azúcar fermente. Todos los tubos se incubaron hasta después de 8 dí
as de sembrados.



NWMMW
Quimicas

. De acuerdo con las tecnicas desoriptae, se estudió el proceso de
la fermentación de la glucosa por las cepas mencionadas.

Los resultados obtenidos figuran en los cuadros que se dan a con
tlnuacibn:WMMQWW. cepa
un 23 no gasbgena.

Esaszn_fii_l
Medio: Agua de levadura con el 2%de glucosa y el 2%de carbonato de cal

010.- Temperatura: 379 Tiempode fermentación: lo dias. Lujgiggghllgg

7.7,; ...._.7¡477. _. _. a...‘., .. ,. . __,...... , ., ,.., » w- . ... “Mula...

sustancias gti fi de la gluco
sa tormentada.

.._..\-._ m-.. .. .....,c. 4 . "7.o. . _.._..- ._. mm, .r.. _..r...,. . ._..---._.—‘ u...“ .. .. c-...._-.. ...—.._.7...—v

glucosa
añadida 1,782

glucosa
residual 0,01
glucosa
termentada 1,772 100

lcidos vola
tiles cono
a.ac6t1co 0,043 5,5
ácido
láctico 1,660 9ó,5

97,0 a:



92811231.!
Medio: agua de levadura con el 2%de glucosa y el 2%de carbonato de cal

oio.- romperatura: 379. Tiempode fermentación: lo 4188..L¿figigggn;1ng
cepa Ni 23 no gasógena.

{’aüafancias"”” w“"3r71'““”ï“dí"lá"íïucoíag . tormenta

glucóáá_ .“nïflflh.wqmm..rflwwmmmm“_mu__mmw
añadida ‘ 2,023

glucosa
residual 0,021
glucosa ;

L termentada g 2,012 3 100

"#1612155"von- ‘ ' ‘
: tiles como '

hc.ac6tico. 0,054 4
¡oido
láctico 1,936 . 95,6

. ‘ _.7.._..,..im-...M-.--W_._añ.ï;_a_...-_....,. '

mm DJ.
L¿jg;ggnn;13¡, cepa un 23 no gaabgena.- Medio: agua de levadura con el

21 de glucosa y el 21 de carbonato de calcio.- Temp.: 579 Tiempode cul
tivo: lo dias.

sustancias gr fi í de glucosa
termentada

l;.ugïaai:.w_wg_*-w4_ ... .07...“.._., , V...._-.,.- w“ _._...__«...__-.... .........-_._a..-a
añadida 2,030
glucosa
residual 0,03
glucosa
fernantads 2,00 100
ácidos volfi- A '
tilea cano
ác.aobtico 0,045 3,5
¡cido
láctico 1,830 _ 95,0

gr--. .. -.._,-_.-,....,....s.. ..._a....-l...._.-... ....._._9_€.’__s_._í_,.-,.-.......



gugdggbng 4

¡“ágiggpgilgg, cepa le 23 no gasógena.- medio: agua de levadura con el

2%de glucosa y el 81 de carbonato de calcio.

Tenperatura de fermentación: 37a Tiempode fermentación: 10 dias.

sustancias Í gr! fi de glucosa
fermentade

sus“; "wT’ —‘Ï
añadida 1,80 í
glucosa !
residual 0,01
glucosa
fermentada 1,79 100
acidos volh- T
tiles cono
a. acetico 0,045 5,2
ácido v
láitico 1,72 96,0

* 99,2
4.4L l A.“M .44 LA] cr

Estas termentaciones se realizaron sin investigar, en los ácidos vo
látiles, la presencia de ¡cido formieo, pues debido a su escasa cantidad
era muydificil determinarlo cuantitativamente.

Arin de poderlo determinar, se realizaron ademásde esas determi

naciones, dos mas, con mayor cantidad de medio.

En la investigación de los acidos volátiles se utilizó entonces,
800 cc. en lugar de los 100 oc. que se usaban habitualmente.

Se pudo de este modocdeterminar el acido tbrmico, recogiendo 12 li

tros de destilada, y usando el metodo indicado anteriormente.
Los resultados obtenidos son los que figuran en los cuadros dados e

continuación:



de glucosa y el Ef de carbonato de calcio.dIenp. 373.- Tiempode tormen
tación: 10 dias.

Manu
L¿figiflgpg¿¡gg, espa se 23 no gasbgcna. Medio: agua de levadura con cl 2%

mmm. "paHI
glucosa y 2%de 0040;.

25, nc gasógcna. Medio: agua de levadura con 2%de

temperatura237s. Tiempods fermentación: lo dias.

sustancias grf f de gluco- .1 Roles de sustancia por b»:
aa tormenta moles de luc sa dv

b ' aa P c.ac0t1co lc.t caiga
glucosa

_ añadida 1,675
glucosa
residual 0,015 g
glucosa
fcrnentade 1,660)» 100 ._
¡cido
accticc 0,031 1,86 2,8
ácido h
térmico 0,0188 1,12 2,2
acido 96.

96,96 99,2 98,6
mm 1.8.9.

custancias grfi fl de glucc- ' Iblea de sustancia por 50
sa termcnt lcs de luccss te n d
a c.ac co ' c.t rmico

‘gluccsa
añadida 1,66
glucosa
residual 0,01

.glucosaermcntada 1,680 100
acido
acbtico 0,030 1,78 2,75
acido
tbrmico 0,018 1,15 ____ 2,14

ácido ‘láctico 1,581 96,0 96,0 96,0
99,2 98,75 98,14



2))Wrmmumnmmmu ruina.copa
Bi 3001, gasógena.

mmm
¡asignggillng aislado de vagina, cepa HI 3odl, gaaógena.

Hedio: agua do levadura, ocn 2%de glucosa y 2%de carbonato de calcio.

Temperatura: 37a. mianpc de cultivo: lo dias.
nata fermentación ss realizo en presencia de a1rc.

-_-__—____-_—_ { Agïflolca dc austanoiaïsustancias 31’ fidc gluoo-¡ ma por por 50 moles de ¿la
sa term. ¡ litro cosa tormentada.

glucosa
añadida 1,66

glucosa ¡
rcaidual 0,01 s

lucosa 1
ermcntada 1,65 100, J 92,

acido l 1 i
acstico 0,061 3,7 10,1 ¿ 6,45
anhídrido ' y a
carbónicc 0,040 2,5 9,9 4,94 }

l l

¡cido uc- ‘

tico 1,359 81,5 151, í al,

glicerina 0,169 ll,u 18,7 i 13,6x ï
l 1 98,7 l L 131,97 A

vWL!
jagjgggggllng aislado de vagina, cepa Hi 3001, gscógona.
Hcdio: agua de levadura con 2%dc glucosa y 2* de carbonato de calcio.

renpcratura: 379. Tiempodc ternsntacibn: lo dias.



'Ï nulos C10 BES'FGHL"
sustancias ¡rá fido gluoo- mu por por 50 solos ds _:s

sa form. filtro gboosa tormentsda.
glucosa
añadida = 1,64

glucosa
rssidual 0,005
glucosa ha,
tormentods 1,655 100,0 91,5
¡oido
scbtico 0,059 3,5 9,8 5,4
anhidrido
ohrbonioo 0,04 2,4 9,9 4,94
ácido
láctico 1,555 82,5 151,0 81,3
gliosrins 0,165 10,5 18,0 10,0

98,9 101,34W
¡531335311135aislado ds vagina, oops En 3001, gasogons.-Isdio:sgua do lo

vsdurs con 2%ds glucosa y 81 dc 0040s. Ismp.:37|.-@icmpo ds form: 10 días
_ 441 üsustancias gr! ido gluco- mupor ¡»los dc sust.por(q

sa form. litro somolss ds gluc.fcr1‘ H.

glucosa
añadida 1,66
glucosa
residual 0,005
lucosu
srnsntsds 1,642 100,0 92,3

¡cido
caótico 0,059 5,5 9,8 5,4
anhidrido
okrbonioo 0,049 8,9 10,2 6,5
ácido
llotco 1,550 85, 151, 61,6

glicerina 0,165 10,0 18,, 10,0
99,4 105,5

Esta fsrlsntaoibn sc rsslisó cn prsscnoiu dc nitróssno.

h



925219.11_19

jggjgngsillng aislado de vagina, copa nc 3001, gasbgens. ¡bdio dc cultivo:
agua dc levadura con a; de glucosa y 2! dc carbonato de calcio.
renporatura: 370. Tiempode fermentación: 10 dies.

Esta fermentación se realizó en presencia ee nitroglno.

‘_Ï Í ¡bles de sustancia
sustancias gr! j fde gluco-l mu por por 50 moles de glu

3sa term. ï litro ooea termontade.
glucosa g i hdmwway
añadida 1,66

glucosa 5 i
residual 0,08

. I

glucosa i
termsntada 1,58 i 100 88
ácido ace g
tico 0,06 i 3,1 8,3 4,73

; 1anhidrido i
carbbnico 0,035 i 2,2 ‘ 8,1 4,47
ácido Í
láctico 1,380 84,2 153,o as, o

glicerina 0,047 9,5 16,0 9,1
99,0 105,30l l 4



IV.- niggggién de 192 gggultaggg

Los resultado» obtenido: con las doo copas de ¡nggggggilggg,ostudiadan

con distintos. La copa ¡0.23 oa un típico nggggggillgg_ggiggphilg! y cono

tal produce cui cxoluaimcnte ¡oido lácticof. ¡denia dc acto , da una pa
qnena cantidad de ¡oidos volátiles , conntituidcc por los ¡nidos acíiico v

térmico. loa ounlen podrían provcnir dc una trastornncifin pontcrior del ¡ci
do líotico , de aoucrdo a lo ougcrido por divorcoc entorno.

En el estudio de la copa ¡0.3001 no oncontruron cono productos finales

de 1a fermentación de la glucosa, anhidrido carb3nico.ñcidoa acético y lima

co y glicerina, lo cual concuerda con el ecqucmado Eglggn_1_!ggggün¿

El ácido acético según los citados unieron , pueda provenir de una t
trazfornnoión secundaria del ácido láctico con formacicn dc un porducto int!

tornodic,el ácido pirüwico. ol cual a ou V02ce tractor-aria on el ácidor
aoltico. anhidrido carbénico o hidrógeno activo qua notunrïa colo reductor.

Ente hidrógeno reduciría al aldehldo glicírico? produciendo sïiccrina que ne
encuentra entre los productoa dc fermentación.

De los resultados que ae oboegvanen laa tablas del presente trabajo

ac puede dcduoir . puesto que cn cute cano no ac encontró alcohol etílico,

que la cantidad de anhídrido carbónïcc formada cn equivalcnec a la de ácido

acitico. lo cual "ati de acuerdo con una dc laa interpretacionce del escuc
made los citados casaron. Por otra parto la cantidad dc glicerina encontra

da es aproximadamenteequivalente a doc veces la cantidad dc acido nc‘tioo

lo cual concuerda tanbien con dicho enqucna.

Por ejemplo en el cuadro no.10 wenos quo para 8.3nu de ¡cido acético, se

formaron 8.1 IK de 002 y 16 IM do glicerinul. Las cantidadcn do 002 y do ¡cid

acético son bastante aproximadxc,

Dc Patos resultados podemosconcluir quo la copa no. a 3001 no comporta

comonoteroternentat iva.



V. Ognclugigges

El ngcidgnhilgg produce en la fermentacián de la glucosa . ¿dolía de

{cido láctico, pequeñas cantidades de ¿oidos aoitioo y térmico; en oonsecuen

ie acuerdo con Kïúyverlylhmhqnsecomporta comouna bacteria honofernentativa

Los ácidos aoetico y fármico , provendïan de una trasforsacián secundaria de
íoido láctico , segun lo sugerido por diversos autores.

¡1 otro ngtgg¡g¿;ng_eetudiado, es una bacteria heterofernentativs. que
ade-fis de ácido láctico . nroduce anhidrido enrbsnico , ¿oido acetioo y glice

rinal Estos tres ultimos parecen provenir de una ruptura posterior del ¡oido

láctico, explicable por sodio del quuan de Nelson y Werknnn.

En los resultados obtenidos , en la fermentaoián de la glucosa por ambas

sepas, no ee observaron diferencias , utilizando en el frasco de cultivo, eo

are el medio, atnüefera de aire o de nitrágeno.

Del coloortamiento tanto químico comobacteriolñgioo, de las d‘e cepas e

tudiadne, ee puede deducir , que se trata de dos especie" diferentes. Por lo

tanto . una de las dos formas de ngggggg¿;191 aisladnade vegina, formadora d

¡se con los hidratos de carbono, no corresponde a la especie L¿¡g¿ggng¿lgg_

sono fuí sugerido nor Catuldi, en un trabajo anterior, basándose en 10a cara
tores de cultivo.



VÏ- EISHlSB; y

se “¡11:6 un estudio del metabolismohidrocarbonadodel ¿mmm
rovenlente do notoria fecal de nino. conoorvnda nn colección , y de otro re

renontgnto del lio-o sonoro . aislado de vagina banana. efectuando sinultnno

aumentoun estudio bnotorioífigioo de dichas conocían, a objeto de controlar
nocaracteristicas.

Conoproductos finales de la fnrnentnotsn no encontraron , en ol nooo

el ¡¿¡g¿ggng¿;gl , los ácidos láctico . acético y térmico.

Los productoo finaloa de 1a feruontaoión de 1- glucosa por el ¡“935:

¡gl![gg,sasógeno aislado de vagina hulana, fueron: ácidos ¡ático y acético.
nhidrido oarbónioo y glicerina. Para explicar ln formacion de estos treo 61‘

aa le adpotá el olquema dado nor Ielnon y torkann.

Deacuerdoa la donosinaolc'ande Donkerla copaM1331 eo
ndiadn en este trabajo corresponde a una bdoterin honoternehtnt1Vn y la copa

ausgena aislada de Vaginu a una notorofornentatlva.
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