LA INDUSTRIA LECHERA

NOTAS DE CLASE

(Continuacion)

I

MICROORGANISMOS EN LA LECHE

Hiphomicetos.—Dentro de la gran agrupacion de los hi-
phomicetos, estudiados detenidamente en los cursos de Bo-
tanica y Patologia Vegetal, se encuentran las mucedineas,
de interés especial para la Industria lechera, por el rol
que desempefian, principalmente en la elaboracién de los
quesos. ’

Estas mucedineas, visibles al ojo desnudo, se presentan
bajo forma de una capa blanca, que mas tarde conservan
ese color 6 adquieren tintes verdosos, azulados, grisacéos,
etc., mas 6 menos intensos, por los pigmentos que se desa-
rrollan al momanto de la esporulacién.

La multiplicacién de estos organismos se origina por alar-
gamiento de sus filamentos, llamados /%#fas, los que ramifi-
candose constituyen el micelium y de los cuales, algunos
tesultando fructiferos, dan lugar a esporas 6 consdios.

Las mucedineas poseen, por caracter esencial, la particu-
laridad de desarrollarse en medios himedos, y constituyen
fuertes agentes de combustién; asi la capa con que se cu-
bre los liquidos, absorbe el oxigeno & su pasage del exte-
rior, facilitando el desarrollo de los microbios anaerobios.

Queman las materias hidrocarbonadas, con produccién de
anhidrido carbénico y agua: transforman las materias azoa-
das y en la leche operan su coagulacién (oidium lactis);
oxidan la caseina y originan los productos de su degrada-
cién: leucina, tirocina, urea, sales amoniacales, etc., (penici-
lum, aspergillus, mucor).



Se comprende, pues, que estos seres tan conocidos bajo
el nombre de moho, pueden ser muy bien, tanto utiles
como nocivos para la leehe y sus derivados.

Los principales géneros, de cuyo detalle hemos de ocu-
parnos mas adelante, comprende:

a)

%)

(d

Oidium.—Constituidos por un micelium cuyas hifas,
se disocian en articulos cortos;—presenta una varie-
dad interesante en lecheria: el oidium lactis.
Penicilum.—Hifas fructiferas terminando en pincel
pedunculado, desarrollandose en sus extremidades,
las cadenas de esporas: dos variedades importantes:
glausa y caudiduns. .
Aspergillus.—Hifas fructiferas terminados en mazo,
scbre las que nacen prolongaciones llamadas esfersg-
malos, portadores de esporas—variedad importante:
Sterigmatocytis nigra.

Mucor.—Hifas fructiferas terminadas por un espo-
-rangio, que contiene las esporas; aquel en su madu-
rez estalla y pone & estos iltimos en libertad; varie-
dad interesante: mwucor mucedo.

II

CULTIVO DE LOS MICROBIOS

Como lo ha establecido Pasteur,no hay otra manera po-
sible de estudiar las condiciones biolégicas y las propieda-
des fisiologicas de los microbios, que su cultivo en medios
nutritivos artificiales, v obtener culfivos puros de la especie
que se procura investigar.

Esto nos obliga 4 un breve detalle de los procedimien-
tos generales de.cultivo, antes de entrar en la descripcién

de los microorganismos propios a4 la leche, y en cuya parte

mencionaremos los métodos especiales que reclaman deter.

minados microhios.



Medios de cultrvo.—Comprenden dos grandes divisiones
medios liguidos y medios sdlidos. Los primeros, impuestos
desde un principio, por el hecho mismo de haberse consta-
tado la presencia abundante de bacterideos en las-infusiones
organicas, tienen aun gran importancia para procurarse ma-
terial microbiano. Los segundos, permiten delimitar mejor
las colonias de cada especie y disponer de un medio de ca-
racterizacion por el aspecto y forma que adquieren esas co-
lonias en estos cultivos, siendo, pues, mas apropiados para
conseguir el aislamiento de las especies.

Medios liguidos— Dentro de los numerosos liquidos pre-
conizados, citaremos los mas usuales:

Liguido mineral.—De escasa aplicacion para los bacte-
tios, pudiendo emplearse con ventaja en el cultivo de mu-
cedinea.

Agua destilada........... eee... 1000 gramos
Glicerina. .... ....e. . ......... 30440
Lactato de amoniaco .......... T ¢
Cloruro de sodio...... ........ 385 »

» » calcio............ e 0.20 »
Fosfato bibasico................ 2 o>
Sulfato de magnesia ... ....... 0.2 »

> » flerro ... ........ 0.10 >

Caldo de loefler—Se toman 500 gramos de carne de
buey, sin grasa ni tendones, que se pican en pedacitos me-
nudos; se ponen a macerar con un litro de agua destilada,
en lugar fresco, durante 24 horas, luego se filtran al tra-
vés de un lienzo y exprime fuertemente por medio de una
prensa de carne. A

El liquido asi recogido, se completa & 1000 gramos con
agua destilada; se le agrega 5 gramos de cloruro de sodio
y 20 & 25 gramos de peptona seca, y haciéndolo hervir
durante una hora para precipitar los albuminoideos, se pro-
cede nuevamente 4 la filtracién, primero sobre lienzo muy
fino y luego en papel de filtro.
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En tales condiciones el liquido presenta una fuerte reac-
cién acida que es nociva paraA el desarrollo de la mayor
parfe de los bacterios y por lo tanto se procede a su neu-
tralizacién’hasta obtener una ligera alcalinidad, con la agre-
gacién gota 4 gota de una solucion de bicarbonato de soda,
lo que se comprueba por la reaccion de tornasol. Se hace
hervir durante un cuarto de hora, se deja en reposo hasta
el dia siguieate: luego se decanta, separando la materia
grasa y las sales que se habran precipitado, obteniéndose
un liquido bien claro, de color ambar, que se lleva 4 un
matraz previamente esterilizado y tapado con algodén para
esterilizarlo en autoclave durante media hora, 4 la tempe-
ratura de 115 4 120° centigrados.

Para emplear, este caldo, se reparte por medio de la pi-
peta distribuidora Chamberland 6 Roux, etc., en tubos de
ensayo, de Pasteur, de Roux, vasos Erbenmeyer esteriliza-
dos a désis que representan aproximadamente el tercio del
volimen de esos tubos 6 vasos y es en estos dounde se
hace ‘directamente la siembra de los microbios.

Antes de emplcar el caldo de cultivo, debe tenerse la
precauciéon de someterlo a la estufa de incubacién por 48
a 60 horas, a fin de constatar su buen estado de asepsia,
y ello se prueba, segin que el liquido se conserve trans-
parense 6 se vuelva turbio, en este altimo caso, ha habido
infeccion y no conviene para el cultivo.

Caldo peptonizado.—Se prepara en la siguiente férmula;

Agua destilada 6 hervida........ . 100 gramos
Peptona seca ............... .... 1 >
Cloruro de sodio........... e 0.05 »
Gelatina. ............... ... L0 2 »

Leeke.—Se emplea el suero 6 la leche fresca, y se neu-
traliza si fuera acido hasta presentar ligera reaccién alca-
lina; luego se coloca en matraces esterilizados tapados con
algoddén, que se somete a los procedimientos de esteriliza-
cién, para tenerla en perfectas  condiciones de asepcia.



Medios solidos.—Dentro de esta categoria, se compren-
den los siguientes preparados mas importantes.

Gelatina-peptona—Se prepara con el caldo de Loefler, 6
simple caldo de buey, agregandose de 10 a 18 ¢ de ge-
latina, (menor cantidad en invierno y mayor en verano)
extra fina, marca llamada doradn, que ha sido previamente
divididas en pequefios trozos y fundida lentamente al bafio
maria.

Como este preparado presenta generalmente reaccién acida,
se le neutraliza en solucién de carbonato de soda, vertido
gota a gota hasta conseguir ligera alcalinizacién y en se-
guida se le filtra. Esta filtracién se opera muy lentamente,
por la viscocidad de la gelatina y para activarla, evitando su
solidificacion prematura, se emplean filtros 6 embudos de
filtracion caliente, con el recurso de papel de filtrar, blanco
de huevo, negro animal, etc, 4 fin de obtenerlo bien lim-
pido.

Obtenida en esa forma la gelatina-peptona, se distribuye
en matraces 6 tubos de ensayo, tapado con algodén segun
sea para conservarla 6 usarla en seguida, y se llevan a la
esterilizacion en auto-claves estufas a vapor de Koch
etc., de manera que dicha esterilizacién se efectie en tres
veces con intérvalo de 24 horas, al vapor himedo y a tem-
peraturas vecinas de 100° centigrados, a fin de evitar que
por la fuerte elevacion de temperatura y esterilizacion seca,
pierda sus propiedades de tornarse en jalea sbiida y compacta.

Gelosa mutritiva d- Agar-agar.—Como la gelatina-peptona
se vuelve liquida, 4 temperaturas de 20° & 24° segin la
proporcion de gelatina, presenta serios inconvenientes para
cultivos, cuyas temperaturas Optimas oxilan entre 30° y 38°.
Este inconveniente se subsana recurriendo a la gelosa nu-
tritiva.

Este medio de cultivo se obtiene con el agar-agar, pro-
ducto desecado del alge marina Gelidium spiriforme, que
contiene una materia gelatinosa muy abundante, llamada
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Gelosa, por Payen, el comercio la expende en tabletas lar-
gas, delgadas y estrechas, de aspecto corneo y quebradizo;
sus propiedades son de hincharse y disolverse en agua ca-
liente, y de solidificar por enfriamiento quinientas veces su
peso de agua, 6 sea diez veces mas que la mejor ge-
latina.

Los dos mejores procedimientos para la preparacion de
este medio de cultivo, son:

De Macé.—Se hace macerar durante 24 horas en invierno
y 12 en verano, 25 gramos de agar-agar en medio litro de
agua acidulada con acido clorhidrico al 6 %, cuidando de
remover varias veces; al cabo de un tiempo, la gelosa
(agar-agar) que se ha hinchado considerablemente, se lava
a grandes aguas y repetidas veces;—se vuelve & poner en
maceracién por igual término que para la anterior, en me-
dio litro de agua con 5 % de amoniaco y selava igualmente
en varias aguas dejandola escurrir. .

La gelosa asi tratada, puede mezclarse con agua desti-
lada 6 con caldo de l.oeflerr—En el primer caso, inmedia-
tamente de lavada y escurrida el agua amoniacada, se le
agrega 1 litro de agua destilada en plena ebullicién y una
vez disuelta la gelosa se aflade 50 gramos de agua conten-
niendo 10 4 15 gramos de peptona seca; se neutraliza con
solucién saturada de bicarbonato de soda, se pasa por fra-
nela y se filtra en caliente;—Iluego se distribuyen en tubos
y se esterilizan al auto-clave.

En el segundo caso, inmediatamente de lavada el agua
amoniacada se agrega 1 litro de caldo de Loefler calentada
4 fuego desnudo; una vez disuelta la gelosa, se neutraliza
con solucién saturada de bicarbonato de soda, se pasa por
franela, filtra en caliente y se reparte en tubos dc ensayo
tapados con "algodén para esterilizarla al auto-clave durante

media hora y & 115-120° centigrados.

De Roux.—A 1 litro de caldo peptonisado y neutrali-
zado, se agregan 1350 gramos de agar-agar cortado en pe-



quefios trozos; se calienta una hora a 100° agitando ame-
nudo; luego se tamiza sobre muselina y cuando la temperatura
ha descendido & y0°-75° se le mezcla intimamente una clara
de huevo.

Ensayada la reaccién y modificandola por solucién con-
centrada de bicarbonato, si en caso fuera acido, se vuelve
a calentar 4 100° durante 45 minutos, se filtra en caliente
y se distribuye en tubos que se neutralizan al auto-clave
por media hora y temperatura de 115°120°

I.a gelosa nutritiva, se conserva al estado solido hasta
70° 75° y se licua completamente 4 83°-9o° si esto consti-
tuye una ventaja como lo hemos dicho, para cultivo, que
exigen temperaturas Optimas mayores de 30°, en cambio,
impide el cultivo sobre placas para la disociacién de las di-
versas especies bacterideanas, y en este caso, la gelatina-
pepona ofrece grandes ventajas.

Papas cocidas.—Se eligen tubérculos bien constituidos y
sanos, preferentemente de variedades blancas, un poco ha-
rinosas y de tejido poco denso.

Se comienza por lavarlas convenientemente, frotando la
piel para extraer toda adherencia, en seguida se envuelve
en un henzo y se llevan al auto-clave durante tres cuartos
a una hora, con temperatura de 150°-120°% inmediatamente
de enfriadas, se pelan, estirpan los ojos, nudosidades, pun-
tos negros, etc.,, y por medio de un saca-bocado especial
para papas, se les divide en varios medios cilindros: cada
medio cilindro, se introduce en un tubo de Roux y se lleva
a la esterilizaciéon durante 15 4 25 minutos, segun el grado
de coccién que haya recibido anteriormente.

Procedimientos de cultivo. -— Establecidos los principales
medios nutritivos de que se hace uso en bactereologia, es
indispensable conocer los procedimientos empleados y el
modus operandi.

Cultivo en vasos.—Se emplean comunmente en las inves- .
tigaciones encaminadas & estudiar las particularidades de
desarrollo de especies puras, perfectamente aisladas.



Los mas conocidos 'y de uso muy frecuente, son los tu-
bos de ensayo de o.™or5 4 o™o2 de diametro, munidos de
un tapén de algodén hidréfilo y también se recurre a tu-
bos especiales, (de Pasteur y Roux) vasos de Erbemmeyer
y matraces, segun la aplicacién que vamos a indicar.

Los tubos de ensayo, sirven especialmente para los cul-
tivos en medio sdlido y se preparan esterilizandolos previa-
mente con su tapén de algodon, en estufas a aire caliente
con temperatura de 150%—Iluego, se llenan a un tercio de
su capacidad 6 sea aproximadamente 10 centimetros con
el medio nutritivo fundido, sea 4 mano y sirviéndose de
un embudo calentado a la ebullicién, cuidando que la masa
no corra por las paredes y dificulte las operaciones ulterio-
res; se tapan con el mismo algodén hidréfilo que no esté
ni demasiado cerrado ni demasiado suelto y puesto a la es-
terilizacién del vapor en auto-clave, durante media hora a
120% —para aumentar la superficie libre de la gelatina 6 e
medio nutritivo que se emplea, se colocan los tubos, con-
forme se sacan del auto-clave, de manera a estar inclinados
y presentar al cultivo, un bisel alargado pero que no lle-
gue & tocar el tapdén de algoddn; enfriados los tubos, estan
en condiciones de ser empleados y para su conservacién se
les guarda en un vaso de vidrio cerrado por una cubierta;
conviniendo recubrirlcs de una pequeila capucha de cau-
cht, a fin de evitar la evaporacién rapida del medio nu-
tritivo.

Los tubos de Pasteur y de Roux, figura 1, figura 2, es-
tan provistos de un estrangulamiento @ cerca de la extre-
midad superior, y de un alargamiento en pipeta lateral 4
terminado en punto cerrado, y sirven especialmente para el
cultivo en medios liquidos.

Para prepararlas, se introduce un tapén de algodén hosta
el estrangulamiento @ y se les lleva & esterilizacién ea vaso
bajo temperatura de 150° durante 1 a 2 horas; verificado
el enfriamiento se corta por un golpe de lima la extremi-
dad de la pipeta y se hace penetrar el medio nutritivo li-
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quido, aspirando- por el cuello superior-hasta, llenar :fa ‘ter--

cera parté de su capatidad.6.1a cantidad requeridad segin
el caso, é inmedtatamante se t:ierra la p:peta; aphcandola a
la llama. *© - g : AT
El- matraz. Pasteur, -fig. '3, asi como el vaso Erlenmeyer,
fig. 4, y matraz 4 pipeta Chamberland, fig. 5, se - emplean

esencialmente para cultivos en medios liquidos. En':las dbs:
primeras, se usa él mismo procedimiente de- esterilizacién

indicado en los tubos de ensayo,- provistos de sus. corres-

pondientes tapones de algoddu, y una~vez enfriados se lle--
nan al tercio-con el liquido nutritivo'y para mayor precau-:

cién vuelven a este‘rﬂila.i'se ‘antes.de ser sembradas:con los
microbios. - .. - - - e oL b

Para el matraz 4 pipeta Chamberland se’ procede en la
forma indicada para los tubos Pasteitrr y Roux, y se intro-
duce el liquido nutritivo,  calentando el matraz y cortando

la extremiddad de la pipeta hasta obtener el tercio de su.

volumen, luego- se cierra a la. llama la extremidad dela
pipeta, como se ha dicho para: aquellos. - - - X

La siembra en los cultivos, se practica comunmente con
un hilo fuerte de platimo, largo de j5.a~6. centimetros, fi-
jado & una varilla de vidrio enrojecido al fuego; la extremi-
dad libre del platino puede ser recta, encorvada en crochet
& en asa simple y doble, segun-la ‘cantidad que se necesita
sembrar; cuando se recojen’ las muestras en estudios bacte-
reolégicos en plpebas 6 ampol}as, estas. mismas sirven para
la siembra, L

Cuando se emplea la varilla de platmo, esta debe ser ‘es-
terilizada 4 la llama antes y después de -cada aplicacion,
procediéndoseé & la siembra ‘en.la "siguiente forma después
de haber recogido la particula 4 .sembrar, sea agitando el
liquido, sea frotando ufia parte de nasa :86lida,. segin el
tubo de una b otra clase de'cuerpo contaminado por' los
microbios que se van & cultivar: :

1° Para la siembra en medio nutritive liquido, se dmpa
el vaso 6 tubo que lo contiene y se‘introduce la.varilla agi-
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tando Ja masa para operar la distribucién regular de la in-
feccién microbiana; inmediatamente se repone el tapon de
algodén para impedir una contaminacién del exterior.

20 Para la slembra en medios sélidos (gelatina, gelosa),
se frota a su superficie con la extremidad infeccionada de
la varilla de platino, 6 se procede por picadura, introducién-
dola -verticalmente en el substratum, 6 también trazando
una 6 varias estrias sobre la superficie del medio nutritivo;
esta ultima siembr:, es mas propia, en las casas de haberse
mantenido los tubos con una cierta inclinacién para for-
mar en bisel la superficie del medio nutritivo; en todos los
casos, durante la operacién de la siembra, conviene man-
tener el tubo de ensayo, con la abertura hacia abajo, para
disminuir el peligro de contaminacién por el aire.

La slembra con pipetas, se practica, esterilizando a la
llama, previamente una de sus estremidades; en seguida de
enfrlada se quiebra con una pinza también esterilizada apa-
reciendo una gota de la materia a4 sembrar y esta se re-
parte en el medio nutritivo en la misma forma indicada
para la varilla de platino.

En los medios nutritivos de gelatina-peptona, la siembra
puede hacerse manteniendo la gelatina al estado liquido por
calentamiento. & 20°, en este caso,se vierten 2 6 3 gotas de
la sustancia 4 sembrar, y se agita suavemente el tubo de
cultivo, inclinindola sucesivamente de un extremo & otro,
para conseguir una buena reparticion; luego se deja solidi-
ficar nuevamente la gelatina, manteniendo el tubo incli-
nado,

Todos estos procedimientos son propios para los micro-
blos aerobios, debiendo ser en otra forma para los cultivos
anaeroblos, lo que seria tratado mas adelante.

En los tubos de cultivo de Pasteur y de Roux, asi como
en el matraz & pipeta de Chamberland, la siembra se efec-
tia quebrando la extremidad de la pipeta y haciendo pe-
netrar por aspiracién un poco del liquido contaminado; des-
pués se cierra a la llama.




Culttvos sobre .células de vidrio.—Se recurre 4 este pro-
cedimiento para estudiar bajo el campo del microscppio, la
evoluciéon de los microbios durante un tiempo bastante
largo, sin contrariar sus condicicnes de vida. Pueden em-
plearse, porta-objetos, células de vidrio 6 camaras de Ranvier.

Los porta-objetcs estan provistos de una concavidad en
forma de celdilla, y se preparan depositando nna gota del
liquido sembrado en un cubre-objeto, que luego se aplica
sobre aquel, de manera que la gota quede vuelta hacia la
concavidad del porta-objeto; la operaciéon se termina fijando
cen parafina, todos los bordes del. cubre-objeto; se com-
prende bien que tanto el porta como el cubre-objeto, han
debido ser previamente esterilizados: lo que se consigue
pasandolos por la llama 6 en alcohol & g5°.

Las células de vidrio fig. 6, consigten en un anillo de
vidrio ¢ fijado con balsamo de Canada sobre un porta-objeto
a, de manera a formar una cavidad que luego se recubre
con una lamina (cubre-objeto) 4 untada de vaselina para
evitar la penetracién del aire 6 impedir asi la posible con-~
taminaci6én exterior.

El cultivo se practica después de esterilizado el porta,
cubre-objeto y el anillo de vidrio, por la llama 6 el alcohol
4 g5° y fijado el anillo sobre la placa de vidrio, depositando
en el fondo de la cavidad una gota de agua pura y una
gota del caldo nutritivo sobre la cara inferior del cubre
objero de manera a quedar suspendida, una vez que se re-
cubra el anillo como lo indica la fig. 6; la siembra se
hace por medio de un hilo de platino previamente esterili-
zadc y enfriado, con una pequeflisima parte del material a
sembrar que se pasa a la gota del caldo nutritivo; para fa-
cilitar el examen microscépico aproximando al cubre-objeto
los microbios de cultivo, conviene primero estender la ma-
teria de inoculacién y secarla ligeramente, agregando luego
las gotas del liquido nutritivo, Para evitar la desecacién las
células de vidrio, se mantienen en una pequefia camara hu-
meda; '




l.a camara himeda de Ranvier fig. 7, estd constituida
por un porta-objeto a. provisto de una ranura circular -4 y un
dis¢o ¢ cuyo-plano es algo inferior al borde superior del
porta-objeto para foriar asi una cavidad que se recubre
con un cubre-objeto @. Se coloca nna gota de agua este-
rilizada en la ranura circular y la gota del liquido nutti-
tivo con la'dlembra en el disco ¢, y se cubre con la lamina
d qué se fija porta~objeto por medio .de parafina.

Cultwa sobre placas.—Este método establecido por Koch,
tiene por- objeto conseguir la mayor -diseminacion de los
microbios, en gelatina licnada & baja temperatura de ma-
nera a4 formar su desarrollo aisladamente una vez aquellas
solidificadas.

La gelatina destinada a este procedimiento de cultura
debe prepararse sin agregar ninguna cantidad de sal ni azu-
car, por los cristales - ‘que se formarian al desecarse la capa
de jaléa, lo que dificultaria grandemente la observacién y
en cuanto & la preparacién de. gelatina seca, sera’ modifica
da segin las estaciones de manera que la coagulacién pue-
da conseguirse a temperaturas bastante bajas,

"Preparados varios tubos de- ensayos con gelatina, en la
forma indicada anteriormente (cultivos en vaso), se -imergen
en agua 4 40° hasta fundir completamente la jaléa, luego
se baja la temperatura 4 30° por agregaciéon de agua fria y
se siembra el material sea por medio de pipeta 6 alambre
de platino esterilizados, por cantidades de dos a tres gotas, en
un primér tubo que se marca con el numero 1 y constituye la
pri'nzer dilucidn, se agita suavemente el tubo de ensayo para
repartir la inoculacién en toda la masa; se toma de esta una 6
varias gotas v se siembran de la misma manera en otro tu-
bo de ensayo que se marca con el nimero 2, para consti-
tuir la- s¢ganda dilucion y finalmente se toman otras tantas
gotas de ésta dilucién y se siembran en un' tercer tubo mar-
cado con‘el nimero 3, parta. hacer la iércer dilucion 6 se
prosiguen dos O tres veces diluciones a fin de conseguirlas
mas estendidas cuando el tenor en microbios es muy elevado.
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"Los tubos asi sembrados, se dejan por. algunos  mirutos
en agua templada a.25°, para que la:.masa adquiera esa
temberatura y ehtonces la gelatina se vierte sobre placas.
Estas placas de vidrio deben tener una- dimensién igual_ al
doble de la distancia que existe entre el- centrq de la pla=
tina y la base de la columna del microscopio & fin de que
pueda: explorarse en toda su extension. S

Para la esterilizacién de las placas, antes de -usarse con-
viene encerrarlas en una caja de tole especial .y dentro de
ellas se llevan a la estufa de aire caliente donde se someten
4 una temperatura de 150° durante 1 1/2 4 2 horas. Se re-
tiran- de la caja, una 2 una, a medida 'que se las emplea,
por medio de una pinza esterilizada a la llama, 6 cuando no
se dispone de esos elementos, las placas pueden esterilizarse
directamente, a4 la llama. Una vez enfriadas estas placas, se
vierte la gelatina de los tubos sembrados, de: manera-a.re-
partirla en capa uniforme, para cuyo efecto dichas placas
deben mantenerse perfectamente horizontales, y si la tempe-
ratura fuera demasiado alta 6 baja, es necesario disponer
del aparato-a placas de Roux fig. 8..6 de'la mesa de Ogier,
etc.,.donde puede aumentarse 6 disminuirse la temperatura
por corrientes .de agua caliente y fria,'y mantener las pla-
cas perfecté.mente horizontales por medio de nivel y torni-
llos de precision.

. Cada.placa llevara una ethueta con el numero de orden
correspondiénte 4 la dilucién y estas se disponen en crista-
lizadores cubiertos,. perfectemente esterilizados, manteniendo
una cierta humedad por medio de un tap6n.de algodén em-
bebndo de agua hervida. . : :

La temperatura favorable para el cultivo sobre placas, es
de 18 a.19° y si hubjeran muchas variaciones, se hara uso
de una estufa de cultivo. : '

Un otro, pracedimiento. mas,_ simple y que sustituye al
cultivo sobre -placas, consiste en practicar.la siembra en el
agua de condensacién de los tubos .de ensayo preparados
con gelosa, pomendolos mchnados en sentido . opuesfo . -al
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bisel del agar-agar, para que dicha agua de condensacion
se acumule & la extremidad y luego se hace correr sobre
todo el bisel para asi obtener una buena dilucién, TamBién,
las placas, se sustituyen por recipientes huecos, conocidos
bajo el nombre de cdpsulas de Pelry.

Cultivo de anaerodios.—Hemos visto que estos microbios
solo viven en ausencia de oxigeno libre (los absolutos) y
consecuentemente los métodos de cultivo deben consultar
esa exigencia, realizindose en ausencia del aire 6 en pre-
sencia de otros gases inertes hidrégeno, anhidrido carbé-
nico.

Los tubos Pastenr y Roux, fig.1 y2, pueden utilizarse per-
fectamente para este objeto, poniendo en comunicacién la
abertura superior con una maqnina neumatica y después de
operado el vacio se soldara a la lampara en el punto dz su
estrangulamiento,

El tubo & dos ranuras Pasteur fig. g, para cultivos liqui-
dos, da excelentes resultados en los anaerobios, siguiendo el
procedimiento Roux, a saber:

Por medio de las pipetas laterales se introduce liquido
nutritivo sembrado en una de las ramas, y liquido puro en
la otra; ciérranse 4 la llama; se hace el vacio poniendo en
comuuicacién con una bomba unn de los robinetes superio-
res, y se hace penetrar por el otro, un gas inerte 6 sim-
plemente se mantiene el vacio; se funde el tubo en a para
cerrarlo herméticamente y para obtener un segundo cultivo
basta introducir la rama sembrada de manera que caigan
una 6 dos gotas en la rama conteniendo el liquido nutri-
tivo puro, y sin temor del aire.

En la fig. 10, se muestra otro tubo de Roux, mas pro-
pio que el indicado en la fig. 2, para el cultivo de micro-
bios anaerobios en medio gelatinoso 6 geloso; el tubo «
muestra el cultivo sembrado antes de producido el vacio y
el tubo 4 después de originado aquel y con las soldaduras
practicadas por la llama en la pipeta por el estrangula-
miento 4 y en la abertura superior.




Finalmente haciendo uso del aparato Treteof fig. 11,
pueden cultivarse los anaerobios en tubos de ensayo con
medio nutritivo de gelatina 6 gelosa, bastando pata ello,
licuar el substratum y hacer la siembra por pipeta 6 varilla
de platino, agitarlo suavemente para la dilucion de la in-
feccion; solidificar el medio y colocar los tubos dentro del
aparato en la forma quo lo indica la figura, practicando en
seguida el vacio por aplicacién de una bomba al tubo a;
también es posible la siembra en picadura & estrias, pro-
ducir la infeccién en el medio nutritivo al estado sdlido.

R. ]J. HUERGO.

Nota: Las laminas apareceran en el préximo niimero.

CONSTRUCCIONES RURALES.

COCINA DE CAMFPO

El que ha penetrado una vez en la cocina de uno de
nuestros establecimientos rurales, debe haber experimentado
una sensacién tal, que muy pronto ha procurado huir hicia
afuera en busca de aire respirable. La atmésfera es alli tan
espesa, que no se puede distinguir a cinco metros de dis-
tancia 4 causa del humo que despide la leia de oveja, que
es el combustible habitual.

Si se exeptian dos puertas {que son las tunicas aberturas
que existen generalmente) no hay otras mas en la cocina
que un agujero en el techo para que salga el hamo. Pa-
rece que el hacer algunas ventanas fuera operaciéon muy
costosa en nuestra campaila. : ‘

El cocinero es un martir obligado a vivir en aquel am-
biente irrespirable y sus ojos llorosos constantemente, indi-
can bien a las claras que las glindulas secretoras de las la-



