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ESTUDIOS SOBRE METABOLISMO ENZIMATICO
DEL STREPTOMYCES GRISEUS

I. Actividad «-glucosidasa.

POR
Ramon OTERO ABALO y Benro REGUEIRO VARELA

INTRODUCCION

El metabolismo en general de los .Actinomicetales, y en particular
de los Streptomyces, ha sido objeto de numerosos trabajos, aunque, de-
bido a su complejidad, estos trabajos se han orientado a determinadas
partes o reacciones metabdlicas. Nosotros orientamos nuestro trabajo al
metabolismo de los enzimas.

Alimentacion de los Streptomyces.

Los Streptomyces, como todos los microorganismos, toman los ali-
mentos del medio exterior y los transforman, quedando unos en el inte-
rior y secretando otros en el medio. Para su alimentaciéon necesitan una
fuente de carbono, una fuente de nitrégeno y otros elementos. En rela-
cién con nuestro trabajo, nos interesa que el medio produzca condiciones
necesarias para el crecimiento del microorganismo y condiciones para la
produccion de un antibidtico, para poder establecer relaciones de meta-
bolismo.

A partir del medio de cultivo dado por Waksman (1945) para la
produccién de estreptomicina por el Streptomyces griseus, se han pro-
puesto otros muchos de tipo natural o tipo sintético, segtin los ingredien-
tes del medio, siendo de mas interés para nosotros los del segundo tipo,
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como los de G. C. Ainsworth y otros (1947), Thornberry y Ander-
son (1948), O’Brien, Wagman, Perlman (1952).

Elementos traza en nutricién de Streptomyces.

Observando los medios sintéticos, aparte las fuentes de carbono y
nitrégeno, necesarias en la nutricién de todos los microorganismos, los
Streptomyces necesitan un suministro de elementos metalicos en pequefia
cantidad ; es decir, de elementos traza.

Lepage & Campbell (1946), Thornberry (1946), Woodruff (1947),
va habian observado la necesidad de hierro, zinc y magnesio en la pro-
duccion de estreptomicina por el Streptomyces griseus. Chesters &
Rolinson (1950), notan que para el crecimiento del Streptomices griseus
se necesitan 0,5 ppm. de zinc, 0,2 ppm. de hierro y 0,05 ppm. de cobre.
LLa produccién de estreptomicina es igual en todos los casos, a no ser el
zinc que la aumenta algo; 50 ppm. de estes metales rebajan un 50 % la
producciéon de antibidtico. Mdis adelante, los mismos autores Chesters
& Rolinson (1951), ven que el zinc y el cobre son necesarios en creci-
miento y en produccién de antibidtico y que se necesita cinco veces
menos hierro para crecimiento que para produccion.

En general, de la observacion de todos los trabajos sobre relacién
entre elementos traza, crecimiento y produccién de estreptomicina por
el Streptomyces griseus se observan numerosas contradicciones experi-
mentales; esto puede deberse al empleo de diferentes razas de micro
organismos, en cuanto a sus necesidades nutritivas minerales.

Metabolismo del Streptomyces griseus.

Todos los elementos nutritivos que integran el medio tienen o cum-
plen una funcién en el metabolismo del microorganismo. Por ejemplo:
Dulaney & Perlman (1947), Dulaney & Hodges & Perlman (1947),
y Dulaney (1949), estudiaron la relacién entre el suministro de varios
azlicares y la produccién de estreptomicina. Hockenhull y colaboradores
(1954), estudiaron el metabolismo de la glucosa por el Streptomyces
griseus. En resumen, el metabolismo de aziicares por los Streptomyces
fue bastante estudiado. Lo mismo ocurre con el metabolismo nitrogenado
y el de los metales, en relacién con la producciéon de estreptomicina
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Realizando una revision sobre la nutricion de microorganismos,
j- L. Stokes (1952), se fija en la relacién entre la nutricién y la for-
macion de enzimas. Esta tiltima se relaciona con el suministro de iones
metalicos, factores de crecimiento y aminoacidos, durante la fase de
crecimiento. Una alteracién del metabolismo celular afecta especificamente
la formacién de determinados enzimas.

Enzimas de wmicroorganismos.

En los microorganismos, como en todos los organismos vivos, los
procesos metabodlicos se asocian a la actividad de los enzimas; en el caso
especial del Streptomyces griseus la formacidn de estreptomicina estard
afectada por el metabolismo de determinados enzimas. Estos enzimas
se afectan a su vez por determinados factores, entre los que podemos
sefialar: la relacién enzima/sustrato, el pH, los iones metalicos, etc.

Los enzimas que forman los microorganismos pueden ser: exocelu-
lares, si se encuentran en el-medio de crecimiento, y que son catalizadores
de reacciones hidroliticas, y endocelulares, que se encuentran dentro de
la célula y que toman parte en reacciones energéticas. En general,
cada especie de microorganismo posee un sistema enzimatico caracteris-
tico, que puede variar por diversas influencias, sobre todo por la com-
posicién del medio. Segtin éste, los enzimas pueden ser: constitutivos,
si el medio o sustrato no influye en su formacidn, y adaptativos, si su
formaciéon depende de la presencia de un sustrato especifico. La cons-
titucidén “actual” enzimdtica -de un microorganismo es una parte de su
constitucién ““potencial”, la cual se selecciona segiin las condiciones de
crecimiento. Los microorganismos estdn expuestos a la influencia del
medio externo, respondiendo a variaciones de éste, con la formacién
de enzimas adaptativos; esta respuesta se caracteriza por una reorgani-
zacién de la economia interna del microorganismo, por lo cual, la for-
macién de productos de metabolismo es diferente en cada caso. En resu
men, la constituciéon del medio afecta a la formacion de enzimas por los
microorganismos. El tipo de enzimas afecta' a su vez a la formacién
de productos de metabolismo; luego, variaciones en la constitucién del
medio afectan a la produccion final de sustancias de metabolismo. Pre-
cisamente este es uno de los objetivos que persigue este trabajo.
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En la parte experimental que se relaciona con los enzimas, se trata
~ de estudiar la forma de obtener dichos enzimas. Cuando se trata de los
de tipo exocelular, la cuestién es sencilla, pues basta centrifugar el medio
de cultivo para obtener un filtrado con actividad enzimitica posible.
Cuando se trata de estudiar los enzimas endocelulares, la dificultad es
grande y es dificil sefialar técnicas generales de obtencién.

Hugo (1954) realiza una revision de este problema y lo mismo
Colowick & Kaplan (1955). Sefialan que la eleccién de un método para
obtener un enzima intracelular depende de: raza microorganismo, faci-
lidad de ruptura de la célula, localizacién del enzima, etc. Y la posi-
bilidad de la futura determinacién depende mucho del tratamiento previo
a que se sometié el microorganismo.

De los diferentes tipos de tratamiento, el mis empleado es el de
desecacién, del cual existen varios sistemas, con sus ventajas y desven-
tajas (por aire, por vacio, liofilizacion y deshidratacién por disolventes
miscibles en agua); de todos, el filtimo es el mas sencillo y también el
mas eficaz en nuestro caso. .

El método consiste en afiadir a una suSpension de gérmenes diez
volimenes de acetona fria; los gérmenes se sedimentan y lavan con
acetona y éter; se evapora éste y queda un polvo seco de microorga-
nismos con sus enzimas, que muestran actividad cuando se afiade agua.
Este método lo emplearon numerosos autores, como Bernheim (1928),
Gale (1946), Plaut & Lardy (1949), Hochester & Quastel (1951), Gray
(1952), Wood & Gunsalus & Umbreit (1947).

Enzimas relacionados con metabolismo estreptomicina.

Hemos visto en todo lo anterior la relacion entre alimentos, enzimas
y produccion de estreptomicina.

Sabemos que existen cientos de enzimas diferentes y especificos dentro
de cada célula; como resulta imposible el estudio de todos ellos, nos
orientaremos hacia los que parecen tienen una mayor relacién con la
formacién de estreptomicina. Son estos: « — glucosidasa, «— mano-
sidasa, fosfatasas, lipasas, proteinasas.

El contenido de estos enzimas varia durante el crecimiento del micro-
organismo, Streptomyces griseus, correspondiendo un determinado nivel
a cada fase de desarrollo, pudiendo asi construir curvas de enzimas,
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que pueden relacionarse con las curvas de otros productos de metabolis-
mo. Variaciones en el suministro de alimentos pueden hacer variar las
curvas anteriores, entre las que se debe buscar correlaciones.

a- glucosidasas de microorganismos.

Muchos materiales de origen bioldgico poseen enzimas capaces de
hidrolizar glucésidos de origen natural. Siendo la estreptomicina un «-
glucésido, interesa estudiar el enzima especifico de estas sustancias. Este
tipo de enzima fue poco estudiado en los microorganismos, por lo que
pocas o ninguna referencia bibliografica podemos hacer sobre ellos.

Para su estudio se utiliza como sustrato el «-fenil-D-glucésido,
observando la hidrolisis por determinacion del fenol libre, como se indica
en la parte de métodos.

Nosotros estudiamos la actividad en «-glucosidasa del Streptomyces
griseus, tanto exocelular como intracelular. Estudiamos, a su vez, la
influencia de algunos factores (relacién enzima/sustrato, pH, magnesio,
hierro, zinc, manganeso) en este enzima. Por dltimo observamos la in-
fluencia de los componentes del medio en la actividad «-glucosidasa
exocelular e intracelular. Con esto se establecen algunas conclusiones
de interés para un mejor conocimiento del metabolismo del Streptomyces
griseus.

METODOS Y TECNICAS.

El microorganismo empleado en todas las experiencias es un Strep-
tomyces griseus, enviado desde Madrid por la Direccién de nuestro Ins-
tituto. Se conserva en tubos de tierra, preparados segin la técnica de
Backus (comunicacién personal). Las esporas se producen sembrando un
medio de esporulacién (glucosa, 1,00 % -} extracto levadura, 2,00 %
sulfato magnesio, 0,05 % -} fosfato dipotasico, 0,05 % - agar, 2,50 %
a pH: 7.0), buena esporulacién se produce a los siete dias a 25°.

Las fermentaciones se realizan en matraces Erlemmeyer, bien limpios,
de 1.000 c.-¢., a los que se afiaden 100 c. c. de medio de fermentacion.
Cada matraz se siembra con un c. c. de suspensién de esporas en agua
destilada, que da una turbidez de 70 (fotocolorimetro Kipp, filtro 55).

5
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La fermentacion se realiza en agitacién en un agitador de tipo vaivén,
que da go oscilaciones por minuto, con un recorrido de 10 cm. y contro-
lado a 30°. Una fotografia del agitador muestra la disposicién de los ma-
traces (Fig. 1). .

Como medio de fermentacién utilizamos dos: uno de ellos, que
llamamos natural, se compone de: harina de soja, 4,00 % -+ corn-

Fieura 1.

steep, 1,00 % -+ glucosa, 4,00 % - cloruro sodico, 0,25 %, ajustado
a pH, 7,00; el otro medio es de tipo sintético, y se compone de: corn-
steep. 0,10 % - sulfato amoénico, 1,00 % -+ nitrato sédico, 0,20 %
-+ glucosa, 4,00 % - cloruro sbédico, 0,30 % - fosfato dipotasi-
o, 0,10 % -+ carbonato calcico, 1,00 % y pequefias cantidades de sales
de magnesio, zinc, hierro y manganeso a pH, 7.5.

A intervalos de tiempo de fermentaciéon se toman muestras asépti-
camente a fin de efectuar determinaciones de pH, volumen de micelio,
aziicar remanente, estreptomicina, manosido - estreptomicina, actividad ¢ -
glucosidasa (en micelio y en filtrado).
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Cuando se sigue la marcha de una fermentacién, las cifras que se
dan representan el promedio de 20 matraces; cuando las determinacio-
nes se realizan al final de la fermentacion el promedio es de tres matraces.

Las determinaciones de pH se realizan en un pH-metro Beckman,
modelo G, por lectura directa.

La determinacién de volumen de micelio se hace por centrifugacién
de una muestra de caldo de fermentacién a 2.500 r. p. m., durante diez
minutos, observando el nivel alcanzado por el micelio de 10 c. ¢. de caldo
en un tubo graduado.

El azicar remanente se determina por el método de Shaffer & So-
mogyi (1933) para glucosa, para lo cual previamente se construye una
curva standard. Para las determinaciones de estreptomicina y manosido-
estreptomicina (estreptomicina B), seguimos los métodos quimicos ‘dados
por Grove & Randall (1955). Estos métodos se fundan en la adsorcidén
de la estreptomicina por una resina cambiadora de iones (empleamos
“Amberlita” I R C — 50), elucién de la misma y determinacién colori-
métrica. Esta determinacién se funda en la producciony de maltol cuan-
do se calienta la estreptomicina con un dalcali y luego afiade nitrato
férrico que desarrolla un color violeta que se observa en colorimetro
(aparato Kipp, filtro 53). La determinacién de manosido-estreptomicina
se funda en el desarrollo de color de la misma con antrona, que se ob-
serva en colorimetro (aparato Kipp, filtro 66).

Para la determinacion de la «-glucosidasa se utilizan micelios y
filtrados de caldos de fermentaciéon. Se centrifugan muestras de caldo
y el liquido se separa y utiliza directamente. El micelio se lava varias
veces y deseca después por adicion de acetona fria dos veces, éter frio
y evaporacién en desecador de vacio. El polvo que se obtiene se utiliza
como fuente de enzima intracelular.

Para la determinacién de actividad «-glucosidasa se utiliza la téc-
nica modificada que dan Hockenhull y colaboradores (1954) para la
manosidasa. Este método se funda en la determinacién de fenol libe-
rado por el enzima por el método de Gottlieb & Marsch (1946), fun-
dado en el desarrollo de color del fenol con la 4-aminoantipirina.

Utilizamos como sustrato el «- fenil - D - glucosido, preparado por
el Dr. I. Ribas, en el laboratorio de Quimica Organica de la Facultad
de Ciencias de Santiago, a quien expresamos nuestro agradecimiento.
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Como enzima utilizamos 100 mgr. de micelio desecado 6 5 c. c. de
filtrado de caldo. Se le afiade fosfato buffer a pH 7.6 y un c. c. de
«--fenil-glucosido, y se coloca todo en unos matraces especiales, que se
indican en la figura 2. Se pone en agitacién a vaivén. A las cinco horas
se retiran los matraces, afiade etanol de 96°, filtra y determina el fenoi
liberado en una muestra de un c. c. Para esto se afiaden: buffer de gli-
cocola, solucién de ferricianuro potisico y solucion de aminoantipirina;

2m§ 8cms.,
no° ¢

€

- B
3cms

) L

k 13cms |
Ficura 2.

se produce color debido al fenol liberado, que se mide colorimétrica-
raente (colorimetro Kipp, filtro 55), comparando después con una curva
standard de fenol.

EXPERIENCIAS Y RESULTADOS

Las experiencias realizadas en este trabajo pueden resumirse en los
cuatro apartados siguientes: a) Metabolismo del Streptomyces griseis
en medio natural y sintético; b), actividad «- glucosidasa exocelular e
intracelular del Streptomyces griseus; c), influencia de algunos facto-
res en la actividad ¢- glucosidasa; d), influencia de algunos componen-
tes del medio sintético en la actiivdad «-glucosidasa.
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a) Metabolismo del Streptomyces griseus en medio natural vy sintético.

Por los métodos anteriormente sefialados se realizan dos fermenta-
ciones, una en medio natural y otra en medio sintético. Los resultados
en el medio natural son los siguientes:

Horas pH Micelio Aziicar Estreptomicina Manosido — estrep.
0 6.50 15 % 5,23 R —
12 6.70 18 % — — —
24 6.40 28 % 4,30 — —
36 6.75 65 % — — —
48 7.30 85 % 3,06 645 —
60 6.85 85 % — — —
72 6.90 95 % — 1.000 32 %
84 6.80 77 % — — , —
6 6.80° 55 % 1,08 1.220 8 %

108 6.75 74 %o — — —

120 6.80 65 % 0,73 . 1.330 8 %

Las cifras de azticar indican el tanto por ciento del mismo que queda
en el medio. Las cifras de estreptomicina son unidades por c. c., y las
de manosido-estreptomicina el tanto por ciento de la misma en el medio
por ¢. c¢. La representacion grafica de la fermentacién es la figura 3.

Se observa crecimiento durante las primeras cuarenta y ocho horas;
después se produce autolisis del micelio. El pH se mantiene casi inva-
riable entre 6.5 y 7.5. El aziicar se va consumiendo durante toda la fer-
mentacion. La estreptomicina aumenta rapidamente a partir de las vein-
ticuatro horas, llegando a un méximo a las cien horas; en cambio la
manosido-estreptomicina disminuye rapidamente a partir de las setenta
y dos horas. Se ve relacién entre esta tltima y el azicar.
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A su vez, los resultados obtenidos en el medio sintético fueron los
siguientes :

Horas pH Micelio Azficar Estreptomicina Manosido--estrep.
o 6.80 4 % 4,75 — —
12 6.75 5 % — — —
24 5.90 18 %- 3,52 — —
36 5.95 75 P — — —
48 6.30 72 % 1,01 925 —
60 6.80 8o % — — —
72 7.10 63 % 0,55 940 16 %
84 7.40 40 % — — —
96 7.80 24 % 0,94 88o 10 %

108 7.80 20 % — — —

120 8.00 26 % 0,08 &go 9 %

Las cifras indican lo mismo que las expresadas en la fermentacion
anterior. La representacién grafica es la figura 4.

Se observa crecimiento durante las primeras cuarenta y ocho horas;
después se produce autolisis, muy rapida, del micelio. El pH se mantiene
alrededor de 7.0 durante las primeras setenta horas, para después subir
a 8.00 al final de la fermentacién. El azficar se consume rapidamente du-
rante las primeras cuarenta y ocho horas, a partir de las cuales queda
menos de un uno por ciento en el medio. La estreptomicina sube rapi-
damente de las veinticuatro a las setenta y dos horas, manteniendo y dis-
muyendo después este nivel maximo; la manosido-estreptomicina baja,
aunque mas lentamente que en el medio natural y menos.

Observando estas dos fermentaciones se pueden sefialar dos fases en
el metabolismo del Strepiomyces griseus, que, de acuerdo con Dula-
ney (1949), llamaremos de “crecimiento” y “envejecimiento”. Durante
la primera, aumenta el micelio, se consume rapidamente el azticar, el pH
se mantiene alrededor de 7.0 y se produce poco antibidtico. Se puede
fijar la duracién de esta fase, en las condiciones realizadas por nosotros,
de unas cuarenta y ocho horas. Durante la segunda fase, el micelio se
autoliza, disminuyendo rapidamente; el pH sube ligeramente (mdas en

11
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medio sintético que en natural), disminuye la velocidad de consumo de
azticar y se forma rapidamente antibidtico; al tiempo hay una ripida hi-
drolisis de manosido-estreptomicina, sobre todo en medio natural.

Observamos una correlaciéon entre crecimiento, consumo de azficar,
pH, formacién de estreptomicina e hidrolisis de manosido-estreptomicina.
Esta correlacion depende en parte de la alimentacién del microorganismo,
pues hay algunas diferencias entre el medio natural y el medio sintético.

Como complemento de estas experiencias se trata ahora de ver la
influencia que sobre el crecimiento poseen algunos de los elementos nu-
tritivos que pudieran considerarse innecesarios en el medio sintético.
Para esto realizamos unas fermentaciones, en las condiciones sefialadas
en la parte de métodos, solamente que reduciendo a la mitad o supri-
miendo alguno de los alimentos. Los resultados se observan a los doce
dias. El azicar se consumi6 en todos los casos y los resultados de mice-
lio y pH son los siguientes:

Medio Micelio pH Medio Micelio pH
NORMAL. ... 30 % 80 NORMAL. ... 30 % 8.0
/2 NOgNa ... 18 % 8,2 Sin NOjsNa... 15 % 8.2
Vocosl..... 28% 7.4 Sinc s L ... 25 % 6.7
2 Mg.. ... ... 20 % 81 Sin Mg. ... ... — —
Y2 Fe... ... ... 10 % 7,1 Sin Fe. ... ... — —
Y2 Mn. ... ... 10 % 7.3 Sin Mn. ... ... — —
Yo Zn... ... ... — —  Sin Zn. ... ... — —

En primer lugar se observa la falta de crecimiento, en ausencia de
magnesio, hierro, zinc y manganeso, y también aun cuando sélo exista
la mitad de zinc. Esto corrobora trabajos de otros autores, que sefialan
la necesidad de hierro, zinc y manganeso.

Viendo el crecimiento y pH en los medios en que hubo desarrollo se
observa, comparando con el medio normal, que. disminucién de hierro,
zinc y magnesio bajan el crecimiento. La disminucién del nitrato sédico
también baja el crecimiento y mucho mds si falta esta fuente de nitré-
geno en el medio. El corn-steep no ejerce mucha influencia en el creci-

12
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miento, en cambio si en el nivel de pH, que baja bastante en ausencia
de este elemento.

b) Actividad o--glucosidasa exocelular e intracelular del Streptomyces
griseus.

Se determina la actividad enzimética de micelios producidos en me-
dio natural y sintético, determinando también la actividad de filtrados
de medio sintético.

La actividad se expresa en diferencias de fenol liberado por una
muestra activa y otra inactiva (calentada a 100°/15 minutos). Como to-
das las muestras inactivas no dan liberaciéon de fenol, los resultados vie-
nen expresados por el fenol total liberado por la muestra. Los resultados
obtenidos por actividad intracelular (micelio) son:

Horas Sintético Natural
0 - -
12 735 —
24 150 - 645
36 15 9o
48 150 72
60 150 69
72 150 69
84 150 69
% 150 150
108 150 315
120 . 165 375

Las cifras expresan gammas de fenol total liberado por la accién en-
zimatica. La grafica que representa estos resultados es la figura s.

Se observa que en un medio natural, el contenido en «- glucosidasa
intracelular disminuye durante los primeras treinta horas, no varia de
treinta a noventa y seis horas y aumenta en las tdltimas veinticuatro
horas. Esto coincide con el consumo rapido de azicar en las primeras
horas.

13



14 Ramdn Otero y Benito Regueiro

En el medio sintético, el contenido en 4-glucosidasa intracelular baja
rapidamente durante las veinticuatro primeras horas y luego no varia
en todo el resto de la fermentacién. Esto coincide con un mayor consu-
mo de azticar duarnte las primeras veinticuatro horas que en el caso del
medio sintético.

En cuanto a los resultados de ¢-glucosidasa exocelular, se determina
ésta en filtrados de medio sintético, expresando la actividad en la mis-

fenol

1000 * e SINTETICO
" o NATURAL

800}

600}

400} ,

200}

0 26 48 729 120 HORAS
Ficura 5.

ma forma que se dijo anteriormente. Segtn esto, tales resultados son
los siguientes:

Horas... ... 24 48 72 96 120 144 168
Actividad... — — 180 270 180 120 135

Estas cifras indican gammas de fenol total liberados por accién en-
cimatica. Por ellas se observa que la «- glucosidasa exocelular disminuye
a partir de las noventa y seis horas. Parece existir cierta coincidencia
en la cantidad de enzima exocelular e intracelular.

14



Metabolismo enzimdtico del St. griseus. | 15

¢) Influencia de algunos factores en la actiidad «--glucosidasa.

Como deciamos anteriormente, en la actividad enzimética influyen
una serie de factores que interesa sefialar para la correcta caracteriza-
cion del enzima. Los estudiados por nosotros somn: concentracién de
enzima, pH, iones metalicos. Estos factores los estudiamos en la «- glu-
cosidasa intracelular (micelio) procedente de medio natural y de medio
sintético, para observar posibles diferencias. Los resultados son los
siguientes: B

Influencia de la relacion sustrato/enzima.

Determinamos la llamada constante de Michaelis, es decir, la canti-
dad de sustrato necesaria para que el enzima dé mas del 50 % de su
actividad. Experimentalmente realizamos esto con micelios de doce ho-
ras (medio sintético) y de veinticuatro horas (medio natural), que mues-
tran gran actividad «.glucosidasa. Se hacen controles con micelio in-

activado (100°/15 minutos), que en ningtn caso libera fenol. Los resul-
tados son los siguientes: '

Sustrato Fenol total Fenol tedrico %
250 153 o1 100
I.250 375 455 82,4
2.500 450 910 49,4
6.250 810 2.275 35,6
12.500 1.440 4.555 31,6

Medio sintético.

Sustrato Fenol total Fenol teérico %
250 153 9I 100
1.250 258 455 56,7
2,500 390 9I0 42,8
6.250 - 720 2.275 31,6
12.500 1.215 4.555 26,7

Medio natural.

15
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Todos los resultados se expresan en gammas de sustrato, fenol total
y fenol teérico. La grifica que expresa estos resultados es la figura 6.

La constante de Michaelis corresponde, en el caso de la «- glucosi-
dasa intracelular (micelio) en medio natural, a 1,25 mgr. de fenil-
glucosido; en el caso del enzima de medio sintético corresponde a
2,50 mgr. de fenil-glucésido.

Influencia del pH.

Existe un pH 6ptimo de actividad para cada enzima; nos interesa
conocer el que corresponde a la «-glucosidasa intracelular de medio
natural y de medio sintético: se preparan soluciones buffer para llevar
la actividad de enzima a diferentes pH; para pH, 6.0, 7.0, 8.0, se
utiliza buffer fosfato y para pH 9.0, se utiliza buffer glicocola. Se
observa el fenol liberado por c. ¢. de muestra a cada pH. Los controles
con enzima inactivo (micelio a 100°/15 minutos) no dan reaccion de
fenol. Los resultados son los siguientes:

pH- Sintético Natural
6.0 3,00 3,00
7.0 19,50 12,50
8.0 - 20,50 17,00
9.0 13,00 13,00

Se realiza también con micelios de doce y veinticuatro horas, res-
pectivamente. La grafica que representa estos resultados es la figura 7.

Se observa que el pH o6ptimo de «-glucosidasa es en los dos casos
de 7.8, es decir, de tipo alcalino y con mayor actividad la de medio sin-
tético.

Influencia de iones metdlicos.

Los iones metalicos tienden a aumentar o disminuir la actividad de
los enzimas. Interesa conocer la accién de los que intervienen en el me-
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tabolismo del Streptomyces griseus. Los que se estudian aqui son: mag-
nesio, hi_erro, zinc y manganeso. Las necesidades de éstos en crecimiento
ya se determinaron anteriormente. Veamos c6mo actiia cada uno sobre
la actividad «-. glucosidasa de los micelios de medios natural y sintético
de veinticuatro y doce horas, respectivamente.

Se sigue el método general de determinacién de actividad enzima-
tica, con la sola diferencia de adicionar diferentes cantidades de los me-
tales en forma de sulfatos (1 ¢. c.), que varian de concentracién mo-
lar (M) a 1 por 10-° molar. En todos los casos, los controles de enzima
inactivo (micelio a 100°/15 minutos) no dan liberacién de fenol. Los re-
sultados obtenidos son los siguientes:

Magnesio Sintético Natural Hierro Sintético Natural .
M 8,0 8,5 M 1,5 0,5
1,701 M 9,0 13,0 - 1.0t M 7,5 6,5
1.102 M 15,5 14,0 1.102 M 14,5 13,5
r.io—3 M 15,5 14,0 1.1073 M 16,0 15,5
r.io~t M 15,5 14,0 r.io* M 16,5 15,5

.10 M 15,5 14,0 r.io" M 16,5 16,0
— 16,0 14,0 - 10,0 15,5

Zinc Sintético Natural Manganeso Sintético Natural
M 0,0 0,0 M 6,0 6,0
.ot M 0,0 0,0 r.io~! M 12,5 10,0
1.;02 M 0,0 0,0 r.ro2 M 12,5 ' 12,5
r.ro—3 M 9,5 2,0 r.io02 M 12,5 12,5
1.700* M 16,0 11,0 1.io0* M 12,5 12,5
1.107°5 M 16,0 15,5 | 1.107°% M 12,5 12,5
— 16,0 15,5 — 12,5 12,0

Los resultados anteriores se dan en gammas de fenol por c¢. ¢. Las
graficas de los anteriores resultados son las figuras 8, 9, 10 y 11.
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Observando las cifras y graficas anteriores se deduce que las con-
centraciones minimas a las que actflan los diferentes metales sobre la
a-glucosidasa son, respectivamente:

Magnesio ... ... ... = 1I1.I10—2 M.
Hierro ... ... ... ... = 11073 M.
Zinc.. = 1.100° M.
Manganeso... ... ... = 1.100' M.

A partir de las concentraciones anteriores los iones metalicos men-
cionados disminuyen un 100 % la actividad enzimdtica, a excepcion del
magnesio, que sélo la disminuye un 50 %. De las cifras anteriores se
deduce también que la actividad «- glucosidasa estd muy relacionada con
el contenido en zinc del medio y menos con el de hierro. En el caso del
zinc a una concentraciéon de 1.10—? M, y en el del hierro a concentra-
cién M, se anula la actividad de este enzima.

d) Influencia de algunos coni}bonentes del wmedio sintético en la
actividad « - glucosidasa.

Esta parte experimental hay que realizarla con los componentes del
medio que permitan el crecimiento del micelio para poder utilizar éste
como fuente de enzima.

De estos componentes que permiten crecimiento se observa su in-
fluencia en la actividad «- glucosidasa, si se suprimen o se reduce su can-
tidad. Se estudia esto sobre la actividad exocelular y la intracelular.

21
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Se hace con cultivos de medio sintético; a los doce dias de fermen-
tacién, se prueban enzimas inactivos (micelio o filtrado a 100°/15 mi-
nutos), que no liberan fenol. Los demds resultados son los siguientes:

Medio Filtrado Micelio

Normal... ... ... — —
1/2 NO3N3. — —
Sin NOsNa... ... — —
Y2 corn steep ... —_ —
Sin corn steep... — —
% magnesio... ... — —
/5 hierro.. ... ... 1,5 —
/2 manganeso ... 1,5 —

En e] enzima intracelular no se observa actividad alguna, en ningu-
no de los casos; en el exocelular ocurre lo mismo, a no ser en los me-
dios en que se pone la mitad de ‘hierro y manganeso.

RESUMEN Y CONCLUSIONES

Tratamos de establecer una relacién entre la nutricién general del
Streptomyces griseus y su crecimiento y produccién de antibi6ticos. Para
esto seguimos su desarrollo en un medio natural y en un medio sintético,
seflalando la existencia de dos fases de metabolismo: crecimiento y enve-
jecimiento con caracteristicas propias. Al tiempo de observar la influen-
cia de los elementos nutritivos en general, vemos la influencia de algunos
iones metalicos en el crecimiento, con la necesidad de magnesio, hierro
manganeso y zinc para el desarrollo del mismo.

En relacion con la nutricion del Streptomyces griseus y también con
la produccién de sustancias de metabolismo, esta la produccién de enzi-
tnas por la célula. En relacién con éstos estudiamos aquellos que pueden
tener intervencidén en la biosintesis o degradacién de la estreptomicina.
¥n este primer trabajo estudiamos la produccién y caracteristicas de la
- glucosidasa, ya exocelular, ya intracelular.

22
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La glucosidasa intracelular (micelio), se produce tanto en medio na-
tural como sintético, y en gran cantidad durante las primeras veinti-
cuatro-treinta horas, lo que coincide con el ripido consumo de azticar,
para después no variar hasta el final de la fermentacion, a no ser en me-
dio natural que vuelve a producirse algo de enzima en las tltimas vein-
ticuatro horas. Estos resultados coinciden en parte con el metabolismo
de la «- glucosidasa exocelular.

Estudiando a continuacién los factores que pueden influir en la ac-
tividad « - glucosidasa, tanto de medio natural como de medio sintético,
se observa que la constante de Michaelis corresponde en el caso del en-
zima intracelular en medio natural a 1,25 mgr. de sustrato, mientras -
que el procedente de medio sintético corresponde a 2,50 mgr. de sustrato.
El pH 6ptimo de actividad es en los dos casos de 7.8. Los iones metalicos
influyen en la actividad del enzima, tanto procedente de medio sintético
como natural, a partir de una determinada concentracion, que en nuestro
caso es: 1.10—2 M. para el magnesio, 1.10—2 M. para el hierro, 1.10—5 M.
para el zinc y 1.10—? M. para el manganeso; a partir de estas concentra-
ciones baja la actividad «-glucosidasa en un 100 %, a no ser el mag-
nesio que lo hace en un 50 %. El zinc a concentracién 1.10—* M. y el
hierro a concentracién M. inhiben completamente la actividad «-gluco-
sidasa del Streptomyces griseus.

SUMMARY.

In the present paper we try to establish a relationship between the
production and characters of «- glucosidase and the biosynthesis or
degradation of streptomycine.

During the fermentation of streptomycine, the exo-« and endo- « -
glucosidase has an optimum in production after 24-30 hours which coin-
cides with the most rapid consumption of sugar.

The most important factors having an influence on the activity of
this enzyme are being studied, such as: their Michaelis’s constant, the
optimum pH and the concentration of some metallic ions such as mag-
nesium, zinc, irén and manganese.
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C. S IC
INSTITUTO «FAIME FERRAN», DE MICROBIOLOGIA
SECCION DE VIRUS

DETERMINACION DE ANTICUERPOS FIJADORES
DEL COMPLEMENTO EN SUEROS DE CONEJOS
INMUNIZADOS CON VIRUS ANTIVARIOLICO

(Conclusidn.)

PQR
Maria peL Rosario pe ZUAZO AGUIRRE

Suero nimero 26.

Procedente de conejo inoculado con el liquido sobrenadante obtenido
tras centrifugar un triturado de pulpa vacunal de ternera suspendido al
2 % en caldo glucosado ajustado a pH 8 y con un filtrado obtenido a par-
tir del mismo liquido, en las suspensiones de 1/100, 1/200, 1/400 v 1/800,
partiendo de centrifugado y filtrado puro. Virus activo. Sangria, a los
veinte dias de la inoculacidn, repitiéndose ésta cada diez dias.

ESQUEMA DE LAs LESIONES A LOS CINCO DfAs.

Diluciones. ... ... ... ... ...| Puro 102 | 202 | 40~% | 80?2
Centrifugado ... ... ... ... ...| 30mm. | 20mm. | 18 mm, | 17 mm. | 17 mm.
Filtrado ... ... ... ... ... ...| 20 — 10 — 9 — 9 — 8 —
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TITULACION DEL SUERO.

Diluciones del suero ... ... ... ... ...|Puro| 1/2| 1/5|1/10|1/20|1/40| 1/80|1/100
£s :
b 8_u.> 1.* sangria, a los 2o dias...... 41414132+ 0] 0

T~

go |2 » 30 7 4144320 0]0

e

B2 |s0 ” 40 7 4| 4|4a(3/2/0|0]0

< .2

Control suero... ... «.. vee vee vee oo .| 0L O] 0] 0] 0} O 0 0

Resultados obtenidos con el suero nitmero 20.

Con antigeno de embrién de pollo:

Primera sangria, a los veinte dias ...

Segunda sangria, a los treinta dias... ... ... ... ... ... ...
Tercera sangria, a los cuarenta dias ...... ... ... ... .

Muere a los cuarenta y cinco dias.

T/TYLo
7:700 <

780 -
—Antigeno de embrién de pollo.
140 -
1°20 -
110 4
°5 4
72 -
PUYRO

Titulo 1/20
— 1I/20

. — 1/20

DIAS 10 20 20 40 SO 6D 7D &0 90

Curva 9.
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Suero nimero 30.

Procedente de conejo inoculado intradérmicamente, con un triturado
de pulpa vacunal de ternera al 1/10, en las suspensiones de 1/100, 1/1.000,
1/10.000, 1/100.000 y 1/1.000.000 en glicerina y en solucién salina.
Virus activo. Sangria a los quince dias.

ESQUEMA DE LAS LESIONES A LOS CINCO DfAS.

Diluciones. ... ... ... ... .| 10727 1073 | 10=* | 105 | 106
Glicerina... ... ... .o v ool 29 mm. | 17 mm. | 13 mm. | 11 mm. 5 mm.
Solucién salina... ... ... ...| 24 — 18 — 16 — 15 — 14 —

TITULACION DEL SUERO.

Diluciones del suero . ... ... ... .| Puro| 1/2 | 1/5 | 1/10]1/20|1/40|1/80|1/100

% Pulpa vacunal de ternera,al1/7| 4 | 4 | 3 3 2| 2 + 0
:ﬁ%ﬂ Testiculo de conejo, al 1/6 ...| 4 4 3 3 2 2|1 0
Membranas alantoideas, al 1/6.| 4 4 4, 3 3 312 |1

Control suero... ... ... ... «eo veo | 2 1 0 0 0 010 0

Resultados obtenidos con el suero wnitmero 30.

Con antigeno de pulpa vacunal de ternera... ... ... ... ... Titulo 1/40
Con antigeno de testiculo de conejo. ... ... ... ... ... ... — 1/40
Con antigeno de membranas alantoideas. ... ... ... ... ... ... — 1/8o
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Maria del Rosario de Zuazo

Suero niimero- 31.

Procedente de conejo inoculado intradérmicamente, con un triturado
de pulpa vacunal de ternera al 1/10, en las suspensiones de 1/100, 1/1.000,
1/10.000, 1/100.000 y 1/1.000.000, en glicerina y en solucién salina.
Virus activo. Sangria, a los quince dias de la inoculacion.

ESQUEMA DE LAS LESIONES A LOS CINCO DiASs.

Diluciones. ... ... ... .. .| 1072 | 10=% | 10—* ’ 10-3 | 100
i |
|
Glicerina.. ... ... . oo «..| 20mm. | 10 mm. 8 mm. 7 mm, 2 mm.
Solucién salina.. ... ... ..| 21 — 11 — 10 — 7 = 3 =
TITULACION DEL SUERO.

Diluciones del suero ..{Puro 1/2 | 1/5 |1/10 | 1/20 |1/40 | 1/80 |1/100
Pulpa vacunal de ternera,al1/7| 3 3 3 3 2 0 0 0
Testiculo de ccnejo, al 1/6 ...| 3 3 3 2 1 0 0 0
Pistulas piel conejo, al 1/2 ...| 3 3 2 | + 0 0 0 0

2

o | Neurovacuna avirulento; puro| 2 1 0| 0] 0 0 0 0

P

é Neurovacuna virulento, al 1 /3. 3 3 2 2 0 0 0 0
Cerebro virul. de ratén, b) 1/3.| 2 2 2| + 0 0 0 0
Membranas alantoideas 1/6 ...| 4 4 313 2 -1 0 0
Embrién de pollo, al 1/5 ...... 3 3 31 2 1 0 0| 0

Control suero... ... ... ... .. oo ...| 0 0 0 0 0 0 0 0
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Resultados obtenidos con el suero nimero 3I.

Con
Con
Con
Con
Con
Con
Con

Con

pulpa vacunal de ternera. Titulo 1/20
antigeno de testiculo de conejo... — 1/10
antigeno de pustulas de piel de conejo. ver een — I/5
antigeno de neurovacuna avirulento (purlflcado) ...... — puro
antigeno de neurovacuna virulento (soluble) ... ... ... — 1/10
antigeno de cerebro virulento de ratén b)... ... ... ... — 1/5
antigeno de membranas alantoideas ... ... ... ... ... ... — 1/20
antigeno de embrién de pollo — 1/20
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Suero mimero 34.

Procedente de conejo inoculado intradérmicamente, con un triturado
de pulpa vacunal de ternera, en las siguientes suspensiones, en solucion
salina: 1/10, 1/190, 1/1.000, 1/10.000, 1/100.000 y I./1.000.000.
Virus activo. Sangria, a los catorce dias de la inoculacion.

ESQUEMA DE LAS LESIONES A LOS CINCO Dias.

Diluciones ... ... 10! 10—2 103 10—¢4 10?2 10—9

Solucién salina...| 26mm. | 20mm. | 16 mm. | 10mm. | 4mm. | 0mm.

TITULACION DEL SUERO.

Diluciones del suero.. ... ... ... ...| Puro| 1/2 | 1/5 [ 1/10 {1,20|1/40 | 1,80 |1/100

Pulpa vacunal de ternera, al1/7| 4 4 3 2 2 1 0 0

Q

& /

\go Testiculo de conejo, al 1/6 ...| 4 3 3 2 2 1 0 0
g

< | Membranas alantoideas, al 1/6.| 4 | 4 | 4 | 3 2| 2 1 0

Control suero... ... ... ... vev vee ool O | 0 0 0 0 0 0 0

Resultados obtenidos con el suero miwmero 34.

Con antigeno de pulpa vacunal de ternera... ... ... ... ... Titulo 1/20
Con antigeno de testiculo de conejo... ... ... ... ... .. ... — 1I/20°
Con antigeno de membranas alantoideas. ... ... ... ... ... — 1/40
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Suero nimero 35.

Procedente de conejo inoculado intradérmicamente, con un triturado
de pulpa vacunal de termera, en las siguientes suspensiones, en solucion
salina: 1/10, 1/100, 1/1.000, 1/10.000, I/100.000 y I./1.000.000.
Virus activo. Sangria, a los trece dias de la inoculacién.

ESQUEMA DE LAS LESIONES A LOS CINCO DiAs.

10—¢ ll 10—2% | 106

Diluciones ... ... 10! 10—2 10—32

Solucién salina...| 22 mm, | 18 mm, 13mm.I 8 mm. l 3 mm. 0 mm,

l |

T1TULACION DEL SUERO.

Diluciones del suero.. ... ... ... ...|Puro| 1/2 | 1/5 |1/10{1/20|1/40|1/80 |1/100
g | Pulpa vacunal de ternera, al 1 /70 4 3] 31312 +]|0}0
)

f:f Testiculo de conejo, al 1/6 ... 3 | 3 | 3| 2 | 2 | 1 0| 0
<

Membranas alantoideas, al 1/6.| 4 | 3 3 3 3 2 1 0

Control suero... ... ... ... v veo o] 0O 0 0 0 0 0 0 0

Resultados obtenidos con el suero miimero 35.

Con antigeno de pulpa vacunal de ternera ... ... ... ... ... Titulo 1/20
Con antigeno de testiculo de conejo ... ... ... .o. ooo oo ... — I/20
Con ant‘geno de membranas alantoideas... ... ... ... ... ... — 1/40
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Suero nitmero 36.

Procedente de conejo inoculado intradérmicamente, con un triturado
de pulpa vacunal de ternera, en las siguientes suspensiones, en solucion
salina: 1/10, 1/100, 1/1.000, 1/10.000, 1/100.000 y 1/1.000.000. Virus
activo. Sangria, a los doce dias de la inoculacion.

ESQUEMA DE LAS LESIONES A LOS CINCO DIAs.

-~

Diluciones ... ... 10—t | 1072 | 1073 | 10=* | 10=% | 10—°¢
Solucién salina...| 24mm. | 20mm. | 15mm. | 10 mm, 6 mm, 0 mm
TITULACION DEL SUERO.

Diluciones del suero... ... ... ... ...| Puro| 1/2 | 1/5 |1/10|1/20|1/40|1/80 1/100
2

o | Pulpa vacunalde ternera,al1/7| 4 | 4 3 3 2 1 0| 0
é Membranas alantoideas, al 1/6.| 4 4 3 3 3 2 1 0
Control suero... ... ... .. «oo woo | 0O 0 0 0 0 0 0 0

Resultados obtenidos con el suero nimero 36.

Con antigeno de pulpa vacunal de ternera... ... ... ... ...
Con antigeno de membranas alantoideas... .
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Suero niimero 37.

Procedente de conejo inoculado intradérmicamente, con un triturado
de pulpa wacunal de ternera, en las siguientes suspensiones, en solucién
salina: 1/10, 1/100, 1/1.000, 1/10.000, 1/100.000 Vv 1/1.000.000. Virus
activo. Sangria, a los once dias de la inoculacion.

ESQUEMA DE LAS LESIONES A LOS CINCO DiAS.

Diluciones ... ...| 10~ | 10=2 | 10—% | 10=%* | 10=% | 10—°

Soluci6n salina...| 21 mm. | 18 mm. | 16 mm, | 13 mm. | 6 mm. 2 mm,
TITULACION DEL SUERO.

Diluciones del suero.. ... ... ... ...|Puro| 1/2 | 1/5 |1/10|1/20 | 1/40 | 1/80|1/100]

2 |

o | Pulpa vacunal de ternera,al1/7, 3 3 3 2 1 + 0 0

a8

é Membranas alantoideas, al 1/6.] 3 3 3 3 2 1 + 0

Control suero... ... ... ... vev e ol 0 0 0 0 0 0 0 0

Resultados obtenidos con el suero nimero 37.

Con antigeno de pulpa vacunal de ternera... ... ... ... ...

Con antigeno de membranas alantoideas. ...

Titulo 1/10

— 1/20
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Suero nimero 38.

Procedente de conejo inoculado intradérmicamente, con un triturado
de pulpa wacunal de termere, en las siguientes suspensiones, en solucién
salina: 1/10, 1/100, 1/1.000, 1/10.000, I/100.000 y 1/ 1.000.000. Virus
activo. Sangria, a los diez dias de la inoculacién.

ESQUEMA DE LAS LESIONES A LOS CINCO DiAs.

Diluciones ... ... 10! 10—2 103 10—4 105 106
Solucién salina...| 20 mm. 15mm. | 10 mm. 6 mm, 3mm. | 0mm.
TITULACION DEL SUERO.

Diluciones del suero ... ... ... ... ...|Puro|1/2|1/5|1/10]|1/20{1/40{1/80 |1/100

l\\ N
g —5 1. sangria, a los 10 dias...... 31313 (2|t]+]0 0
5 %
&g 2 100 7 . 312(2|+|o0ololo]o
g g
o S| 32 ” 230 7 ... 212|110 0}0;0 0
g3
N ':'g 42 ” 270 " .. 21+10]0]0}07]O0 0
e

=]
<8 s " 305 7 2|+|0ojoflojo|of o
n |
«
§’§ - 0 7 3(3|2|2|1|1]0]0
év‘_." 2. ” 190 7 ... 313|122 |1]01]0 0
88 s 7 207 303221 ]olo]o0
0 2
52| 4 ” 270 7 ... 3(3(2(211lo0j0] o0
X
2] s ” 305 7 ... 3/3(2|1]0]0]|0]| O
Control suero ... ... oo veo voe e vee o] 01 O 1 0O | O cf(0]0 0
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Resultados obtenidos con el suero nitmero 38.
Con antigeno de pulpa vacunal de ternera:
Primera sangria, a los diez dias... v Titulo 1/10
Segunda sangria, a los ciento noventa dias ... ... ... ... ... — 1/5
Tercera sangria, a los doscientos treinta dias ... — 1/2
Cuarta sangria, a los doscientos setenta dias... ... ...’ — puro
Quinta sangria, a los trescientos cinco dias ... ... ... — puro
Con antigeno de membranas alantoideas:
Primera sangria, a los diez dias ... ... ... e Titulo 1/10
Segunda sangria, a los ciento noventa dias ... ... — 1/10
Tercera sangria, a los doscientos treinta dias ..- ... — 1/10
Cuarta sangria, a los doscientos setenta dias ... — 1/10
Quinta sangria, a los trescientos cinco dias... ... — 1/5
TiTYio
2:100 + . — — ——Antigeno de membranas alantoideas.
1:600 + — . —.—Antigeno de pulpa vacunal de ternera.
1°40 T
o
120 T
210 1 — L T T e e -
——, —_— \\\
M- ’ e—re——. ~
~.,
. : SN
r2 | S
\\
PYRO 1 st e ¢ e
. N P — L L
\ ) 3 U T
ous 10 90 280 270 305
Curva 10,
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Suero niimero 39.

Procedente de conejo inoculado intradérmicamente, con un triturado
de pulpa vacunal de termera, en las siguientes suspensinoes, en solucion
salina: 1/10, 1/100, 1/1.000, 1/10.000, 1/100.000, y 1/1.000.000. Virus
activo. Sangria, a los nueve dias de la inoculacién.

ESQUEMA DE LAS LESIONES A LOS CINCO Dfas.
Diluciones ... ...| 10— 10=2 | 10=% | 10=* | 1075 | 10—°
Solucién salina...| 26 mm. | 25 mm. | 20 mm. | 15 mm. 5 mm, 0 mm.
"™ TITULACION DEL SUERO.
|

Diluciones del suero.. ... ... ... ...|Puro| 1/2 | 1/5 | 1/10]1/20 | 1/40 1/80|1/100
2

Y | Pulpa vacunalde ternera,al1/7| 3 3 3 2 1 + 0 0
=

é Membranas alantoideas, al 1/6.| 4 3 3 3 2 1 0 0
Control suero... .. ... ... v oo oo 0 0 0 0 0 0 0 0

Resultados obtenidos con el suero mimero 39.

Con antigeno de pulpa vacunal de ternera... ... ... ... ...

Con antigeno de membranas alantoideas ...

76

Titulo 1/10
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Suero nimero 41.

Procedente de conejo inoculado intradérmicamente, con un triturado
de pulpa vacunal de ternera, en las suspensiones siguientes, en solucién
salina: 1/10, 1/100, 1/1.000, 1/10.000, 1/100.000 y 1/1.000.000. Virus
activo. Sangria, a los siete dias de la inoculacién.

ESQUEMA DE LAS LESIONES A LOS CINCO DfAs.

Diluciones ... ... 101 | 102 |. 103 | 10—=* | 10=% | 1076
Solucién salina...| 25 mm. | 20 mm. | 16 mm. | 10 mm. 6 mm. 3 mm.
}
TITULACION DEL SUERO.
Diluciones del suero.. ... ... ... ...|Puro | 1/2 | 1/5 | 1/10|1/20|1/40|1/80,1/100
% Pulpa vacunal de ternera,al1/7| 4 4 3 2 2 1 0 0
%’ Testiculo de conejo, al 1/6 ...| 3 3 2 2 1 0 0 0
Membranas alantoideas, al 1/6.| 4 | 4 | 3 | 2 | 2 110] 0
Control suero... ... ... ... ... .. ...l 0 0 0 0 0 0 0 0

Resultados obtenidos con el suero nitmero 41I.

Con antigeno de pulpa vacunal de ternera... ... ... ... ...

Con antigeno de testiculo de conejo... ... ... ... ... ... ...
Con antigeno de membranas alantoideas... ... ... ... ... ...

Titulo 1/20
— 1/10
—. I/20

17
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Suero nimero 42.

Procedente de conejo inoculado intradérmicamente, con un triturado
de pulpa vacunal de ternera, en las siguientes suspensiones, en solucién
salina: 1/10, 1/100, 1/1.000, 1/10.000, 1/100.000 y 1/1.000.000. Virus
activo. Sangria, a los seis dias de la inoculacion.

ESQUEMA DE LAS LESIONES A LOS CINCO DiAs.

Diluciones ... ... 101 102 | 10=% | 10=* | 10~5 | 106

Solucién salina...| 22mm. | 18 mm. | 15 mm, | 10 mm. 7 mm-* 3 mm.

TITULACION DEL SUERO.

Diluciones del suero.. ... ... ... ...|Puro| 1/2 | 1/5 |1/10|1/20|1/40|1/80|1/100
- _

§0 Pulpa vacunal de ternera,al1/7| 3 |- 3 2| 2 1 0| 0 0
é Membranas alantoideas, al 1/6| 4 3 2| 2 1 0 0 0
Control suero... ... ... .. oo o ol 0 0 0 0 0 0 0 0

Resultados obtenidos con el suero nimero 42.

Con antigeno de pulpa vacunal de ternera ... ... ... ... ... Titulo 1/10
Con antigeno de membranas alantoideas. ... ... ... ... ... — 1/10
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Suero niimero 43.

Procedente de conejo inoculado intradérmicamente, con un triturado
de pulpa vacunal de ternera, en las siguientes suspensiones, en solucién
salina: 1/10, 1/100, 1/1.900, 1/10.000, 1/100.000 y 1/1.000.000. Virus
activo. Sangria, a los cinco dias de la inoculacién.

ESQUEMA DE LAS LESIONES A LOS CINCO DfAs.

Diluciones ... ... 10! 10—2 | 103 | 10—=* | 10=% | 109

Solucién salina...| 24 mm. | 20 mm. | 15 mm. l 9 mm, 6 mm. 3 mm.

TITULACION DEL SUERO.

Diluciones del suero.. ... ... ... ...|Puro| 1/2 | 1/5 [ 1/10|1/20| 1/40|1/80|1/100

Pulpa vacunal de ternera,al 1/7| 3 2 2 1 0 0 0 0

)
&
go Testiculo de conejo, al 1/6 ...| 2 2 0 0 0 0 0 0
< Membranas alantoideas, al 1/6.| 4 | 3 | 2 | 2 1 0} 0] 0
Control suero.. ... v v o e | 0L O] O] O O] 0| O} 0

Resultados obtenidos con el suero nitmero 43.

Con antigeno de pulpa vacunal de ternera... ... ... ... ... Titulo 1/5
Con antigeno de testiculo de conejo... ... ... veo oo oo oe.  —  I/2
Con antigeno de membranas alantoideas. ... ... ... ... ... — 1/10
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Suero nilmero 44.

- Procedente de conejo inoculado intradérmicamente, con un triturado
de pulpa vacunal de ternera, en las siguientes suspensiones, en solucién
salina: 1/10, 1/100, 1/1.000, 1/10.000, 1/100.000 y 1/1.000.000. Virus
activo. Sangria, a los cuatro dias de la inoculacion.

ESQUEMA DE LAS LESIONES A LOS CINCO DIAS.

Diluciones ... ... 10— ! 10=2 | 10~3 | 10—4 | 10=% | 10~°

Solucién salina...| 15 mm. | 10 mm. 8 mm. 3 mm. 0 mm. 0 mm.

" TITULACION DEL SUERO.

Diluciones del suero . ... ... ... .. | puro| 1/2 | 1/5 | 1/10|1/20| 1/40| 1,80 (1/100
% Pulpa vacunalde ternera al 1/7| 2 1 0 0 0 0 0 0
*g Testiculo de conejo, al 1/6 ...! & | 0 0 0 0 0 0 0
< Membranas alan‘oideas, al 1/6.| 2 2|1 +10 0] 0|0 0
Control suero... ... ... ... woo oo | O 0 0 0 010 0 0

Resultados obtenidos con el suero wimero 44.

Con antigeno de pulpa vacunal de ternera ... ..."... ... ... Titulo puro
Con antigeno de testiculo de conejo ... ... ... oo voo coo ... — O
Con antigeno de membranas alantoideas... ... ... ... ... ... — 1/2
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Suero niimero 49.

Procedente de conejo inoculado intradérmicamente, con un triturado
de pulpa vacunal de ternera, en las suspensiones de 1/10, 1/100, 1/ 1.000,
1/10.000, 1/100.060 ¥ /1.000.000, en solucién salina. Sangria, a los tres
dias. '
‘ ESQUEMA DE LAS LESIONES A LOS TRES DIAS.

Diluciones ... ... 10—1 ‘ 10— 2 10—3 10—4 103 10— 6

Solucién salina...| 10 mm. ‘ 7 mm. 3 mm. 0 mm. 0 mm. 0 mm.

EsQUEMA DE LAS LESIONES A LOS CINCO Dias.

Diluciones ... ... 101 ' 10=2 | 10=3 | 10=* | 107% | 10~
Solucién salina...| 25 mm. | 20 mm. | 15 mm, | 16 mm. | 10 mm. | 7 mm.
TITULACION DEL SUERO.

Diluciones del suero .. ... ... ... ... ...| Puro|1/2|1/5 1/10|1/20(1/40 ] 1/80(1/100
2 g : 1.* sangria,alos 3dias..| 4+ | 0 | O | O.| O | O 0 0
g so | e » s " 3l2]2|1|o]o]o]o
gg2 5 ” I 4 | 4|3[|3(3|2|+]0
<Bg |4 20 4| 4la|3 32|10

Nl

BEY | ge ” 3 ololojoflo]o o]0
29 | 2o ” P 212|2]1]o0flojo] o
22 | 30 » o 4 (413|321 ]l0]o0
L85 | 4 " g 4433|2200
TR ET w3 o f1|+|olojolofo]o
gE8w0 | 2 ” 5 7 .3 (322|000
£587 | 3t g I 4443|3210
<ES | s g vl alalal3|3l2l1]o0
Control suero.... ... ... vov ver ver vee e | O 0] 0 0] 0 0 0 0
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Resultados obtenidos con el suero nimero 49.

Con antigeno de pulpa wvacunal de ternera:

o (1)

Primera sangria, a los tres dias ... ... ... ... ... ... ... ... Titulo
Segunda sangria, a los cinco dias... ... ... ... ... ... ... .. — 1/5
Tercera sangria, a los once dias ... ... ... ... ... ... ... — 1/40
Cuarta sangria, a los veintinueve dias. ... ... ... ... ... ... — 1I/40
Con antigeno de testiculo de comejo:
Primera sangria, a los tres dias ... ... ... w.. ... ... ..l Titulo o
Segunda sangria, a los cinco dias... ... ... ... ... ... ... .. — 1I/5
Tercera sangria, a los once dias ... ... ... ... ... ... ... .. — 1/20
Cuarta sangria, a los veintinueve dias. ... ... ... ... vee e — I/40

Muere el conejo a los treinta dias.

Con antigeno de alantoides:

Primera sangria, a los tres dias ... ... ... ... ... ... ... ... Titulo
Segunda sangria, a los cinco dias... ... ... ... oo e .. ... —_
Tercera sangria, a los once dias ... ... ... ... ... ... ... e —
Cuarta sangria, a los veintinueve dias. ... ... ... —

TITUL0

1:100- — — —Antigeno de membranas alantoideas.

—. — .—Antigeno de pulpa vacunal de ternera.
7.80 — o0 — 0 —Antigeno de testiculo de conejo.
up - T Ty e

7.20

1°710 4 g

1°5 A

1.2 -

PUROA

T 1
PusS3 S ” 29

CURVA II.

(1) El suero puro presenta una fijaciéon de —.

0(?)
1/10
1/40
1/40

(2) El suero puro presenta una fijacién de 1, y diluido al 1/2, una fijacién de —+.
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Suero niimero 50.

Procedente de conejo inoculado intradérmicamente, con un triturado
de pulpa vacunal de ternera, en las suspensiones de 1/10, 1/100, 1/1.000,
1/10.000. 1/100.000 y 1/1.000.000, en solucién salina. Primera sangria,
a las veinticuatro horas.

ESQUEMA DE LAS LESIONES A LAS VEINTICUATRO HORAS.

Diluciones ... ... 10! 10— 2 10—3 | 10—¢ 10—% | 10—6

Solucién salina...| 6 mm. 3 mm. 0 mm. 0 mm. 0 mm. 0 mm.

Se aprecian dos pequefias lesiones.

ESQUEMA DE LAS LESIONES A LOS DOS Dias.

Diluciones ... ... 10—# ’ 10 —2 103

10=* 10—° ’10—6

Solucién salina...| 12 mm. ' 8 mm. 3 mm. 0 mm. 0 mm, ' 0 mm.

Se aprecian tres lesiones.

Segunda sangria, a los dos dias.

ESQUEMA DE LAS LESIONES A LOS TRES DfAS.

Diluciones ... ..| 10—=! | 10—2 | 10=3 | 10—*¢ (10—5 10—°

Solucién salina...| 18 mm. | 12 mm. 4 mm. + mm. . 0 mm. 0 mm.

Tercera sangria, a los tres dias.

EsQuUEMA DE Las LESIONES A LOS CINCO Dias.

Diluciones ... ... 10—! | 10—2 | 103 | 10=* | 105 0—*

Solucién salina...| 18 mm. 9 mm. 6 mm. 3 mm. 1 mm. { mm.

Cuarta sangria, a los seis dias.
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TITULACION DEL SUERO.

Diluciones del suero... ... ... ... ... Puro|.1/2-| 1/5 |1/10[1/20]1/40] 1/80]1/100
‘éél\\ 1.* sangria, a las 24 horas| 0 | 0 | 0 | 0 | 0 | 0| O 0

ég_g—; 2> " aloszdas..| 0|00 0}]0)0]O0 0
= a?} g1 3r . ? » 3dfas .| | 0] O0O]O0}0]0]|O0 0
<gEE|ar 7 vedas. 2 |2|1]+|0]0]0]0

%_g\g 1.t ”? 24 horas| 0 | 0} 0 O] 00,0 0

%%—5‘ 2.2 » alosz2das..| 00| 0|0 ;0] 0] O 0

\%oé .g. 3.2 ’ 7 3 dias .. 0 0 010 0 0 0 0

<88 |40 " 6das .| 2 |1 |+]0].0]0]| 0|0
] gi I " 24 horas| 0 [ O | O |O0O|O0O}] O} O 0

2 § So | 20 ” alosszdas .| ] 0]0]0]0]0] O 0
8.9¥ S

‘%Dgg 3 “ 3dias .| L[V E£] 0[]0} 0] 0] O
< E% 4.2 ? ” 6 dias ..| 3 2 2 1 0 0 0 0

Control suero. ... ... «. .o ... ... w0000 0100 0
Resultados obtenidos con el suero niimero 50.

Con antigeno de pulpa vacunal de termera:
Primera sangria, a las veinticuatro horas ... ... ... ... ... Titulo o
Segunda sangria, a los dos dfas ... ... ... ... ... ... ... ... — O
Tercera sangria, a los tres dias ... ... ... ... ... ... ... ... — o(1)
Cuarta sangria, a los seis dias ... ... ... ... ... .. .. ... ... — 1/2
Con antigeno de testiculo de comejo:

Primera sangria, a las veinticuatro horas ... ... ... ... .... Titulo o
Segunda sangria, a los dos dias ... ... ... ...« ol e oeh — O
Tercera sangria, a los tres dias ... ... ... ... ... .. .o ...  — O
Cuarta sangria, a los seis dias... ... ... ... ... ... ... ... ... — puro

(1) El suero purd presenta una fijacién de —+.
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Con antigeno de wmembranas alantoideas:
Primera sangria, a las veinticuatro horas ... ... ... ... ... Titulo o
Segunda sangria, a los dos dias ... ... ... ... ... ... ... ... — 0{I)
Tercera sangria, a los tres dias ... ... ... ... ... ... ... ... — 0(2)
Cuarta sangria, a los seis dias ... ... ... ... «ov cov oo i oe.. —  1/5

Muere el animal inmediatamente después de la cuarta sangria.

1’700 , .
-— — —Antigeno de membranas alantoides.
60 - —. — .—Antigeno de pulpa vacunal de ternera.
— 0— o —Antigeno de testiculo de conejo.
140
1:20 -
'."0 9
74.5 -1 7
//
r2 4 / -
// '/' .
B - 0.7
PURO _ ,’/ /. /o/
=m—= "—///o/o
(S T T T T T
ome 1 2 3 4 S 8 7 & 9
Curva 12.

(1) El suero puro presenta una fijacién de —+.

(2) El suero puro y la dilucién al 1 /2 presentan una fijacién de 1, y la dilucién
al 1/5, una fijacién de —=+.

Y
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ESTUDIOS DE NUESTROS EXPERIMENTOS

Antigenos.

De los diez antigenos preparados y ensayados, tan sélo uno, el de
cerebro virulento de ratén en su porcién (a), fué desechado por su poder
anticomplementario. Los de pustulas de piel de conejo y de neurovacuna
avirulento no pusimos interés en reponerlos después de los primeros
ensayos en que dieron un bajo titulo.

Para la titulacién de nuestros antigenos sélo utilizamos el suero nfi-
mero 13, procedente de un conejo albino de gran peso (2,700 grs.), que
nos proporcioné suero suficiente para ser primeramente ensayado {rente
a la mayoria de los antigenos y posteriormente para la definitiva titula-
cién de todos. Este proceder nos ha permitido establecer una gradacién
de titulos sin los errores propios de las diferencias individuales que im-
prime cada conejo a su suero.

En el curso de nuestras experiencias hemos podido comprobar que
los antigenos de bajo titulo, pistulas de piel de conejo (1/2), neurova-
cuna avirulento (1/2), ‘neurovacuna virulento (1/3), y cerebro de ratén
en su porcion (b) (1/3), fueron los menos sensibles ante los sueros més
ricos en anticuerpos fijadores del complemento. También pudimos com-
probar que el de pulpa vacunal de ternera que fué el de titulo mas alto
(1/7) y demostr6 ser un gran antigeno, no llegd a la sensibilidad de los
preparados con elementos embrionarios de huevos de gallina incubados.

Sueros.

" Los conejos correspondientes a los sueros ntimeros 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7,
& o, 10, 11 y 40, fueron inoculados con suspensiones de embrién de
pollo en punturas intradérmicas.

En el animal correspondiente al suero niimero 5, el virus fué inocu-
tado después de una permanencia de cincuenta dias a temperatura de
18° a 22° C. Las punturas dieron lugar a pequefias lesiones y la sangria
se efectud a los ciento nueve dias.

La atenuacién del virus y la fecha de la sangria, pudieron ser las
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causas del bajo titulo obtenido frente a dos de nuestros mejores anti-
genos. (Véase esquema y titulos.) ‘

El animal correspondiente al suero nimero 6 fué inoculado con virus
ligeramente atenuado (treinta y cinco dias a temperatura de 18° a 22° C.)
Las punturas dieron lugar a lesiones normales, y la sangria se efectu6
a los treinta y ocho dias.

Este suero present6 la particularidad de haber dado titulo alto frente
a los antigenos utilizados y un gran poder anticomplementario.

Los sueros nimeros 10 y 11, correspondientes a conejos que  pre-
sentaron grandes lesiones y fueron sangrados a los veintitrés d'as, die-
ron titulos muy altos. El nimero 10, con los tres antigenos que se uti-
lizaron, y el nimero 11, con dos de ellos, en contraste con el bajo
titulo conseguido por este ultimo frente al antigeno, de cerebro de
ratén (b).

El suero mitmero 40, correspondiente a un conejo con pequefias le-
siones en las punturas de las suspensiones 1/10.000 y 1/100.000 inapre-
ciable en la 1/1.000.000. Se le efectuaron cinco sangrias. La primera, a
los ocho dias de su inoculacién ;. la segunda, a los doscientos; la tercera, a
los doscientos sesenta y cinco dias; la cuarta a los doscientos ochenta, y
la quinta, a los doscientos noventa y cinco. El suero de la primera san-
gria dié buenos titulos con los antigenos; el de la segunda, bajé grande-
mente; el de la tercera, llega al limite de la titulacién, que persiste en
los de la cuarta y quinta.

Los conejos correspondientes a los sueros 12, 13, 17 y 18 fueron
inoculados con suspensiones de triturados de membranas alantoideas;
presentaron grandes lesiones en las punturas. (Véase esquema). Los dos
primeros fueron sangrados a los veinticinco dias, y los otros dos, a los
veintiuno. ‘

Los cuatro sueros dieron altos titulos con los antigenos de embrion
de pollo, alantoides y pulpa vacunal de ternera, y el niimero 12, un titulo
de tipo medio con el de cerebro de ratén (b).

Los sueros 14, 19 y 20 proceden de conejos inoculados con suspen-
siones de triturados de visceras de embriones de pollo.

De estos sueros merece consignarse el nimero 19, procedente de un
conejo que presentd pocas y pequefias lesiones, a pesar de lo cual di6
un alto titulo que contrasté también con su acusado poder anticomple-
mentario. (Véase esquema.)
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Los conejos correspondientes a los sueros 15, 16, 21 y 22 fueron
inoculados con suspensiones de triturados de cuerpos de embriones
de pollo. Las lesiones observadas en los animales de los sueros niime-
ros 15 y 16 fueron de buen tamafio; las del niimero 21, nulas en la ma-
yoria de las punturas, y las del ntimero 22, algunas negativas y las res-
tantes de discreto tamafio. (Véanse esquemas).

El primero de estos sueros di6 un alto titulo y gran poder anticom-
plementario. De los otros tres sueros de titulo medio, los ndmeros 21
y 22 fueron también anticomplementarios.

Este grupo de sueros se caracterizd por su poder anticomplementario.
. Los conejos correspondientes a los sueros nitmeros 32 y 33 se ino-
cularon primeramente con una suspension de triturado de embrion de
pollo en punturas intradérmicas. Al animal del suero nimero 32 se le
practicaron, a partir del dia cuarenta y dos, tres inyecciones intraperito-
neales de una suspensién de triturado de mewrovacuna al 1/10 de 1, 2
¥ 4 ¢. c., con intervalos de diez dias, y al animal del suero ntmero 33,
las mismas cantidades por la misma via y con los mismos intervalos, a
partir del dia cincuenta y dos.

La finica particularidad de estos dos sueros fué el titulo nulo del 33
con el antigeno de neurovacuna avirulento. '

Los conejos correspondientes a los sueros 47 y 48 fueron inoculados
" por via subcutdnea con triturados de neurovacuna al 1/10 en cantidades
de 1, 2 vy 4 c. c., con intervalos de cuatro dias; por via intraperitoneal,
6 c. c., a los cuatro dias de la dltima subcutédnea, y por via intracerebral,
0,30 ¢. c., a los cuatro dias de la peritoneal.

El suero nimero 47 presentd poder anticomplementario y titulo me-
dio con el antigeno de neurovacuna virulento, y el niimero 48, titulo bajo
con el de neurovacuna avirulento; alto, con el de pulpa vacunal de terné-
ra, y medio, con el de neurovacuna virulento.

El conejo correspondiente al suero ntimero 23 fué inoculado con
una suspension de triturado de cerebro de ratém. Did titulos medios con
los sueros de las dos primeras sangrias, bajando grandemente en la ter
cera, practicada a los cuarenta dias. Muere el animal a los cuarenta y
tres dias. )

Al conejo correspondiente al suero ntimero 27, inoculado con sus-
pensiones de triturados de festiculo de comejo, que no presenté grandes
lesiones en las punturas, se le practicaron nueve sangrias: la primera, a
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los veinte dias, y la dltima, a los cien dias. El titulo del suero que no
sufrié6 variaciones hasta los setenta dias (1/40), baja al 1/20 a los
ochenta y noventa dias, y al 1/10, a los cien. (Véase resultados de titu-
lacién y curva.) '

El conejo correspondiente al suero niimero 25, inoculado con suspen-
siones de triturados de higado v cerebro de un animal (conejo) infecta-
do con neurovacuna mediante punturas intradérmicas, no presentd le-
siones en las de higado, y las de cerebro fueron pequefias. El titulo de
este suero fué de 1/10.

El conejo correspondiente al suero niimero 45, inoculado con suspen-
siones de triturados de bago y testiculo de un animal (conejo) infectado
en piel con neurovacuna, no presentd lesiones aparentes en las puntu-
ras. (Véase esquema.)

El suero de la primera sangria, efectuada a los setenta dias, dio un
titulo de 1/10; a los noventa, de 1/5, y a los ciento diez dias, de 1/2.
(Véanse resultados y curva.)

El conejo correspondiente al suero nfimero 46, inoculado con sus-
pensiones de triturados de cerebro y de higado de un animal (conejo)
infectado con neurovacuna, no dio lugar a lesiones aparentes en ninguna
de las punturas practicadas. (Véase esquema.)

El suero de la primera sangria, efectuada a los veinte dias, dio un
buen titulo (1/40). El de las cuatro siguientes se mantiene al 1/20, y
las dos tltimas, al 1/10 y 1/5, respectivamente. (Véanse resultados y
curva.) '

Los conejos correspondientes a los sueros numeros 28 y 29 fueron
inoculades con suspensiones de triturados de neurovacuna y pulpa vacu-
nal de termera sometidos a incubacién en estufa a 37° C., durante vein-
ticuatro y cuarenta y ocho horas, respectivamente. Los dos animales
presentaron lesiones de buen tamafio en las punturas, y se sangraron por
primera vez a los veinte dias de las inoculaciones.

Los anticuerpos persistieron hasta los ciento ochenta dias en el sue-
To nimero 28, y hasta los ciento sesenta, en el suero 29. (Véanse esque-
mas, resultados y curvas.)

El conejo correspondiente al suero ntimero 24 fue inoculado por el
método de escarificacién cutdnea, con una suspension al 1/10 de un
triturado de pulpa vacunal de termera. El animal presentd a los cuatro
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dias una erupcion confluente, con intensa reaccion febril y pérdida de
peso.

La primera sangria se efectudé a los cincuenta y cinco dias de la
inoculacién, estando ya el animal completamente repuesto y despren-
didas las costras de la superficie escarificada, y la catorce y altima, a
los doscientos cincuenta dias. El alto titulo del suero de la primera
(1/80), fué decreciendo lentamente, persistiendo los anticuerpos hasta
los doscientos cincuenta dias en que muere el animal, poco después de
la catorce sangria. (Véanse resultados y curva.)

El conejo correspondiente al suero niimero 26 fue inoculado intra-
dérmicamente con un filtrado y un centrifugado de pulpa wvacunal de
ternera y present6 buenas lesiones en todas las punturas. El suero dio
un titulo de 1/20 en la primera sangria, efectuada a los veinte dias, que
conservé en las otras dos, a los treinta y cuarenta. (Véanse esquema y
resultados). ‘

Con pulpa vacunal de ternera fueron inoculados los conejos corres-
pondientes a los sueros niimeros 30, 31, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 41, 42, 43,
44, 49 y 50- De este grupo, el niimero 30 di6 buenos titulos con los tres
antigenos utilizados ; el ntimero 31, titulos bajos con todos nuestros an-
tigenos, a pesar de haber presentado el animal buenas lesiones en las
punturas; los ntimeros 34, 35, 36, 37, 38 y 39, titulos de tipo medio y
bajo, y los ntimeros 41, 42, 43 v 44, procedentes de animales sangrados
a los siete, seis, cinco y cuatro dias, respectivamente, el titulo no pasé de
1/20 en el primero, y totalmente negativo con uno de los antigenos en
el dltimo. (Véanse esquemas y cuadros.)

El conejo correspondiente al suero ntimero 49 fue sangrado a los
tres, cinco, once y veintinueve dias. Cuando se efectué la prirera san-
gria (tres dias), el animal presentaba lesiones en las punturas de las
suspensiones mas concentradas y en el suero se apreciaba ya la exis-
tencia de anticuerpos con los tres antigenos utilizados. (Véanse esquema
y resultados); la segunda (cinco dias), efectuada estando todas las pun-
turas con lesiones en pleno desarrollo, el suero dio titulos bajos, y en
ios sueros de las sangrian tercera y cuarta los titulos fueron ya nor-
males. (Véanse esquemas y resultados.)

El conejo correspondiente al suero ntmero 5o fue sangrado a las
veinticuatro horas y a los dos, tres y seis dias. En la observacion del
animal, en el momento de la primera sangria (veinticuatro horas), se
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apreciaron dos pequefias lesiones en las punturas de las suspensiones al
1/10 y al 1/100. En el suero no se pudo determinar la existencia de
anticuerpos con ninguno de los antigenos; éstos fueron determinados en
el de la segunda (dos dias), con uno de los antigenos y con mas evi-
dencia en el de la tercera (tres dias), pero sin pasar de una fijacién de
uno en la dilucién 1/2. El suero de la cuarta y ltima sangria (seis
dias) presenté titulos muy bajos. (Véanse esquemas y resultados.)

>

CONCLUSIONES

1.2 Las pautas de inmunizacién de los conejos, mediante punturas
intradérmicas o escarificacién cutinea, proporcionan sueros ricos en an-
ticuerpos fijadores del complemento.

2.* Las inoculaciones inmediatas y sucesivas por mas de una via
no refuerzan la formacidép de anticuerpos.

3.2 Todos los materiales utilizados dieron lugar a la formacién de
anticuerpos, incluso los que resultaron negativos al ser inoculados en
punturas intradérmicas.

4.* En general, los conejos que presentaron numerosas y grandes
lesiones proporcionan sueros de altos titulos.

5.2 Con muy pocas y pequefias lesiones pueden obtenerse sueros de
buen titulo.

6.2 Con materiales. procedentes de conejos infectados, que al ser
inoculados en otros no dieron lugar a lesiones aparentes en las puntu-
ras, pueden obtenerse sueros de buen titulo.

7.2 La iniciacién de la formacién de anticuerpos es tan precoz, que
éstos pueden apreciarse en los sueros correspondientes a las sangrias
efectuadas a los tres dias de la inoculacién e incluso en las de cuarenta
y ocho horas, si se dispone de antigenos de gran sensibilidad. “

8% La plenitud de anticuerpos se presenta en los sueros de los diez
a los doce dias de la inoculaciéon y se conservé en algunos de nuestros
sueros hasta los setenta (suero niimero 27).

9.» La persistencia en mayor o menor grado de los anticuerpos en
los sueros fue hasta de trescientos cinco dias (sueros nimeros 27, 43,

28, 29, 24, 40 y 38).
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&

10. Un reducido ntimero de sueros fueron anticomplementarios
{ntimeros 6, 19, 15, 21, 22 y 47).

11. Nuestros peores antigenos fueron los obtenidos con materiales
avirulentos y pustulas de piel de conejo; los mejores, los de elementos
embrionarios de huevos de gallina incubados y los de pulpa vacunal de
ternera. ;

12. Las fijaciones del complemento practicadas con mas de un an-
tigeno dan un mayor valor especifico a las pruebas.

RESUMEN

En este trabajo fueron obtenidos antigenos muy sensibles y gran ni-
mero de sueros de conejos inoculados con virus vacunal activo y atenuado
de distintas procedencias, estudidndose la presencia de anticuerpos fijado-
res del complemento.

SUMMARY

We have obtained very sensible antigens and a lot of sera from rabit
inoculated with active and attenuated vaccinal virus from various sources.
‘We have also verified the presence of complement fixing antibodies.
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UN NUEVO STREPTOMYCES CON PROPIEDADES
ANTIBACTERIANAS Y ANTIFUNGICAS

POR
Rarae JORDA, Micuer LOPEZ y Benito REGUEIRO

Salvo escasas excepciones, la mayoria de los antibidticos hoy dia
conocidos proceden de microorganismos originariamente aislados del sue-
lo. Los microorganismos viven en el suelo en poblaciones heterogéneas y
en multiplicidad de interrelaciones, una de las cuales es la de antagonismo,
como estudia Burkholder (1952).

El aislamiento de microorganismos antagonistas, de accién especifica a
partir del suelo, presenta serias dificultades, como observan Routien &
Finlay (1952), aunque el éxito depende sobre todo de factores no técnicos,
como la probabilidad y el azar. Los microorganismos que producen antibi6-
ticos se agrupan en bacterias, actinomyces y hongos, siendo el segundo
grupo el que se muestra mas prometedor en cuanto a la produccion de
sustancias antibidticas. Estas también pueden agruparse, segin los seres
sobre los que acttian, en activas contra: virus, bacterias, hongos, protozoos
y turhores. )

Nosotros hemos concretado nuestro trabajo a la busca de Strepto-
myces con posible actividad contra hongos saprofitos y patégenos, campo
en el que hasta la fecha los resultados no han sido muy halagadores.

Hay que sefialar que el encuentro de un germen con propiedades
antagonistas no da por finalizado el trabajo. Burkholder (1946) encuen-
tra que del 15-60 % de las razas por él aisladas poseen propiedades anti-
microbianas, sin que por esto sean apropiadas para producir antibidticos
utilizables. Ahora bien, la primera fase de un trabajo de esta naturaleza
es: el aislamiento de microorganismos, la comprobacion de su actividad
antagonista, y en caso de ser prometedor, su clasificaciéon. Esta es la fina-
lidad del presente trabajo.
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AISLAMIENTO DE STREPTOMYCES

Aunque son numerosos los trabajos que estudian nuevas razas de
Streptomyces aisladas del suelo, pocos son los que describen en detalle
las técnicas empleadas en dicho aislamiento. Entre éstos debemos sefialar,
por su interés, un trabajo de Janot y col. (1954) y otro de Ball y col.
(1957). Los primeros estudian muestras de tierra de diferentes paises,
aislan 7.941 cultivos, pero sélo prueban su actividad contra Staphilococcus
aureus y Salmonella pullorum. Los segundos aislan 60 cultivos de Strep-
tomyces a partir de 25 muestras de tierra y estudian antibiéticos de tipo
polieno, es decir, activos contra hongos, pero no contra bacterias. Una re-
visién interesante sobre esto es la de Pérez Urefa (1957).

Cuando se realiza el aislamiento de microorganismos del suelo, es con-
veniente el conocimiento de diversos factores fisicos, quimicos y bioldgi-
cos del mismo y que pueden tener relacién con la vida del microorganismo.
Una determinada serie de condiciones ambientales permite el desarrollo
de determinadas especies de microorganismos. En nuestro caso realizamos
el aislamiento de Streptomyces en suelos apropiados para su crecimiento.

Técnica de aislamiento de Streptomyces.

Las muestras de tierras son enviadas por el profesor Mufioz Taboa-
dela, del Laboratorio de Geologia, Facultad de Farmacia, Universidad de
Santiago, a quien agradecemos su colaboracion. Dichas muestras se toman
a profundidades de 20-30 cm. y se recogen en frascos estériles de boca
ancha. Se toma nota de: origen de la muestra, flora vegetal, clima, época
de la toma de muestra, clase de terreno, pH, fecha y localidad. De esta
forma y con cstos datos se envian al laboratorio para su estudio.

Se hace una suspension de un gr. de tierra en 10 ¢. c. de agua estéril,
agitando bien; un c. <. de esta suspension se afiade a otros 10 c. ¢. de agua
estéril y 5 c. c. de esta dilucion se afiaden a 100 c. ¢. del medio de aisla-
miento (A):

Glicerina ... ... ... . o oo e 1,2 %
Nitrato amoénico ... ... ... ... ... ... ... 0,I %
Fosfato dipotasico ... ... ... ... ... ... ... 0I%
Agar-agar ... ... ... wo cer e oo e e 2,0%

pH = 8.0
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‘La adicién de la suspensién de microorganismos del suelo se hace
sobre el medio fundido, éste se reparte a continuacién en placas, se deja
enfriar y se incuba a 25° durante cuatro dias. Segtin el nimero de colo-
nias que aparecen se hacen mayores o menores diluciones.

Estudio y observacién macroscopica y microscopica de las colonias,
muestran la presencia de Streptomyces tipicos. Con aguja estéril se siem-
bran éstas en tubos inclinados con medio Emerson, donde se dejan espo-
rular a 25° durante siete dias. De esta forma y a partir de tres muestras
de suelos diferentes, hemos logrado aislar 250 cultivos de Streptomyces.

Técnica de prueba de antagonismo.

A continuacién y con cada uno de los cultivos aislados, se realiza la
prueba de antagonismo contra diferentes microorganismos representati-
vos de especies. El medio que utilizamos es el siguiente (B):

GluCoSa ... vt v eer eee e e e eee e 1,0%

Peptona ... ... ... ... .. i b s 0,5%

Extracto de carne ... ... ... ... ... ... ... 0,3%

Cloruro sédico ... ... ... «c. ver ver e . 0,5 %

AZar-agar ... ... .. eee eer oeer e eee e 2,5%
pH = 7.0

Este medio se reparte en placas y se deja solidificar. Por su didmetro
maximo se siembra una suspension de esporas del Streptomyces a estu-
diar y se deja a 25° por siete dias. A continuacién y perpendicularmente
se siembran los gérmenes de prueba y se dejan a 30° durante cuatro dias.
Se toma nota de la presencia o ausencia de inhibicion, asi como del tama-
fio de la misma.
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Probados, de la manera anterior, los 250 cultivos de Streptomyces
aislados, fijamos la atencién en el mas activo de todos ellos, procedente
de un suelo de Zamora y aislado el 10 de febrero de 1958, con nimero
de registro Z-81. Los resultados que da en la prueba de antagonismo,
son los siguientes:

Staphilococcus aureus ... ... ... ... ... ... ... Inhibicién total.
Bacillus subtilis ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... Inhibicién total.
Sarcina lutea ... ... ... ... ... ... .c. e eee wo ... Inhibicién total.
Candida albicans ... ... ... vee eve wee eee wee ... Inhibicién total.
Alternarie sp. ... ... ... ... .. .e. e weu oo ... Inhibicién total.
Aspergillus niger ... ... ... .. oo e . ... TInhibicién casi total.
Trichophytum wmentagrophytes ... ... ... ... ... Inhibicién de 34 mm.
Microsporum sp. ... ... ... ... ... ... ..e ... ... Inhibicién de 15 mm.
- Scopulariopsis sp. ... ... ... e oo wee oo ... ... Inhibicién de 10 mm.
Trichosporum sp. ... ... ... ... ... «eo we. ... ... Inhibicién de 18 mm.
Aspergillus flavus ... ... ... ... ... ... ... ... ... Inhibicién de 12 mm.
Fusarium sp. ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... Inhibicién de 25 mm.

Come se observa, la actividad antibacteriana y antifiingica de este
Streptomyces es muy fuerte, y antes de comenzar a estudiar el aislamiento
y purificacién del antibidtico producido, realizamos su clasificacién, para
conocer si nos hallamos en presencia de una nueva raza de Streptomyces.

CLASIFICACION DEL STREPTOMYCES Z-81.

Aunque la taxonomia del género Streptomyces fue muy estudiada, to-
davia hoy no existe una clasificacion verdadera, debido a la variedad y
complejidad de especies de este género y a la falta de caracteres realmen-
te diferenciales. Hesseltine y col. (1954) afirman que la confusion en el
estado de la taxonomia de este género se debe a multiples causas: errores
en bibliografia, falta de uniformidad descriptiva, complejidad de medios,
etcétera, etc.
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Los autores anteriores, asi como Waksman & Lechevallier (1953),
proponen una clasificacion fundada en produccién de micelio aéreo y ve-
getativo, producciéon de pigmentos y actividad bioquimica en diferentes
medios. La clasificacién de los diltimos autores es la incluida en el Ber-
gey’s (1957).

Pridham y col. (1956-1957) describen diecinueve medios de cultivo
para clasificacion de Streptomyces, en forma estandardizada. Algunos au-
tores, como Pridham & Gottlied (1948) y Benedict y col. (1955), utilizan
las respuestas del crecimiento del Streptomyces en presencia de diferentes
fuentes de carbono. ‘

Waksman (1957) hace un estudio critico muy completo sobre el gé-
nero Streptomyces desde el punto de vista taxondmico y de especie. Los
caracteres que tiene en cuenta son los siguientes: morfoldgicos (micelio
aéreo, micelio vegetativo, colonias, reacciones de coloracién) y propieda-
des de cultivo y bioquimicas (formacién de pigmentos, utilizacién de fuen-
tes de carbono, utilizacién de compuestos nitrogenados, produccién de
compuestos quimicos especificos y efecto de fagos). Estos caracteres se
pueden completar con los siguientes: reacciones seroldgicas, composicion
quimica, condiciones ecoldgicas y relaciones genéticas.

Es también de gran interés en la taxonomia del género Strepfomyces,
el trabajo de Pridham y col. (1958), que afirman que aunque cada vez
aparecen mds especies nuevas de Sireptomyces, éstas no son sino varie-
dades de las ya existentes. Dan una clasificacién fundada en la morfologia
de los esporoforos y color del micelio aéreo.

Pruebas de clasificacion realizadas.

Se realizan una serie de pruebas morfoldgicas, de cultivo y bioguimi-
cas, que reseflamos a continuacion :

1.° En diferentes medios se realiza observacién microscépica (400
aumentos) y se ven esporoforos rectos o ligeramente ondulados y poco
ramificados ; no se observan espirales. Colocando un cubreobjeto y obser-
vando por inmersién, se ven cadenas de esporas rectas o ligeramente on-
duladas y de forma esférica a oval.

2. En las pruebas de cultivo realizadas, se resefia el color del mice-
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lio aéreo, micelio vegetativo y pigmento soluble, como se indica a conti-

nuacion :

MEDIO DE  CULTIVO

Micelio aéreo

Micelio vegetativo

Pigmento soluble

Medio (A) ... ... ... ...
Medio EMERSON... ...
Medio (B) ... ... ... ...
Agar<CZAPEK. ...

Glucosa - asparragina -
agar... ... .. e e .

Agar-malato Ca. ... ...
Agar-tirosina ... ... ...
Agar-caldo-peptona.

Agar-caldo-glicerina

Agar-almidén ... ... ...
Patata. ... ... ... ... ...
Zanahoria. ... ... ... ...
Agar-huevo... ... ... ...
Agar-extracto levadura.
Celulosa ... ... oo oo .t
Agar-sangre... ... ... ...
Agar-LOEFFLER..

Blanco amarillo.
Amarillo.
Amarillo.

Blanco.

Blanco.
Amarillo limén.
Amarillento.
Amarillo claro.
Blanco amarillo.
Amarillo claro.
Blanco amarillo.
Blanco amarillo.
Blanco amarillo.
Blanco marfil.
Amarillo verdoso
Blanco marfil.

Amarillo.

Muy amarillo.
Barniz madera,
Marrén.
Asmarillo.

Amarillo.
Amarillo.
Amarillento.
Amarillo oro.
Amarillo.
Amarillo naranja
No se wve.

No se wve.
Blanco amarillo.
Canela.

Amarillo verdoso
Oscuro.

Amarillo.

Amarillo;
Amarillo fuerte.
Amarillo.

Amarillo.

Carece.
Amarillo.
Carece.
Amarillo.
Carece.
Amarillo.
Carece.
Verde claro.
Carece.
Carece.
Carece.
Carece.

Carece.

3°
tados siguientes:

Agar-almidén

no hidrélisis.

Celulosa.. ... ... ... ... no hidrélisis.
Sangre ... ... ... ... ... hidrolisis.
Leche ... ... ... ... ...

Nitratos. ... ... ... ...

Gelatina. ...

reduce.

se liquida.

Entre las pruebas bioquimicas realizadas, se obtienen los resul-

coagula, forma anillo amarillo.
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También se realizan pruebas de utilizacion de azticares, segiin el mé-
todo de Pridham & Gottlied (1948), dando los resultados siguientes:

AZUCAR UTILIZACION PIGMENTO
Inulina.. ... ... ... Parcial. —
Manosa. ... ... ... Parcial. -+
Xilosa... ... e e Parcial. -+
Sorbitol. ... ... ... Parcial. +
Arabinosa... ... ... Positiva. +
Celobiosa... ... ... Positiva. -+
Sacarosa ... ... ... Parcial. —
Manitol. ... ... ... Positiva. -+
Ramnosa... ... ... Positiva. -+
Levulosa ... ... ... Positiva. +
Maltosa. ... ... ... Positiva. +
Galactosa... ... ... Positiva. -+
Rafinosa ... ... ... Parcial. —
Inosita.. ... ... ... Parcial. —
Lactosa. ... ... ... Parcial. —_
Glucosa. ... ... ... Positiva. +
Glicerina ... ... ... Positiva. +

RELACIONES TAXONOMICAS

A la vista de los resultados anteriores de identificacion del Strepto-
myces por nosotros aislado, trataremos ahora de situarlo dentro de las
clasificaciones mas utilizadas actualmente.

Por la clasificacién de Waksman & Henrici (1953) o la misma, que
es la que incluye el Bergey’s 7.* (1957), nos encontramos con un Strepto-
myces sapréfito, mesofilo, con pigmento amarillo en medio organico, que
no descompone la celulosa, liquida la gelatina, micelio aéreo amarillo. Por
estas razones podria ser el Streptomyces parvus. No puede incluirse
dentro del grupo Streptomyces flavus de pigmento amarillo, por no poseer
micelio aéreo blanco, ni tener esporéforos espirales.
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Por la clasificacion de Krassilnikov (1941), nos encontramos con un
Streptomyces con esporoforos rectos a ondulados, con pigmento amari-
ilo naranja, lo que podria ser el Streptomyces longissumus.

Por la clasificaciéon de Pridham y col. (1958), nos encontramos con
un Streptomyces de la seccion I (rectus-flexibilis), con esporéforos rec-
tos y no espirales; dentro de esta seccion se puede incluir en la “serie”
amarilla, que incluye los siguientes: St. albo-flavus, St. globisporus-fla-
veolus, St. griseoflavus, St. parvus, St. flavus, St. longissimus y otros
menos conocidos,

De todas las especies mencionadas que se pueden relacionar taxono-
micamente con la encontrada por nosotros, podemos eliminar al St. glo-
bisporus-flaveolus, por pertenecer al grupo de St. albus, que presenta
micelio blanco, y a los siguientes: St. flavus, St. griseoflavus y St. albo-
flavus, por pertenecer al grupo del St. flavus, que como indicamos an-
teriormente poseen micelio blanco y tienen esporéforos espirales.

Con esto solamente quedan, parecidos, el St. parvus, el cual presenta
esporéforos en espiral e hidroliza e] almidén, aparte otros caracteres
diferentes y el St. longissimus, que no da pigmento soluble en el medio
e hidroliza el almiddn, aparte otros caracteres diferentes.

CONCLUSION

A la vista de las pruebas de identificacion morfoldgica, de cultivo y
bioquimicas, de la raza Streptomyces Z-81, aislada en nuestro laborato-
rio y teniendo en cuenta los caracteres que la diferencian de razas ya co-
nocidas y el no haber encontrado en la literatura descripciones de razas
parecidas, nos permite concluir que nos encontramos ante una nueva
raza de Streptomyces de gran actividad antibacteriana y antifdngica, que
actualmente se estudia para la produccién y purificacién del antibi6tico
correspondiente.

SUMMARY

At the sight of the morphological, culture and biochemical identifica-
tion tests of the breed Streptomyces Z-81 isolated in our laboratory and
having account of the characters that make it different from other breeds

8
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already known, and having found in the literature no descriptions of
similar breeds, we can conclude that we have here another breed of
Streptomyces of great anti-bacterian and anti-fungic activity which is
now being studied for the production and purification of its correspon-
ding antibiotic.
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INTRODUCCION

En un trabajo anterior, Malo & Regueiro (1957) estudian varios fac-
tores que intervienen en la produccion de 4cido citrico por fermentacion
de un medio sintético por el Aspergillus niger.

Los factores estudiados se relacionaban: con el aislamiento por selec-
cién natural y radiacion ultravioleta de mutantes que se adaptaran mejor
a nuestras condiciones de fermentacion. Se estudiaban, a su vez, diversos
factores que podian influir sobre la vitalidad de las esporas y en relacion
con el medio de esporulacién. Y por dltimo, se fijaban las condiciones
Optimas de algunos factores fisicos que podian influir en la fermentacion
por superficie.

Al tratar del medio de fermentacion sintético, declamos que éste se
componia de: un azicar, sales inorganicas e iones metalicos, que podian
variar seglin la raza de hongo utilizada.

Como nosotros empleamos un mutante original, se hace preciso el co-

nocer sus necesidades nutritivas, sobre todo en lo relativo a los iones
metélicos, v éste es el objeto del presente trabajo.
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REVISION BIBLIOGRAFICA

El “medio basal” para la produccién de 4cido citrico por fermentacién,
se compone de azlicar y sales inorganicas (en nuestro caso: sacarosa, ni-
trato amonico, fosfato monopotasico y sulfato magnésico). Para lograr
un 6ptimo de produccion, hay que afiadir a este medio ciertos elementos
metalicos.

La adicién de uno de estos metales se hace en cantidad pequefiisima,
por lo cual se les ha lamado también “elementos traza”. Normalmente
no se suele fijar la atencién en la existencia de estos iones metdlicos a no
ser que exista un interés bioquimico o fisioldgico, y esto se debe a que
dichos iones suelen ir “contaminando” los materiales y materias primas
que se utilizan en los medios de fermentacion.

Cuando se realizan estudios en miedios sintéticos, interesa el estudiar
el efecto de estos metales, que puede ser: producir una accién beneficiosa,
dar lugar a una accién perjudicial o no producir ﬁingﬁn efecto. Estas
acciones dependen en gran manera de la raza de hongo que se utiliza y
de las condiciones de fermentacion.

Como es logico, cuando se trata de estudiar la influencia de los “ele-
mentos traza”, lo primero que hay que hacer es privar de dichos iones
metdlicos a todos los materiales o productos que se utilicen en la prueba.
Para esto existen numerosas técnicas que pueden revisarse en el trabajo
de Donald & Passey & Swaby (1952), que prueban hasta treinta y ocho
métodos de separacion de iones metdlicos de medios de fermentacién.
Estos métodos son de dos tipos: adsorcién y quelacidén; el mejor de los
primeros es el que utiliza alimina y de los segundos, el que emplea diti-
zona y oxina como agentes quelantes. Chesters & Rolinson (1951), utili-
zan este tiltimo método en sus trabajos sobre fermentacion citrica.

La oxina (8-hidroxiquilina) tiene el inconveniente de ser fungistatica,
como demostr6é Block (1955) y nosotros mismos (1958).

Quizas el autor que mas trabajé en ‘“‘elementos traza” fue el fisidlo-
go vegetal americano R. A. Steinberg, que de 1919 a 1939 realizé innu-
merables trabajos sobre esta cuestién, estableciendo la diferencia entre
sustancias ‘“‘quimicamente puras” y ‘‘biolégicamente puras”. ,

Los iones metilicos pueden influir de muy diversos modos sobre la
biologia de los hongos: caracteres morfolégicos y de cultivo, esporulacion,
pigmentacion vegetativa, actividad fisioldégica y hioquimica.
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Entre los trabajos realizados sobre la influencia de los iones metalicos
en la produccién de é4cido citrico por fermentacién de un medio sintético
por el Aspergillus niger en superficie, hemos selecionado los siguientes:

Xandri & Hidalgo (1954), siguiendo trabajos comenzados por Marci-
lla, estudian la influencia del zinc en la fermentacion citrica, encontrando
que la cantidad 6ptima del sulfato de este metal es de un 0,1 %, dosis
superiores a un 0,1 %, inhiben el desarrollo de la raza por ellos utilizada
en medio Stark. El mayor rendimiento que obtuvieron fué de un 25,21 %
de conversion.

El zinc tiene una gran influencia en el metabolismo de los azticares,
siendo también estudiado por Chesters & Rolinson (1951), que encuen-
tran que con poco zinc hay una mayor conversién del azticar a acido
citrico, afectando a lo que se llama “coeficiente econdmico” del hongo
(peso micelio / azticar utilizado), pues, cuanto mas acido, el crecimiento
del hongo es menor.

Bertrand & Wolf (1956) estudian el efecto del cobre en la fermenta-
cién citrica y afirman que la carencia de este elemento reduce un 50 %
el peso de micelio y evita la esporulacion ; al afiadir cobre aumentan peso
y esporulacién. Parece que este metal interviene en la sintesis de &cido
citrico y en su utilizacién en el ciclo de Krebs.

Un trabajo que tiene interés en relacién con lo anterior, es el de Perl-
man & Dorrell & Johnson (1946), que parte de la afirmacién de que el
contenido metalico del medio de fermentacién disminuye el rendimiento
en 4cido citrico. Estudiando el efecto de iones aislados o en mezclas, en
" medios con agua destilada, no observan grandes variaciones con la raza
por ellos utilizada y que ademis la concentracién dptima de metales varia
seglin la raza.

También es interesante el trabajo de Tomlinson & Campbell & Trus-
sell (1951), que es continuacion de otro de los mismos autores (1950), en
que estudian la influencia de los iones zinc, cobre, hierro, manganeso.

Diferentes autores han confirmado la necesidad de dichos cuatro iones
para el crecimiento del Aspergillus niger y, por lo tanto, para la produc-
ci6n de 4cido citrico; sin embargo, los resultados que obtienen son muy
variables.

Tomlinson & Campbell & Trussell (1951) estudian la influencia de
dichos metales sobre produccion de é4cido citrico, utilizacion de azticar y
produccién de micelio.
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Usan la raza de A. niger 72-4 y en el medio basal, preparado con: sa-
carosa, nitrato sodico, fosfato dipotasico, sulfato magnésico y agua desti-
lada, afiaden los metales anteriormente citados en cantidades que oscilan
entre 0,I y 0,05 mgrs. por 100 c. ¢. de medio.

En los resultados, cualquiera de las combinaciones que no incluyen
zine, rebaja los rendimientos. Resumiendo, afirman que el zin¢ y el hierro
son necesarios para una elevada produccién de 4cido citrico, mientras que
el cobre y manganeso no presentan pruebas definitivas de esta accién. Una
excesiva cantidad de cualquiera de los anteriores elementos interfiere con
la produccioén de acido citrico. En general la cantidad 6ptima de los meta-
les, para una produccion elevada de 4cido citrico es mds baja que la
necesaria para su crecimiento.

METODOS

Como deciamos en trabajo anterior, los métodos utilizados en la pro-
‘duccién de acido citrico por superficie, puede incluirse en dos apartados:
uno en el relativo al microorganismo y los medios y técnicas de fermen-
tacion; otro, el relacionado con la toma de muestras y analisis a realizar
en las mismas.

Empleamos el Aspergillus niger 72-4 Wis. (13), aislado por seleccién
natural, en trabajo anterior. Métodos de conservacién, medios de espo-
rulacién y fermentacion y técnica de fermentacion son los mismos que los
empieados en trabajo anterior.

La toma de muestras también se realiza de la misma forma, y las de-
terminaciones que se realizan son las siguientes: pH, con aparato Beck-
man G azticar remanente, por el método de Shaffer & Somogyi (1933);
acidez titulable, por el método de Karow & Waksman (1947); acido citri-
co, por el método de Perlman & Lardy & Johnson (1944); separacién de
iones metalicos, por el método de Chesters & Rolinson (1951); el zinc,
por el método de la difeniltiocarbazona; el hierro, por el o, o« dipiridiolo;
el cobre, por la fenoltaleina alcalina, y el manganeso, por el peryodato, se-
gtn indican Snell & Snell (1954) ; el peso de micelio se hace por deseca-
¢cioén a peso constante.

Las caracteristicas morfolégicas son las indicadas en el trabajo an-

terior. :
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RESULTADOS
1. Determinacion de iones metdlicos en el medio de fermentacion.

Antes de comenzar a estudiar la influencia que ejercen algunos iones
metalicos sobre la produccion de acido citrico por fermentacion causada
por el Aspergillus niger en un medio sintético, se hace necesario el cono-
cer el contenido en estos metales de los diferentes componentes del medio.

Para ver la cantidad de estos iones metdlicos en ague corriente, se
concentra una cantidad de ésta unas cuarenta veces, y si se trata de agua
destilade, unas cien veces; en estos concentrados se hacen las determi-
naciones. .

En la sacarosa, asi como en las sales inorgdnicas, se determina zinc,
cobre e hierro, en una solucién (= 0,250 gr. / c. c.) de cada una; si se
trata del manganeso, hay que hacerlo a partir de cenizas.

Los resultados que hemos obtenido son los siguientes:

Zinc Cobre Hierro Manganeso
Agua corriente (y/1) . . .| 790-810 0,10-0,25 60-170 100-125
Agua destilada (/1) . . . 0,5-1,0 0,05-0,10 0,5-1,0 5- 10
Sacarosa (7/100gr.). . . .| 265-300 16-20 170 - 270 230-310
NOZNH, (/100 gr.). . . — - 200 —
SO,Mg (/100 gr.) . . . 500 — 10 50
POHK (y/100gr.) . . . . — — — —

Debido a la pequefia cantidad de sales inorganicas que se emplean en

¢l medio de fermentacién, la cantidad de iones metélicos que adicionan
al medio es inapreciable en el mismo.

Es decir que, en realidad, solamente el agua corriente o el aztcar pue-
den influir en cuanto a su contenido en iones metalicos, y esto en parte lo
veremos en apartados posteriores.
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2. Adicion de iones metdlicos a medio con agua corriente vy destilada.

Teniendo en cuenta la experiencia anterior, se trata de ver la influen-
cia que el tipo de agua (corriente o destilada) puede ejercer en la produc-
cidn de acido citrico por fermentacion, asi.como las posibles variaciones
por adicién de cada uno de los principales iones metélicos (gammas/100
centimetros ctibicos de medio) ; segiin el cuadro siguiente:

Matraces niimeros Zinc Cobre Hierro Manganeso
1 —a — — — —
2—b>b 25 L — —
3—c¢ — 6 — —

4 —d — — 130 —
5—e — — — 10
6 — f 25 6 130 10

Los naimeros corresponden al agua corriente, y las letras a los matra-
ces de agua destilada. Los resultados son los siguientes:

Matraz pH Peso micelio Azicar remanente  Citrico/100 medio Conversién
1 1.8 2,000 gr. 3,10 % 3,333 gr. 23,8 %
2 1.8 3,010 ” 3,40 % 2,080 7 21,3 %
3 L8 2850 ” 4,30 % 2,433 17,3 %
4 18 2,009 2,10 % 3,783 7 27,9 %
5 18 3,040 7 310 % 3307 7 23,6 %
6 1.0 2,670 " 3,40 % 2,757 " 19,6 %
a 1.9 1,070 " 6,30 % 3,260 7 23,2 %
b 1.7 2,300 " 2/60 Y% 5.346 " 381 %
c 2.0 770 7 7,00 % 2,320 " 16,5 %
d 2.2 1,840 7 3,70 % 2,637 " 18,8 %
e 2.0 2,055 " 7,30 % 1,277 " 91 %
i 2.0 2,165 7 3,80 % 1,604 7 12,1 %
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Los medios que llevan agua destilada crecen antes, y al segundo dia
todos estos matraces presentan crecimiento abundante y esporulacién, a
excepcion hecha del (d); ademas, presentan todos pigmentacion, a excep-
cién a su vez de los matraces (d) y (f).

Los matraces que llevan agua corriente, al tercer dia los (1) y (2)
presentan la superficie blanca sin pigmentar, el (3) se presenta esporulado
y pigmentado, el (4) sin esporular, ni pigmentar y el (5) y (6) esporula-
dos, pero poco pigmentados.

En general, el empleo de agua corriente, en la produccién de acido
citrico por fermentacién, da una mayor produccién de micelio, un mayor
consumo de azficar y una mayor produccién de acido citrico. Existe una
excepcion, y es cuando al agua destilada se afiade zinc.

Cuando se afladen metales al agua corriente, se observa que aquéllos
no influyen apreciablemente en la cantidad de micelio, aunque la adicién
de cobre produce una aceleracién de la esporulacién y produccién de pig-
mento. En la utilizacién o consumo de azticar, el cobre retarda ésta y en
cambio el hierro la acelera. En produccion de acido citrico, el cobre la
disminuye y el hierro la aumenta. Los demas metales influyen poco.

Cuando se afiaden metales al agua destilada, 'se observa que dUnica-
mente el cobre influye aumentando cantidad de micelio. La presencia de
hierro evita la esporulacién y la pigmentacion. La utilizacién de azicar
la aumentan el hierro y el zinc y la produccién de 4cido citrico finicamen-
te la presencia de zinc la aumenta considerablemente, al contrario de los
demas metales, que la disminuyen.

3. Influencia de los componentes del agua corriente en la fermentacion.

Habiendo observado que la fermentacion realizada en medio con agua
corriente va mejor que la realizada en agua destilada, tratamos ahora de
ver la posible accién de los componentes de dicha agua, para lo cual con-
centramos una cantidad de la misma al 1/20 y afiadimos diferentes can-
tidades a un medio preparado con agua destilada, de forma que los com-
ponentes del agua corriente estin a 1/5, 1/4, 1/3, 1/2, 1/1, utilizando,
ademds, controles con agua destilada y agua corriente.

Con los resultados obtenidos, se construye la grafica nam. 1.

Con relacién a las caracteristicas externas, a los dos dias, se observa
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crecimiento superficial en todos los matraces, pero mayor a medida que
aumenta la cantidad de extracto de agua corriente. Despugs del tercer dia,
no se observan diferencias entre los matraces, que se presentan todos es-
porulados, hasta el décimo dia en que se realizan los analisis.

Los componentes que existen en el agua corriente no afectan a la

PESO MICELIO (Gr)
i AZUCAR (%)
1o} ACIDO CITRICO (x 10): %

N 1 s ) ) L . ! " ) . 1

o s 4 i3 /] i EXT. AGUA
CORRIENTE

GRrAFICA 1,

produccién de micelio; en cambio aumentan la velocidad de utilizaciéon
del azticar asi como la produccién de 4cido citrico.

4. Influencia de la adicién de iones metdlicos al agua destilada.

Para fijar més la influencia de los iones metélicos en la produccién de
acido citrico, se realiza una experiencia en que se utiliza agua destilada
con diferentes cantidades de metales, seglin se indica en los resultados

8
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de las graficas nums. 2, 3, 4 y 5. Observando estas graficas, se pueden
derivar las conclusiones siguientes en cada caso:

Un aumento en la cantidad de zinc, produce aumento en la produccién
de micelio, en la utilizacién de aztcar, asi como en la formacién de 4cido
citrico.

Un aumento en la cantidad de cobre, no afecta a ninguno de los tres
{actores: produccién de micelio, utilizacién de aziicar y formacién de aci-
do citrico. Lo mismo puede decirse cuando se trata de la adicion de
hierro y manganeso.

5. Tratamiento del medio basal por oxina.

Sobre el efecto de la 8-hidroxiquinolina (oxina) en complejar iones
metdlicos y el método de su empleo en fermentaciones, ya se hablé en -
otra parte. Aqui se trata ahora de ver el efecto de este tratamiento en
el medio basal (sin aziicar), con la subsiguiente adicién de los metales.

Los matraces preparados con el medio basal tratado, llevan: (1) sin
metales; (2) 25 7 zinc; (3) 6 ¢ cobre; (4) 130 ¢ hierro; (5) 10 y man-
ganeso; (6) las mismas cantidades de cada uno de los cuatro metales.
Los resultados son los siguientes:

Matraz pH; Peso micelio Azicar remanente  Citrico/100 medio Conversién
1 2.2 — 11,30 % 0,820 gr. 5,0 %
2 1.9 — 780 % 1,428 7 10,1 %
3 2.3 — 10,10 % 0,872 7 6,2 %
4 2.1 — 9,20 % 1,005 7 7,1 Y%
5 2.1 — 0,60 % 0872 7 6,2 %
6 2.2 — 550 % 1,031 7 7,3 %

En relacién con las caracteristicas morfoldgicas externas, se encuentra
que al tercer dia, el crecimiento en todos los matraces es parecido, pero
la pigmentacion es diferente en cada caso:

(1) v (5) pigmentacién de esporas es castafio-verdosa; (2) tiene un
tono gris-verdoso claro; (4) es gris-verdoso oscuro, y en (3) y (6) es
pardo intenso.
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Resumiendo, encontramos que el tratamiento por oxina y posterior
adicién de iones metalicos, produce diferencias de pigmentacién. En todos
los casos el consumo de azticar es muy bajo y tnicamente la adicion de
los cuatro metales lo hace subir un poco. La formacién de 4cido citrico
es un poco superior al control, sobre todo en el caso de adicién de zinc.

6. Tratamiento del aziicar por oxina.

Se prepara una solucién de sacarosa, se trata por la oxina y después se
afladen las sales minerales. Se preparan dos series de matraces, unos sin y
otros con tratamiento. El resultado puede verse en la grafica nim. 6.
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Se observa que el tratamiento del aztcar por oxina produce una dis-
minuciéon de micelio, baja la utilizacién de aztcar, aunque muy poco y
mucho la produccién de 4cido citrico.
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7. Tratemientos de diferentes medios por oxina.

Se trata aqui de ver qué influencia puede tener el tratamiento por
oxina de diferentes aguas y medios basales, para averiguar las causas de
las diferencias. El cuadro de variables es el siguiente:

Medio con agua corriente (control).
Medio con agua destilada (control).

[

T |

3 Medio con agua corriente, tratado por oxina.

4 Medio con agua destilada, tratado por oxina.

5 Medio con agua corriente, tratado por oxina, adiciona mag-
nesio.

6 = Medio con agua destilada, tratado por oxina, adiciona mag-
nesio.

7 = Agua corriente tratada por oxina.

8 = Agua destilada tratada por oxina.

Los resultados obtenidos, con las variables anteriores, son los si-
guientes:

Matraz pH Peso micelio Azicar remanente  Citrico/100 medio Conversién
I 1.6 2,800 gr. 0,75 % 2,033 gr. 14,5 %
2 2.2 1830 7 7,00 % 0625 " 4,4 %o
3 L7 0,390 7 4,50 % 1,277 " 9,0 %
4 18 0,575 515 % 1,251 " 89 %
5 1.6 2,050 " 6,10 % 1,225 ” 8,7 %
6 1.6 1,155 " 4,00 % 1,028 ” 7,6 %
7 L7 1,490 " 5,45 % 181 7 - 13,1 %
8 %4 1,635 " 405 % o787 7 56 %

In todos los casos, siempre el empleo de agua corriente da resultados
superiores al agua destilada tratada, en cuanto a producciéon de acido
citrico.

Los medios basales tratados por oxina dan menor cantidad de micelio;
la utilizacién de azficar, en cambio, es mayor. En cuanto a la produccién
de 4cido citrico, es menor en cuanto se usa agua corriente, pero mayor

13



78 _ José Luis Malo y Benito Regueiro

si se emplea agua destilada. La adiciéon posterior de magnesio, solamente
mfluye en aumentar la produccién de micelio.

En todo esto parece derivarse un cierto efecto inhibidor de la oxina,
cuestién que es objeto de otro trabajo.

8. Influencia del “corn steep” vy sus cenizas en el medio de fermentacion.

Sustancia comunmente empleada en medios de fermentacidén, como es
el “corn steep” interesa probarla en la produccién de acido citrico, como
fuente de nitrégeno para el Aspergillus niger.

Para esto se prepara una solucion de un “corn steep” atomizado (Ro-
quette), que se afiade en diferentes cantidades al medio de fermentacion.

Para ver si la accién del “corn steep” se debe a su contenido en iones
metélicos se preparan cenizas del mismo y se adicionan en cantidades que
corresponden a las cantidades de “corn steep” afiadido anteriormente.

Con los resultados obtenidos se construyen las graficas niims. 7 y 8.

La adicién de “corn steep” al medio sintético de produccién de acido
citrico, favorece la produccién de micelio y de 4cido citrico, hasta una
concentraciéon de 0,005 %, pues después de esta cantidad los resultados
tienden a disminuir. En la utilizacién de azicar no se observa influencia
apreciable.

Esta accién no se debe a los iones metalicos del “corn steep”, pues
en la experiencia realizada con cenizas del mismo no se observan varia-
ciones apreciables.

9. Influencia del extracto de levadura y sus cenizas en el medio
de fermentacién.

Por las mismas razones y de la misma forma que hemos utilizado el
“corn steep”, se hacen experiencias con extracto de levadura (Difco),
para observar su posible influencia en la produccién de acido citrico.

Las pruebas son con extracto de levadura y con sus cenizas, y los re-
sultados se dan en las grificas nums. 9 y 10.

La adicién de extracto de levadura al medio de produccion de acido
citrico, aumenta la produccién de micelio y la formacién de acido citrico,

14
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hasta una concentracién de 0,005 % ; a su vez la utilizacion de azficar
tiende a aumentar aunque de una manera poco apreciable.

A su vez la adicién de cenizas de extracto de levadura, tiende tam-
bién a aumentar la produccién de micelio, teniendo influencia sobre la
produccién de 4cido citrico en las concentraciones entre 0,005 y 0,007 %.
En la utilizacién del aziicar pasa igual que en la anterior experienia, tien-
de a aumentar, pero de forma poco apreciable.

DISCUSION

Antes de entrar en el estudio de los factores o variables que pueden
influir en la produccién de 4cido citrico por fermentacién superficial, se
debe de elegir una raza de Aspergillus niger estable y productora; nos-
otros partimos de un mutante: (13), obtenido por seleccién natural y
el medio basal indicado anteriormente.

Antes de ver la influencia de los iones metalicos en la fermentacion,
conviene determinar éstos en los medios que se utilizan, y encontramos
que solamente los existentes en el agua corriente o en la sacarosa pue-
den ejercer alguna accion.

En trabajos sobre fermentacion citrica, se presta escasa atenciéon al
tipo de agua utilizada, y precisamente por la presencia o ausencia de
iones metalicos, el tipo de agua tiene bastante importancia. Nosotros
estudiamos esto, asi como la influencia de la adicién de iones metalicos
a aguas corriente y destilada.

Medios preparados con agua destilada, crece antes el hongo y tam-
bién esporula primero; pero con agua corriente, al final, se produce mas
micelio y 4cido citrico y se utiliza més azficar. La dnica excepcion es
cuando al agua destilada se afiade zinc, lo cual estd en contradicciéon con
lo encontrade por Chesters & Rolinson (1951); en cambio, corrobora
lo encontrado por Tomilson & Campbell & Trussell (1951).

De acuerdo con Bertrand & Wolf (1956), encontramos que el cobre
aumenta el crecimiento y la esporulacién; en cambio, vemos que dismi-
nuye la produccién de acido citrico.

En resumen, la fermentacién citrica en medio con agua corriente va
mejor que con agua destilada; luego cabe preguntar si en este tipo de
agua existen factores que favorecen la produccién de acido citrico. Como

17
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estamos estudiando la influencia de los iones metalicos, interesa saber
si la naturaleza de dichos factores es ésta. Para esto preparamos un
extracto de agua corriente y lo afiadimos en diferentes cantidades a un
medio basal con agua destilada, encontrando que dichos factores no
afectan a la producciéon de micelio, aunque si a la utilizacion de azticar y
formacién de acido citrico. .

En relacion con experiencias anteriores, tratamos ahora de ver la
posible influencia de cada ion metélico (zinc, cobre, hierro y manganeso)
en la fermentacion citrica en medio basal con agua destilada. Vemos que
de los cuatro metales Gnicamente el zinc afecta a los factores estudiados:
aumento produccién de micelio, aumento utilizacién de azticar, aumento
formacion de acido citrico, en proporcién a la cantidad afiadida.

En los analisis que hemos realizado de agua corriente y sacarosa, se
observa que éstos contienen iones metalicos, aunque no en gran cantidad,
pero de todas maneras, para conocer el efecto de éstos, se hace necesa-
rio eliminarlos de los medios de fermentacién. Para esto recurrimos a
la técnica de tratamiento por la 8-hidroxiquinolina (oxina).

Observamos que tanto el tratamiento del medio basal como de la
sacarosa, da lugar a una disminucién grande en la produccién de acido
citrico, en la formacién de micelio y en la utilizacién de azlicar; esto se
corrige aunque muy ligeramente por la adicién de los iones metalicos.

De los resultados obtenidos parece derivarse que la oxina pudiera
tener un efecto inhibidor del desarrollo y metabolismo del Aspergillus
niger; esto la habia visto Block (1955), y nosotros (igs8) tratamos de
demostrarlo, encontrando que la oxina en ausencia de metales inhibe al
hongo a partir de una concentracién de 10—* M. ‘Cuando existen iones
metalicos dicha concentracion es a partir de 10—¢ M. Cuando se trata
por oxina, agua de la fuente, encontramos que ésta produce inhibicién
completa de crecimiento y produccién de acido citrico, lo cual corrobora
que en el agua de tratamiento queda alguna actividad antifiingica.

Para tratar de aumentar los rendimientos que se obtienen en nues-
tras fermentaciones, afiadimos algunas sustancias corrientes en medios
de fermentacién, probamos el ‘“‘corn steep” y el extracto de levadura,
tratando de ver si su posible efecto se debe a los iones metalicos que
contienen.

Probadas dichas sustancias a diferentes concentraciones, se encuentra

18
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que ambas favorecen la produccién de micelio y de acido citrico a una
concentracién 6ptima de 0,005 %- ‘

Probadas las cenizas de ambas sustancias, también en diferentes con-
centraciones, se encuentra que las de .“corn steep” no poseen efecto
apreciable; en cambio las de extracto de levadura dan lugar a un ligero
aumento de micelio y de 4cido citrico y a un mayor consumo de azfcar.
Esto_ parece indicar que en estas cenizas hay un factor no presente en
las de “corn steep”, que produce mejoramiento de la fermentacion.

RESUMEN

En este trabajo se estudia la influencia de los iones metalicos (zinc,
cobre, hierro, manganeso) en la produccion de acido citrico en un medio
sintético, por fermentacion en superficie y por una raza de Aspergillus
niger obtenida por seleccién natural en este laboratorio.

Viendo las diferencias de fermentacién en medio basal preparado
con agua corriente o destilada en presencia o ausencia de iones metali-
cos, se observa que aunque en la segunda el crecimiento y esporulacion
es mis rapido, la produccién de micelio final, 4cido citrico y utilizacién
de aziicar es menor. Excepto en la produccién de micelio, los demis re-
sultados se deben a-las impurezas contenidas en el agua corriente.

De los cuatro metales estudiados, solamente el zinc da lugar a una
mayor produccién de micelio y utilizacién de azicar y acido citrico, en
medio basal con agua destilada. . -

El tratamiento de los diferentes medios con &-hidroxiquinolina da
iugar a una inhibicién del crecimiento y metabolismo del hongo.

Las cenizas de extracto de levadura contienen un factor que favo-
rece la fermentacién y que no se encuentra en las de ‘“corn steep”.

SUMMARY

In this paper we study the influence of metallic ions (zinc, copper,
iron, manganese,) on the production of citric acid in a synthetic medium
by surface fermentation and by a breed of Aspergillus niger obtained by
natura] selection in this laboratory.
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At the sight of the differences in fermentation in basal medium pre-
pared with common or distilled water in presence or absence of metallic
ions, one can observe that although in the latter growth and sporulation
are greater, the production of final mycelium, citric acid and sugar utili-
zation are smaller. Excepting the production of mycelium, the other re-
sults are due to impurities in common water.

Of the four minerals studied, only zinc gives rise to a higher yield
of mycelium and sugar utilization and citric acid, in basal medium with
distilled water. .

The treatment of the different mediums with 8-hydroxichinoline
brings forth an inhibition in the growth and metabolism of the fungus.

The ashes of yeast extract contain a factor which favours the fermen-
tation and which is not -found in those of “corn steep’”.
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ACTAS DE LA SOCIEDAD

Acta de la Sesién celebrada en Madrid por la Sociedad de Microbié-
logos Espaiioles, el dia 28 de noviembre de 1958.

Se abre la Sesién a las veinte horas, en el Salén de Actos del Ins-
tituto “Ramén y Cajal” del C. S. I. C., Velazquez, 138. Preside don
Gerardo Clavero del Campo y actia como Secretario D. Genaro Alas.

Se aprueba el acta de la Sesién anterior. Se admiten como socios de
ntimero a la Srta. Sagrario Mochales del Val, Licenciada en Ciencias
Naturales, de Madrid, presentada por D. Justo Martinez Mata y don
Francisco Maldonado; D. David Vazquez Martinez, Quimico y Farma-
céutico, y D. Baldomero Ifiigo Leal, Farmacéutico, ambos de Madrid, y
don Vicente Sanchis-Bayarri, Catedratico de la Facultad de Medicina
de Valencia, presentados por D. Lorenzo Vilas y D. Miguel Rubio.

La Srta. Gonzalez da cuenta, en nombre del Sr. Rubio y en el suyo
propio, del trabajo “Formas “L.” en Clostridiwm tetani”’. Seguidamente,
el Sr. Rubio expone su trabajo “Un virus del ‘“Ring-spot” en Petu-
nia”. La Srta. Gil hace una pregunta acerca del virus, que contesta e!
sefior Rubio.

El Sr. Presidente expone un resumen de las actividades de los re-
presentantes espafioles en el VIT Congreso Internacional de Microbiolo-
gia, celebrado en el pasado mes de agosto en Estocolmo, destacando que
todas las comunicaciones espafiolas presentadas proced’an de investiga-
dores del Consejo Superior de Investigaciones Cientificas, quienes, en
su mayoria, pertenecian al Instituto ‘Jaime Ferran”, de Microbiolc-
gia, y a la Sociedad de Microbidlogos Espafioles: A continuacion, el se-
fior Vicente dice que es muy probable, segiin noticias de la Asociacién
Internacional, que en el préximo Congreso de Microbiologia pueda utili-
zarse el espaflol en las discusiones.

Se levanta la Sesién a las veinte horas y cuarenta y cinco minutos.
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