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INSTITUTO «FAIME FERRAN», DE MICROBIOLOGIA

CONTRIBUCION AL ESTUDIO DE LA BIOSINTESIS
DE LOS ACIDOS GRASOS

Il. Fermentacién de 4cido lactico “C—2 por Peptostreptococcus
elsdenii

POR

D. RODRIGUEZ

Los trabajos realizados por Elsden y Lewis (3) con suspensiones de
células lavadas de Peptostreptococcus elsdenii sugieren que los 4cidos
butirico, valeridnico 'y caprénico se sintetizan por un mecanismo
andlogo al encontrado por Barker y colaboradores en Clostridium kluy-
veri. Segin Ladd y Walker (7), la sintesis de propidnico por P. elsdenii
a partir de lactico se lleva a cabo por un mecanismo que supone la
reduccion directa del lactico, tal como ocurre en Cl. propionicum.

_En el presente trabajo damos cuenta del mecanismo global de sinte-
sis de los acidos acético, propidnico, butirico y valeridnico por Pepto-
streptococcus elsdenii al metabolizar 4cido l4cticd **C-2. Nuestros resul-
tados parecen confirmar las hipdtesis establemdas por Elsden y colabo-
radores.

MATERIAL Y METODOS

Hemos realizado nuestros experimentos con la estirpe de Peptostrep-
tococcus elsdenii, que empleamos en un trabajo previo (11).

k3 . .
Medios de conservacién

Mantenemos los ‘cultivos de Peptostreptococcus elsdenii en tubos
conteniendo el medio semisdlido que describen Elsden y cols. (4).

Microbiol. Espaii., 16 (1963),71. 1



72 D. Rodriguez

Preparacion del indculo

Para preparar un indculo, tomamos 0,5 ml de un cultivo de veinti-
cuatro horas crecido en el medio de conservacién y sembramos otro
tubo conteniendo el medio liquido de la composicién siguiente:

Lactato s6dico ... ... vvv ver ve vee vee e 2,00 g

Extracto de levadura Difco ... ... ... ... ... 040 g
Fosfato monopotasico ... ... .. co. vee oo ... 0,05 g
- Cloruro amdnico ... ... coo oo e vee v ... 005 g
Cloruro magnésico ... ... ... v vev vev eer as 0,03 g
Acido tioglicdlico ... ... coo ver it ven o L 0,03 ml
AGUA ..t oes e e e e 100,00 ml
pH final, 74 '

Las condiciones anaerobias durante la incubacién se consiguen
colocando el tubo en un desecador de vacio por el que se pasa una
corriente gaseosa de una mezcla de 95 por ciento de hidrégeno y 5 por
ciento de anhidrido carbénico.

Cultivo en lactato radiactivo

El medio de cultivo es igual al anterior, excepto que en un volumen
final de 5 ml contiene unos 300 micromoles de lactato sédico y 0,1 ml de
una disolucién de 4cido lactico *C-2. El cultivo del microorganismo

B

Figura 1

se hace en un aparato (figura 1) que consta de las partes si-
guientes: un tubo (A) de boca esmerilada, donde se coloca el medio
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de cultivo; un tapén (B) de dos salidas, de tal forma dispuestas que por
una de ellas se puede pasar una corriente de hidrégeno, mientras la otra
se conecta a un colector de anhidrido carbénico (C); y este tltimo, a su
vez, va conectado a un tubo de absorcidn conteniendo ascarita. El colec-
tor de anhidrido carbdnico contiene una disolucién aproximadamen-
te 2N de hidréxido sodico. Antes de la inoculacién se esterilizan por
separado las partes A y B. Una vez inoculado el medio de cultivo, se
acoplan las partes A, B y C, se pasa una corriente de hidrégeno durante
unos tres minutos, se cierra mediante una pinza la salida libre y queda
el cultivo bajo atmdsfera inerte. La incubacidn se realiza durante tres

dias, a 38 °C.
Métodos andliticos

El 4cido lactico se determiné por el método de Elsden y Gibson (2).
La cantidad total de 4cidos grasos volatiles se determiné sometiendo
el liquido metabdlico a destilacién por arrastre de vapor en el aparato

Figura 2

de Markham (8), usando la técnica de la doble destilacién de Frie-
demann (5).
La identificacion de los 4cidos grasos se realizé por cromatografia

3
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sobre columna de celita, basindonos en las-técnicas descritas por Moyle
y cols. (10) y Bueding y Yale (1).

La radiactividad fue medida empleando un contador Geiger-Miiller
sin ventana, con flujo de gas metano, que trabaja en el grado propor-
cional; expresamos los resultados en impulsos/minuto y micromol, previa
correccion de los valores encontrados, teniendo en cuenta la autoabsor-
cién y el recuento de fondo. La radiactividad total de una muestra se
determind sometiendo ésta a una combustién completa, siguiendo fun-
damentalmente la técnica de Van Slyke y Folch (14). Esta determina-
cién se llevé a cabo en un aparato (figura 2) que consta de las partes
siguientes: un tubo de combustién (A), donde se coloca la muestra a
oxidar; un embudo (B), que contiene el liquido de combustién; un
tubo (C) lleno de ascarita; un refrigerante (D); una columna (E), con
solucién de hidroquinona al 5 por ciento; una columna (F), contenien-
no anhidrona; un colector (G) de anhidrido carbénico, y un tubo de
absorcién (H), lleno- de ascarita.'La columna F termina en un tubo
de doble via, que mediante dos pinzas (g y h) permite aislar el colector
de anhidrido carbdnico del resto del aparato.

Paralelamente a este método, medimos directamente la radiactivi-
dad de las muestras, extendiéndolas en un disco de acero inoxidable.

Degradacién de los dcidos grasos

Conseguimos transformar un 4cido graso en otro de un carbono
menos mediante la degradacién de Schmidt (13), teniendo en cuenta’
las modificaciones de Mosbach y cols. (9) y Sakami (12).

RESULTADOS

Los resultados que exponemos a continuacién fueron obtenidos al
actuar Peptostreptococcus elsdenii sobre 4cido lactico *C-2 en 5 ml de
medio de cultivo, incubado a 38 °C, durante tres dias. Antes de iniciarse
la fermentacién, retiramos una pequefia muestra para determinar el
4cido l4ctico presente y la radiactividad del mismo. Al final del periodo
de incubacién determinamos la cantidad de anhidrido carbénico des-
prendido en la fermentacién y, asimismo, medimos su radiactividad.
En otra porcién del liquido metabdlico determinamos la cantidad de
4cido lctico residual. Finalmente, se destilaron los dcidos grasos vola-

4
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tiles formados, se separaron por cromatografia de columna y se deter-
miné la radiactividad de cada uno de ellos por los métodos directo y
de combustién completa.

En el cuadro 1 exponemos los resultados de este experimento, indi-
cando los micromoles de 4cido l4ctico inicial y final, su radiactividad en
impulsos/minuto y micromol; los micromoles de anhidrido carbénico
y de los 4cidos grasos formados, asf como la radiactividad de los mismos
en impulsos/minuto y micromol.

Cuadro 1
: Cantidad (micromoles) Radiactividad
Sustancias T Po;'
Inicial Final Directa combustién
A. lactico ‘ 256,4 19,3 ° 6.464 6.000
A. acético ‘ 87,0 5.767 5.729
A. propidnico 44,0 5.009 6.045
A. butirico 37,0 11.841 10.191
A. valerianico . - 47,0 9.471 13.978
~ Anhidrido carbdnico 135,0 20

Resultados de la degradacién de los dcidos

Con el fin de localizar los carbonos.radiactivos dentro de la molécu-
la de cada uno de los 4cidos producidos en la fermentacién del 4cido
ldctico *C-2 por Peptostreptococcus elsdenii, sometimos cada uno de
ellos a la degradacién de Schmidt. Antes de iniciar el proceso de degra-
dacién de cada 4cido, agregamos una cantidad conocida de su sal sédi-
ca respectiva, no radiactiva, a fin de obtener cantidades apreciables de
anhidrido carbdnico.

Degradacién del dcido acético

El anhidrido carbénico recogido en la degradacién del 4cido acético
presenta una radiactividad de 5.270 impulsos/minuto y micromol,
valor que, comparado con el que se expresa en el cuadro 1 para los
dos carbonos del acético, indica que la radiactividad del 4cido acético
producido en la fermentacién del lictico *C-2 esta localizada en el
carbono del grupo carbdxilo.
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Degradacién del dcido propiénico

En el cuadro 2 exponemos los résultados obtenidos en la degrada-
cién del propiénico, indicando la radiactividad de los carbonos 1 y 2
resultantes, asi como la del acético obtenido después de la primera
degradacion.

Cuadro 2
Radiactividad
Degradacién T )
. Por
Directa combustién
C—C— COOH 5.009 6.045
3 2 1
(‘] 60
g} — (;OOH 4.386 4.478
C
» 3.128

Este resultado indica que el 4cido propidnico originado en la
fermentacién del ldctico *C-2 queda marcado en el carbono del grupo
- metileno.

Cuadro 8
Radiactividad
Degradacion } -
. Por
Directa combustién
C—C—C— COOH . N
s 55T 11.841 10.191
? 4.866
C—C—COOH 4.352 4.428
4 3 2
c
S 146
¢—coon 3.978 4.298
. .
s 3.984
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Degradacién del dcido butirico

En el cuadro 3 se exponen los resultados obtenidos en esta degra-
dacion, expresando en impulsos/minuto y micromol la radiactividad
de los carbonos 1, 2 y 3, asi como la del propidnico y acético obtenidos
después de la primera y segunda degradacién, respectivamente.

Estos resultados indican que el 4cido butirico procedente de la
fermentacion del lactico *C-2 queda marcado en dos carbonos: el del
grupo carbéxilo (C-1) y el carbono beta (C-3).

Degradacién del dcido valeridnico

En el cuadro 4 se exponen los resultados obtenidos en la degradacion
del 4cido valeridnico, expresando en impulsos/minuto y micromol
la radiactividad de los carbonos 1, 2, 3 4, asi como la de los 4cidos
butirico, propidnico y acético, obtenidos en las sucesivas degradaciones.

Cuadro 4
) Radiactividad
Degradacion

¢ Directa comlr;?xgtién
€—C—C—C—CooH 9.471 13.978
<13 5.716
(52—— 53 - E - SOOH 4.759 5.434
(23 226
€—C—CooH 5.348 4.892
(; 174
g — fOOH 4257 4518
? 4.126

De estos resultados deducimos que el 4cido valeridnico procedente
de la fermentacién del lactico **C-2 queda marcado en dos carbonos:
el del grupo carbéxilo (C-1) y el carbono gamma (C-4).
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DISCUSION

Los resultados encontrados en estos experimentos sobre cultivos en
crecimiento sugieren que Peptostreptococcus elsdenii sintetiza, a partir
del 4cido lactico, los 4cidos acético, propidnico, butirico y valeri4nico
del modo siguiente: el acético, por descarboxilacién y subsiguiente oxi-
dacion; el propidnico, por reduccién directa; el butirico, por conden-
sacién de dos moléculas de acético, y el valeridnico, por condensacién
del grupo metilo del 4cido acético con el carbéxilo del propidnico. Pode-
mos, pues, establecer las reacciones globales siguientes:

CH; — 4CHOH — COOH
CH; — 4COOH CH, — #CH, — COOH

CH; — 4COOH - CHy — “COOH —> CH; — 4CH, — CH, — 4COOH
CH, — 14CH,— COOH 4 CH, — ¥COOH —» CH;— 14CH, — CH, — CH, — 4COOH

De estas reacciones globales podemos deducir que el mecanismo de
la sintesis de acético, butirico y valeridnico es analogo al observado
por Barker y colaboradores en Clostridium kluyveri, con la probable
participacién en dichas reacciones de derivados de coenzima A, en lugar
de los 4cidos libres. En cuanto a la sintesis del propidnico, nuestros
resultados aportan una prueba més a la presentada por Ladd (7) acerca
de la reduccién directa del lactato a propionato, reaccién andloga a la
propuesta por Johns (6) en Cl. propionicum.

RESUMEN

Cultivos en crecimiento de Peptostreptococcus elsdenii sobre 4cido
lactico 1*C-2 dan lugar a la sintesis de 4cidos grasos volatiles marcados.
Los carbonos radiactivos dentro de cada molécula fueron localizados
sometiendo cada uno de los 4dcidos a degradacién sucesiva. ,

Segtin los resultados encontrados, Peptostreptococcus elsdenii sinte-
tiza, a partir de 4cido l4ctico **C-2, acético **C-1, propiénico *C-2, bu-
tirico *C-1,3 y valeridnico **C-14.

8
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'SUMMARY

Labeled volatile fatty acids were produced by Peptosireptococcus
elsdenii in the presence of lactic acid 2-C**. The labeled volatile fatty
acids were then degraded stepwise. The results of the degradation
suggest that from lactic acid 2-C*, P. elsdenii produces acetic acid 1-C*,
propionic acid 2-C*, butyric acid 1,3-C*4, and valeric acid 1,4-C**.
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INFLUENCIA DE LAS RADIACIONES
ULTRAVIOLETAS Y DE LA FOTORREACTIVACION
-EN DISTINTAS FASES DEL CRECIMIENTO DEL
\ AEROBACTER AEROGENES

POR

Teresa S. de DAURAT, L. C. VERNA y Liiana SEGRE

En un trabajo anterior (26) establecimos en las condiciones de nues-
tra experiencia que la fotorreactivacién del Aerobacter aerogenes era ya
apreciable a los dos minutos de iniciada; el maximo se alcanzaba entre
los cinco-diez minutos, para descender luego, al aumentar el tiempo de
exposicion a la luz fotorreactivante.

Por recuento obtuvimos la curva de crecimiento del Aerobacter aero-
genes en unidades cultivables y en condiciones normales; simultinea-
mente, la curva de crecimiento correspondiente a dicha especie foto-
rreactivada después de ser sometida a radiaciones ultravioletas.

El presente trabajo se desarrollé6 como se expone a continuacion.

MATERIALES Y METODOS

El medio de cultivo utilizado fue el M 9 (1). En 200 ml sembramos
0,1 ml de cultivo de Aerobacter aerogenes, de doce horas, y efectuamos
recuento en unidades cultivables. . ‘

Utilizamos para irradiar un tubo de la «General Electric», de 15'W y
longitud de onda de 2.339 A.

Para medir la cantidad de radiaciones ultravioletas utilizamos un
aparato Westinghouse, con un fototubo 'WL 775.

Microbiol. Espafi., 16 (1963), 81. ' 1
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Con 50.000 erg. cm?/1 s, conseguimos «matar» con regularidad mis
del 99 por ciento del Aerobacter aerogenes en suspensién; 10 ml de dilu-
cién apropiada del cultivo, colocados en cipsula petri (se agité cons-
tantemente durante la experiencia) se sometieron a la accién de la luz
ultravioleta, a 20 cm de distancia, operando en ambiente iluminado con
luz amarilla. Previa siembra del liquido irradiado, efectuamos el recuen-
to de las células sobrevivientes, contando las colonias desarrolladas.
Esta suspension microbiana fue sometida a la luz fotorreactivante, a
temperatura de 37 °C y a una distancia de 12 cm de dicha fuente.
Utilizamos una lampara de mercurio de 125 W HPR (de Phillips), con el
50 por ciento de radiaciones entre 3.300 y 4.400 A. Después de dos,
cinco, diez y veinte minutos de fotorreactivacién, se sembraron en cdp-
sulas petri con caldo-agar muestras de la suspensidn, y determinamos
para esos distintos tiempos la cantidad de unidades cultivables/1 ml.

Para establecer el porcentaje de fotorreactivacién utilizamos lo
férmula de Kelner (16).

Las pruebas de recuento de las unidades cultivables a las cero
horas, tanto del cultivo normal testigo como del cultivo irradiado, y las
del fotorreactivado, fueron repetidas a las dos, cuatro, ocho, doce y
veinticuatro, etc., horas de. edad de dichos cultivos.

Nuestro propésito fue establecer:

1) Si habfa variacion en el porcentaje de células recuperadas por foto-
rreactivacién, en las diferentes etapas del desarrollo del cultivo.

2) Si habia diferencias en el tiempo de mdxima fotorreactivacién, al
variar la edad del cultivo.

3) Si los 50.000 erg. cm?/1 s emitidos por el tubo de luz ultravioleta
actuaban de la misma o diferente manera en las sucesivas etapas del
desarrollo.

4) La influencia ejercida en la evolucién de los cultivos: el normal tes-
tigo y el irradiado y fotorreactivado, por diferencias en el pH del medio.
Para esto verificamos periédicamente, durante un mes, el desarrollo de
tres cultivos: en M 9 a pH 74; en M 9 a pH 6,3, y en M 9'a pH 6,35
(empleamos en este tiltimo tapén de goma en lugar de tapén de algo-
dén, para evitar intercambio gaseoso).

Las experiencias realizadas y los resultados obtenidos se resumen
en las figuras adjuntas. ‘
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RESULTADOS

La figura 1 representa la curva de crecimiento de un cultivo de
Aerobacter aerogenes en M 9 durante tres dias y que inicialmente, a
las cero horas, tenia una concentracién de 2 X 10° microorganis-
mos,/1 ml.
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Figura 1

La figura 2 muestra los resultados obtenidos con cinco diferentes
experiencias y los porcentajes de fotorreactivacion en cultivos de dis-
tintas edades y en tiempos crecientes. '
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La figura 3 destaca los resultados notables de la figura 2; es decir,
que la maxima recuperacién se obtiene con los cultivos de ocho y doce
horas, a los cinco minutos de fotorreactivacidn.
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Figura 3

La figura 4 muestra las curvas de crecimiento obtenidas en M 9 del
Aerobacter aerogenes testigo y del fotorreactivado.
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Se comprueba que entre las doce y veinticuatro horas el logaritmo
del nimero de bacterias fotorreactivadas y el del cultivo testigo es prac-
ticamente el mismo, para decrecer en el fotorreactivado al transcurrir

. el tiempo.

La influencia de los diferentes pH del medio y de la aireacién de

los cultivos puede verse en las figuras 5-6.
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Figura 6

El crecimiento del Aerobacter aerogenes (véase figura 5) a pH 6,35
fue similar a las dieciocho horas en los cultivos A y B, a pesar de la
diferencia del tapén (algodén o goma).
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Después de ese tiempo y hasta cuarenta y ocho horas decrecen nota-
blemente las «unidades cultivables» en el cultivo A.

La figura 6 reproduce las curvas de los cultivos A y B de la figura 5
y la del cultivo C a pH 74, obtenidas en el transcurso de un mes;
demuestran que si bien el pH 6,35 no es el mds propicio, la irradiacién
y la fotorreactivacién mantienen su proporcionalidad.

CONCLUSIONES

Con 50.000-60.000 erg. cm?/1 s se obtiene la «muerte» de mas del
99 por ciento de las células de Aerobacter aerogenes, con cultivos de
hasta seis dias.

En las condiciones de trabajo expuestas se obtiene la maxima fo-
torreactivacién entre cinco-diez minutos, cualquiera que sea la edad del
cultivo. _

Los cultivos de ocho-doce horas de edad (en la fase logaritmica) dan
el miximo porcentaje de fotorreactivacion, que supera a veces el 80 por
ciento de microorganismos. .

Si bien el pH 6,35 no es el mé4s conveniente para el desarrollo del
Aerobacter aerogenes, la irradiacién y la fotorreactivacién mantienen
su proporcionalidad. .

RESUMEN

Se ha estudiado la influencia de las radiaciones ultravioletas sobre
el Aerobacter aerogenes en distintas condiciones y en distintas fases de
crecimiento. -

Se ha establecido que el 99 por ciento de las bacterias fueron «muer-
tas» con 50.000-60.000 erg. cm?/1 s.

Inmediatamente después de la irradiacién, las suspensiones micro-
bianas en sus distintas fases de desarrollo fueron fotorreactivadas con
una ldmpara de mercurio de 125 W HPR (Phillips), a temperatura
de 87 °C.

La méxima fotorreactivacidn se obtiene entre los cinco-diez minutos,
cualquiera que sea la edad del cultivo, pero los cultivos de ocho-doce-
horas (en la fase logaritmica) dan el maximo porcentaje, que supera a
veces el 80 por ciento de células recuperadas.

6
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Se establecieron las curvas de crecimiento del Aerobacter aerogenes
en medio M 9 variando el pH y la aireacién, y se obtienen diferencias
al variar estos dos factores.

SUMMARY ‘

The authors have studied the influence of ultraviolet radiations on
the Aerobacter aerogenes under different conditions and in different
faces of culture growth. '

They have established that the 99 per cent of the bacteria, were
killed with 50,000-60,000 erg./1 cm? in one second.

Immediately after the irradiation, the suspended microbes in their

different faces of development were photoreactivated with a mercury
lamp 125 'W HPR (Phillips) at 37 °C temperature.

The utmost photoreactivation is obtained between five and ten
minutes any would the age of the culture be; but the cultures eight-
twelve hours (in logarithmic face) give the utmost percentage, which
is superior, sometimes to the 80 per cent of recovered cells.

The curves of growth of the Aerobacter aerogenes in M 9 medium,
have been established varying the pH and the airing and differences
have been obtained in varying these two factors.
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ESTACION EXPERIMENTAL DEL ZAIDIN

SECCION DE MICROBIOLOGIA

- FACTORES QUE AFECTAN A LA PRODUCCION DE
TOXOHORMONA POR MICROORGANISMOS

I. Edad de las mutaciones

POR

V. CALLAO, J. OLIVARES 'y E. MONTOYA

En 1961 fue descubierto en nuestro laboratorio (2) que las mutacio-
nes de microorganismos con deficiencia respiratoria (DR) producen una
sustancia que ejerce sobre la catalasa hepdtica del ratén el mismo efec-
to que la toxohormona cancerosa de Nakahara y Fukuoka (6). Sin em-
bargo, en el transcurso de experiencias posteriores comenzaron a obser-
varse grandes irregularidades en la actividad de esta que llamaremos
toxohormona microbiana (TH), hasta el punto de que muchas de las
preparaciones obtenidas no tuvieron ningiin efecto sobre la catalasa
hepética del ratén, incluso a dosis dos veces mayores de las empleadas
normalmente. Pudo apreciarse, no obstante, que todas las TH inacti-
‘vas tenfan de comiin el haber sido preparadas a partir de mutacio-
nes DR obtenidas de la raza  madre bastante tiempo atrds y manteni-
das desde entonces por trasplantes en medios de cultivo apropiados, lo
que hizo sospechar la existencia de una especie de degeneracién de las

. . - . . e
citadas mutaciones DR en relacién con su capacidad de produccién
de TH.

En el presente trabajo se recogen las experiencias realizadas para
comprobar este extremo, asi como los resultados obtenidos y las con-
clusiones que de ellos se derivan.

Microbiol. Espaii., 16 (1963). 91. 1
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MATERIAL Y METODOS

Microorganismos

Se emplearon- siete mutaciones DR de Saccharomyces cerevisiae,
" de las cuales cinco habian sido obtenidas mediante tratamiento de la
raza madre con tripaflavina—razas T,, Ty, T,, T, y Te—, una por medio
del violeta de metilo—raza VM,—y la tltima por acc1on de la luz
ultravioleta—raza UV;—.

La edad de las citadas mutaciones, considerando como tal el tiem-
po transcurrido entre su obtencién a partir de la raza madre y el mo-
mento de realizar las experiencias, fue la siguiente: T,, veinte meses;
UV,, diez meses; VM, cinco meses; T,, cuatro meses; T, tres meses,
T,, dos meses, y T, quince dias.

Todas ellas habian sido mantenidas mediante trasplantes cada quin-
ce dias en un medio semisintético con peptona, extracto de levadura,
glucosa y sales minerales (4) y demostraron conservar las caracteristicas
consideradas como tipicas de las mutaciones DR (5): cociente de oxi-
geno (Qo,(ny) entre 0 y 50; incapacidad de crecer en medios de cultivo
con lactato como tinica fuente de carbono y de producir 4lcali en medios
con acetato, y colonias no coloreadas en presencia de cloruro de trifenil-
tetrazolio. La tnica diferencia apreciable entre las mutaciones viejas
y las obtenidas recientemente consistié en un mayor crecimiento de
las primeras en los medios de cultivo. :

Preparacién de las TH

Las TH correspondientes a cada una de las mutaciones antes cita-
das se obtuvieron mediante el procedimiento_descrito en publicaciones
anteriores (2).

Determinacién de la actividad toxohormdnica

Las diferentes TH se inyectaron intraperitonealmente a ratones
machos de cuatro meses de edad y a dosis de 25 y 50 mg/ratén. Los
ratones, mantenidos en ayunas desde el momento de la-inyeccion,
fueron sacrificados a las veinticuatro horas de ser inyectados, y la acti-
vidad catal4sica de sus higados, determinada por el método de Bonnis-

2
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chen y cols. (1), se expres como Kat. f. (*): velocidad de reaccién/mi-
nuto, dividida por el peso seco de la preparacion, en gramos.

5

RESULTADOS Y DISCUSION

En el cuadro 1 se exponen los valores de catalasa hepatica de los
ratones inyectados con las distintas preparaciones de TH, en compa-
racién con el correspondiente de los testigos.

Cuadro 1. Valores de catalasa hepdtica en ratones inyectados con TH
procedentes de mutaciones DR de Saccharomyces cerevisiae, mantenidas
en medios de cultivo durante diferentes intervalos de tiempo

Procedente de

, Actividad
TH in ; g:(:] aﬂ DOSis’ Numero catalésica
] yectada P .7 e ;
i | mutacién (®), | miligramos ratones del higado
meses (Kat. f.)
Ninguna . 10 67,4 = 3,17
Mutacién Ty 20 .50 10 - 62,7 £ 3,01
Mutacién UV, © 10 50 10 66,0 £ 1,73
Mutacion VM; 5 - 50 10 75,3 + 3,70
Mutacién Ts 4 50 10 56,1 £ 2,67 (*%)
25 10 68,0 + 2,04
Mutacién Te ' 3 50 10 55,8 £ 1,07 (*®)
25 . 10 60,2 * 2,80
Mutacién T 2 25 ‘ 10 38,8 * 1,98 (*%)
Mutacién Ts 0,5 25 10 40,3 £ 2,10 (*#)

(*) Tiempo transcurrido entre su obtencién a partir de la raza madre y las ex-
periencias.

(**) Diferentes significativamente de los testigos (P < 0,61).

Como puede observarse, todas las mutaciones conservadas en los
medios de cultivo usados por un periodo mayor de cuatro meses, dieron
lugar a preparaciones de TH carentes de efecto sobre la catalasa hepa-
tica del ratdn, incluso a dosis de 50 mg/ratén. Las mutaciones de edad
comprendida entre tres y cinco meses dieron lugar a TH, que a la

(*) Actividad catalasica, segiin Euler y Josephson (3).
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dosis de 50 mg/ratén deprimieron significativamente la catalasa hepa-
tica, pero no a la de 25 mg. Por dltimo, las razas cuya edad era de
dos meses o menor originaron TH de actividad normal, que -a la dosis
de 25 mg produjeron un descenso en los valores de catalasa hepatica
de los ratones inyectados, de aproximadamente un 40 por ciento.

A la vista de estos resultados es necesario admitir, tal como se habia
supuesto, la existencia de una degeneraci¢n de las mutaciones DR de
Saccharomyces cerevisiae en relacicn con su capacidad de producir
toxohormona, degeneracion que no afecta a los demas caracteres pro-
pios de este tipo de mutaciones, y que al parecer esti ocasionada por
el cultivo continuado en los medios semisintéticos usados.

Es necesario, por tanto, siempre que se realicen con este tipo de
mutaciones experiencias encaminadas a la obtencion de TH o que
tengan relacion con dicho principio activo, usar mutaciones conserva-
das por liofilizacién desde el momento de su obtencion o, mejor aun,
tal g:orho usamos en nuestro laboratorio, obtenidas muy recientemente.

RESUMEN

Se ha comprobado que las mutaciones de levadura con deficiencia
respiratoria mantenidas por resiembras en medios de cultivo semisin-
téticos pierden gradualmente su capacidad de produccién de toxohor-
mona, aun cuando conservan sus restantes caracteristicas bioquimicas.

SUMMARY

Ability for producing toxohormone of yeast mutants with impaired
respiration was gradually lost, when mantained by passing in a semisin-
tetic culture medium; no other biochemical characteristics were lost.
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PROPIEDADES
ANTIBACTERIANAS IN VITRO DE LA
NITROFURFURILIDENISONICOTINILHIDRAZONA

~ (NFI]

. POR -

R. PARES

INTRODUCCION

Dodd y Stillman (9) pusieron de manifiesto que el grupo nitro en
posicién 5 aumenta considerablemente la actividad bactericida y bac-
teriostatica del furano y de sus derivados 2-sustituidos. De una gran

_serie de compuestos estudiados (6, 8-9) han sobresalido, desde el punto
de vista de sus posibilidades como agentes quimioterapicos, la 5-ni-
tro 2-furaldehidosemicarbazona (5, 7), el 5-nitrofurfurilmetileter (8), la
N-(5-nitro-2-furfuriliden)-2-amino-2-oxazolidona (11-12) y la N-(5-nitro-
2-furfuriliden)-1-aminohidantoina (NFH) (15, 17, 22). Esta ultima posee
una baja toxicidad y un efecto antibacteriano particularmente intenso
sobre las enterobacteriiceas y estreptococaceas. La rapida absorcién
intestinal y elevada concentracion a nivel del tracto renal han hecho de
este compuesto un eficaz y selectivo desinfectante urinario.

De acuerdo con Dodd y cols. (8), el elevado grado de actividad de
la NFH estd especificamente ligado, no sélo al grupo nitro en posi-
cién 5, sino también a la cadena -C' = N-N’-C”- en posicion 2.

Amorosa y Davalli (2) y Fenech y cols. (10) han puesto de mani-
fiesto que el grupo R terminal de la cadena -C’'=N-N'-C"-R, puede
modificar considerablemente la potencia y selectividad de la accion

Microbiol. Espaf., 16 (1963). 97. 1
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bacteriostatica y bactericida del derivado nitrofurnico. Sin embargo,
hasta el presente, la NFH parece constituir un éptimo de actividad y
un minimo de toxicidad para este tipo de compuestos.

En el presente trabajo se estudian las propiedades bactericidas y
bacteriostdticas in vitro de la 5-nitro-2-furfurilidenisonicotinilhidrazo-
na (NFI) sobre un grupo relativamente extenso de bactenas patogenas
para el hombre.

La NFI es un derivado nitrofurdnico obtenido recientemente y toda-
via muy poco estudiado (13, 16, 18-19). Las tnicas propiedades bacte-
riolégicas descritas son los resultados obtenidos sobre placas, llevadas
a cabo comparativamente con otros nitrofuranos sobre una cepa tnica
de Salmonella typhi, Escherichia coli, Staphylococcus aureus y de
Streptococcus equi (12). No se han realizado pruebas comparatlvas
frente a los derivados més activos, como la NFH.

MATERIAL Y METODOS
Estructura y propiedades fisicoquimicas

La NFI tiene por férmula:

OZN——”\O/“ —CH=N—NH—0C—<~>N

Es un sélido amarillo grisiceo, inodoro € insipido. P. f.: 256°-259 °C.
Es muy poco soluble: en agua hirviendo se pueden preparar soluciones
sélo hasta la proporcién de 1:2.000; con polietilenglicoles liquidos, de
hasta 1:200.
~ La NFI en solucién acuosa presenta un espectro de absorcién con
dos méximos a 275 y 360 mp y dos minimos a 250 y 305 mp (13).

Accién antibacteriana in vitro

Inicialmente se ha ensayado la NFI sobre seis cepas de Staphylo-
coccus, ocho cepas de Escherichia coli, diez cepas de Streptococcus,
dos cepas de Pseudomonas, cuatro cepas de Proteus y dos cepas de
Klebsiella. Para que los resultados fueran m4s comparables, los ensa-
yos se han llevado a cabo simultineamente con la NFH y, para situar
mejor el nuevo compuesto sobre su eventual interés terapéutico, tam-

2
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bién se han hecho pruebas paralelas con sulfoisoxazol, azul de meti-
leno, sulfacetamida, yodometilato de hexametilentetramina y 4cido
mandélico. :

Las concentraciones inhibidoras fueron determinadas por el méto-
do de las diluciones sucesivas en tubos con medio de caldo peptonado
ordinario, al que se afiade un 5 por ciento de sangre para los estrep-
tococos. Los resultados se refieren a cuarenta y ocho horas de incu-
bacién a 38 °C.

Sensibilidad a la NFI de cepas patégenas

Los ensayos bacteriolégicos precedentes se han llevado a cabo sobre
cepas mantenidas durante varios afios en el laboratorio, sin que se
tenga un conocimiento preciso de su grado actual de virulencia ni de
la naturaleza del terreno del que fueron primitivamente aisladas. Por
este motivo, se consideré de particular interés completar el estudio de
las propiedades bacteriostdticas de la NFI, determinando la sensibili-
dad de una serie de cepas patégenas recién aisladas. En atencion a las
posibilidades terapéuticas mas inmediatas del producto y a la facili-
dad de obtener un ntimero suficientemente elevado de gérmenes en
un tiempo razonable, se decidié llevar a cabo la investigacion sobre
las bacterias halladas en orina reciente de enfermos con infecciones
agudas y crénicas del tracto urinario.

Sistematicamente se procedié al aislamiento y determinacién de
la sensibilidad a la NFI de los gérmenes hallados en las muestras de
orina que a este efecto nos fueron tacilitadas por el Servicio del
Prof. Gil Vernet del Hospital Clinico de Barcelona, por el Servi-
cio del Dr. L. Batalla, del Hospital del Sagrado Corazén de Barcelona,
por la Clinica particular del Dr. Serrallach y por el Dispensario
Ambulatorio del S. O. E. de Hospitalet de Llobregat (Dr. Bosch).

Al recibir las muestras de orina se obtuvo inmediatamente el sedi-
mento, a partir del cual se hiza un recuento directo del niimero de
gérmenes/mililitro. Para eliminar lo flora banal, se desecharon las
muestras que contenian menos de 1.000 gérmenes/1 ml. En este
caso, de acuerdo con el criterio de Sanford (20), se ha considerado
que no existia una verdadera infeccion urinaria.

El sedimento de 25 ml de las orinas seleccionadas se suspendié en
2 ml de agua destilada, y de esta suspensién se sembraron 0,5, 0,1 y.

IS
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0,01 ml, respectivamente, en tres placas de agar ordinario y en otras
tres de agar-sangre. El referido volumen se mezcla a 40°-45 °C con
10 ml de medio, que luego se extiende lo mds uniformemente posible
sobre una placa de 20 cm con 20 ml de medio de soporte previa-
mente consolidado. A las veinticuatro horas se aislan los gérmenes en
cultivo puro, procediéndose luego a su clasificacion (3).

De este modo fueron obtenidas 51 cepas bacterianas distintas que,
de acuerdo con la finalidad de la investigacién, se clasificaron en los
siguientes grupos: : .

a) Gram-negativos

1. Proteus vulgaris
2. Escherichia coli
3. Pseudomonas aeruginosa
4. Aerobacter ’
5. Klebsiella
6. Bacilos no identificados
b) Gram-positivos

7. Staphylococcus

8. Streptococcus

9. Bacilos no identificados

10. Cocos no identificados

Se siembra un asa del cultivo de veinticuatro horas en tubos a
diluciones sucesivas de NFI desde 2 pg/1 ml a 250 wg/1 ml. A este

efecto se utilizé una solucién de NFI al 0,2 por ciento en polietilen-
glicol 300.

RESULTADOS

Accidén antibacteriana in vitro

En el cuadro 1 se encuentran las concentraciones que inhiben
pacial y totalmente en cuarenta y ocho horas el crecimiento de cuatro
cepas de Staphylococcus pyogenes aureus y dos de Staphylococcus
‘pyvgenes albus. Destaca inmediatamente la gran sensibilidad de estos
gérmenes a la NFIL.

4
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Cuadro 1. Inhibicién parcial (p) y total (t) del crecimiento en cuarenta y ocho horas de varias cepas de

Staphylococecus a 38 °C

L

]

Concentraciones minimas inhibidoras,

microgramos/mililitro

1
|
Producto | Inhibicién } T T ’ 1
! i S. aureus , S. albus S. aureus
— S
i . l 1l l moow v VI

NFI - p 0,50 0,25 3,20 6,25 6,75

t 3,90 3.90 3,5 625 1250 12,50
NFH p 4,80 12,50 12,50

t 9,75 39,00 -12,5 12,00 25,00 25,00
Sulfoisoxazol P 312,00

t 625,00 156,00
Sulfacetamida P

t 5.000,00 5.000,00
Yodometilato de hexametilentetramina P

t 625,00
Acido mandélico p .

. t 5.000,00  5.000,00

Azul de metileno p 78,00

t 156,00 19,50




Cuadro 2. Inhibicién parcial y total del crecimiento en cuarenta y ocho horas de varias cepas de Streptococcus
a 38 °C

Concentraciones minimas inhibidoras,
microgramos/mililitro

Producto Inhibicién - [
Streptococcus pyogenes ‘ Enterococcus
1 11 t 111 1 v \Y A% l Vi1 ‘ VIII 1 11
NFI P 15,60 3,90 50 25 25 50 62 25 25,0
t 125,00 7,80 50 50 50 50 125 1.000,0 50 50,0
NFH p 9,75 2,50 15 7.8
t 9,50 5,00 31 15,0 12,5
Sulfoisoxazol p .
t o 1.250,00 78,00
Sulfacetamida P
t 5.000,00 5.000,00
Yodometilato de hexame-
tilentetramina P 372,0
t 1.250,00 156,00
Acido ‘mandélico P
t
Azul de metileno P 39,00
t 372,00




Cuadro 8. Inhibicién parcial y total del crecimiento en cuarenta y ocho horas de varias cepas de colibacilos

a 388 °C
Concentraciones minimas inhibidoras,
~ L ; microgramés/mililitro
Producto | Inhibicién ) T
! Escherichia coli
T i [
| I ‘ 11 { 11 v \% { VI VII VIII
NFI p 25,00 25 12,5 25 25 25,0 25
t 31,20 50 25,0 50 50 50,0 50 50
NFH P 9,75 ' 12,5 25
t 25,00 25 25,0 25 25 25,0 50 25
Sulfoisoxazol P 39,00
t 625,00
Sulfacetamida P
t 1.250,00
Yod(_)metilato de hexametilentetra-
mina p
t 5.000,00
Acido mandélico P
t 5.000,00
Azul de metileno P
t 625,00




Cuadro 4. Inhibicién parcial y total del crecimiento en cuarenta y ocho horas de varias cepas de Pseudomonas,
Proteus y Klebsiella a 38 °C

. Concentraciones minimas inhibidoras,
microgramos/mililitro

Producto Inhibicién

Poeudomonas ; Proteus. Kiebstella
, ) . derugimosa - v . |
i I i 11 11 %\ v I
NFI P 125 62 62 50 62,5 62,5 62,5
t 250 125 50 - 125,0 125,0 125,0 125,0
NFH P 312 250 62 62,5 62,5
t 625 300 125,0 156,0 125,0 62,5
Sulfoisoxazol P .
‘ t 625 1.250,0 1.250,0
Sulfacetamida P 5.000,0
t 5.000 ’ 5.000,0
Yodometilato de hexametilentetra-
mina 312,0
5.000 625,0 625,0

‘Acido mandélico

~ 'O ~ "

5.000 ' 5.000,0
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En el cuadro 2 se hallan los resultados obtenidos sobre ocho cepas
de Streptococcus pyogenes v dos de enterococo. La sensibilidad resul-
ta bastante variable y la NFH parece més activa.

Resultados parecidos se encuentran frente a las ocho cepas de Esche-
richia coli, si bien en este caso la sensibilidad presenta una menor dis-
persién y los dos nitrofuranos dan valores semejantes (cuadro 3).

-De acuerdo con los resultados del cuadro 4, Proteus seria ligera-
mente mas sensible a la NFI que a la NFH, mientras que con Klebsiella
se presentaria el caso contrario. Como en las otras experiencias, los
demds compuestos ensayados son mucho menos activos. Frente a las
dos cepas de Pseudomonas aeruginosa, la NFI es el producto mads
activo de los ensayados, ‘aun cuando se precisan dosis relativamente
més altas que las necesarias para inhibir el crecimiento de los otros
organismos. En este caso, la NFH requiere dosis proximas al sulfoiso-
xazol.

A partir de los datos de los cuadros anteriores, en la figura 1 se
expresa el porcentaje de los gérmenes ensayados que han resultado
sensibles hasta 5.000 pg/1 ml y el intervalo de concentraciones minimas

Kmandilicy
=
e sufficetamida ]
. (29)
Yodometjlato  de hexametilentetraming —_—

(1ao)

Azyl de ‘metilend
f100)

M0 as Goo 8o uee 1200 1400 thoo 1880 2000 2200 2400 2600 2600 5000 3700 f4m0 E&00 800 000 4700 4A%e (MR 4B0¢
' microgramas /mililitro
( ) Porcentaje de gérmenes sensibles
--- Concentracién inhibidora para la cepa mds sensible
— Concentracién inhibidora para la cepa mds resistente

Figura 1. Intervalo de concentraciones minimas efectivas sobre 32 cepas
bacterianas
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.efectivas para inhibir ‘el cfecimiento desde los gérmenes més sensibles
alos mas resistentes. La NFI es el producto que acttia por término
medio a dosis més pequefias y con mayor regularidad.

Se ha comprobado en una cepa de Staphylococcus y otra de Escheri-
chia coli que la concentracién germicida y la germiestatica se encuen-
tran muy préximas, a diferencia de lo que sucede con algunos antibio-
ticos y sulfamidas.

Un 10 por ciento de orina afiadida al medio de cultivo no afecta a la
actividad inhibidora de la NFI.

Sensibilidad a la NFI de cepas patégenas

En el cuadro 5 se refieren las concentraciones minimas de NFI que
no han permitido el crecimiento del organismo correspondientes. Los re-
sultados consignados ponen de manifiesto que las 51 cepas encontradas
son sensibles a la NFI a una concentracion de 250 ug/1 ml, o inferior.
Las cepas de Proteus, Pseudomonas y Klebsiella presentan una sensi-
bilidad muy uniforme y relativamente menor. Los demis gérmenes
muestran una resistencia variable, siendo el estafilococo el organismo
mds sensible por término medio.

En las orinas estudiadas se hallaron, unas veces, un solo germen, y
otras, varios. Cada germen, en particular, se repite con una frecuencia
variable, pero resulta evidente que de los diez tipos adoptados, los
organismos no identificados representan una proporcién muy pequefia.

En el cuadro 6 se retinen los distintos gérmenes hallados en las
orinas estudiadas, en seis grupos: Staphylococcus (1), Coli-aeroge-
nes (II), Strepto-enterococcus (I1I), Proteus (IV), Pseudomonas (V) y
Otros gérmenes (VI). De este modo, la frecuencia de cada germen ais-
lado por nosotros puede compararse facilmente con las estadisticas
de otros autores (4, 14, 20-21, 23). Resulta asi que de un total de 588
casos de infecciones urinarias, los cinco grupos determinados son res-
ponsables del 99 por ciento. '

El cuadro 6 sefala que en todos los casos el tipo Coli-aerogenes
predomina claramente. En cambio, existen considerables discrepancias
con respecto a la frecuencia de los demds gérmenes. Si tenemos en
cuenta que Staphylococcus casi siempre se presenta asociado a otros
microorganismos, el grupo Strepto-enterococcus es sin duda el que
sigue en importancia. Proteus y Pseudomonas tienen una incidencia

0
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Cuadro 5. Concentraciones minimas de NFI necesarias para inhibir completamente el desarrollo de gérmenes
aislados de la orina de enfermos

Concentraciones minimas inhibidoras,
. Namero microgramos/mililitro
Microorganismos ‘ total :
de cepas
I 2
! o menor 4 I 8 16 31 62 123 250
|
Proteus vulgaris 5 0 0 0 0 0 4 1 0
Escherichia coli 13 0 0 1 1 5 5 1 0
Aerobacter 1 0 0 0 0 0 0 1 0
Pseudomonas aeruginosa 7 0 0 0 0 0 1 4 2
Klebsiella 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Streptococcus 12 0 0 0 1 3 3 4 1
Si‘aphylococcus 10 1 4 2 1 2 0 0 0
Bacilos, gram-negativos no identifi-
cados 1 0 0 0 0 0 1 0 0
Bacilos gram-positivos no identifi-
cados 1 0 0 0 1 0 0 0 0

Cocos gram-positivos no identifica-
dos ) 1 0 0 0 : 0 0 0 1 0




Cuadro 6. Gérmenes hallados en infecciones wrinarias y su frecuencia

% Autores y ntimero de casos’ Frecuencia
— ; . - . S i
Alcala ! Bogash | Parés h Sanford | Spittel Woback Total i Parés Total
y cols. | y cols. E ‘ y cols. } y cols. y cols. !
178 l 21 ’ 25 212 1 81 ‘ 76 ' 588 |-  Porcentaje
Staphyloccocus 9 2 10 27 26 N 74 40 11
Coli-aerogenes 129 12 14 108 54 62 379 56 55
Strepto-enterococcus 5 5 12 53 -\ ' 126 48 18
Proteus 21 2 5 24 .. 7 8 67 20 10
Pseudomonas 8 7 10 6 31 28 5
Otros gérmenes 1 3 1 " 5 12 1
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mas variable de una a otra estadistica, pero siempre relativamente
pequeiia. L

DISCUSION

Las diferencias de selectividad entre los dos nitrofuranos se en-
cuentran representadas graficamente en la figura 2. Estas dos sustan-
cias difieren por la naturaleza del grupo R de

H” H_( _ _ NH -- OC —
O,N \O/ SH =N NH oC R

En las NFH, R es el resto aminohidantoina, y en la NFI, el isonico-
tinilo. Su actividad es relativamente muy parecida, pero presenta sin-
gulares diferencias de uno a otro germen, y en conjunto el intervalo
de concentraciones minimas inhibidoras es mas estrecho y se halla a
un nivel més bajo en la NFL

Staphy- Esche-  Strepto- Pseudo- Proteus Kleb-
lococcus richia . coccus  monas °  siella

Figura 2. Dosis equivalentes de NFI y NFH
para varias cepas bacterianas.

Con las concentraciones inhibidoras medias y las frecuencias de
cada germen, sefialadas en el cuadro 6, podemos obtener una estima-
cién de la efectividad potencial media de cada uno de los productos
ensayados. En efecto, siendo la concentracién mayor ensayada de

13
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5.000  pg/1 ml, la actividad antimicrobiana de un compuesto frente a
cada germen puede expresarse por la relacion

5.000

A= : -
Concentracién (microgramos/mililitro) inhibidora media

Si F es la frecuencia de cada germen, la efectividad potencial media
de cada producto puede representarse por:

EP = A,F, + A,F, + A,F, + A,F, + AF,

y dando a la EP de la NFT el valor 100, el coeficiente corréspondiente
a cualquiera de los otros productos sera:

g NFI = 100 EPpruductn > 100

Producto EPNFI

En la figura 3 se hallan representados los resultados obtenidos para
los productos mds activos y para las frecuencias correspondientes a

[ estadistica’ original
‘A Estadistica total

Azul de meti- Vodometilato .
leno de hexameti-
lentetramina

T Sulfoisoxazol

TONFH

Figura 3. Efectividad media potencial de la
NFI como antiséptico urinario en relacién con
otros productos

nuestra estadistica y a la del promedio de las reunidas en el cuadro 6.

Destaca inmediatamente la superioridad de los compuestos nitrofura-
nicos, entre los cuales no existen diferencias mayores que las que pue-

14
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den obtenerse al pasar con el mismo producto de la frecuencia de
gérmenes obtenida por un autor a la del otro.

La NFI es un compuesto de escasa toxicidad que, al parecer, se
absorbe rdpidamente por el intestino. La orina aparece coloreada des-
pués de menos de media hora de su administracién oral en el ratén.
Sin embargo, la coloracién de la orina no se debe a la NFI, sino a los
productos de su degradacién metabdlica. La considerable labilidad de
la NFT a las enzimas de la célula animal, hace pensar que no podran
obtenerse concentraciones suficientemente altas de dicha sustancia
dentro del organismo y que, en consecuencia. el interés de este anti-
bacteriano como quimioterdpico sea limitado. Sin embargo, la elevada
actividad que presenta in vifro conslituye un estimulo para estudiar
nuevas sustancias relacionadas. con la esperanza de hallar algiin nuevo
quimioterdpico més potente o mds especifico que los ya conocidos.

RESUMEN Y CONCLUSIONES

Entre 7 y 188 pg/1 ml, la 5-nitro-2-furfurilidenisonicotinilhidrazona
(NFI) se ha mostrado activa para inhibir in vifro el crecimiento de un
total de 32 cepas bacterianas, comprendiendo 6 de Staphylococcus,
8 de Escherichia, 10 de Streptococcus, 2 de Pseudomonas, 4 de Proteus
y 2 de Klebsiella. Sobresale la singular sensibilidad de los estafilococos
a la NFIL.

Sobre las mismas cepas, la N-(5-nitro-2-furfuriliden)-1-aminohidan-
tofna (NFH), presenta una actividad del mismo orden, si bien con
singulares diferencias de un microorganismo a otro.

De acuerdo con trabajos precedentes de otros autores, el grupo
nitro en posicién 5 y la cadena — C' =N —N'—R en posicién 2 de-
terminan fundamentalmente el grado de actividad de los furanoderi-
vados. Sin embargo, la naturaleza del grupo R puede inducir 51gn1ﬁca-
tivos cambios en el espectro antimicrobiano.

Otros compuestos, como el sulfoisoxazol, la sulfacetamida, el yodo-
metilato de hexametilentetramina, el 4cido mandélico y el azul de me-
tileno poseen una actividad bacteriostitica muy inferior a la corres-
pondiente a los nitrofuranos referidos.

La NFI parece presentar un tipo de acciéon fundamentalmente bac-
tericida.

5
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La orina no modifica la actividad de la NFI.

De 51 cepas bacterianas distintas aisladas de 25 casos de infecciones

urinarias, 5 corresponden a Proteus vulgaris, 13 a Escherichia coli.
1 a Aerobacter, 7T a Pseudomonas aeruginosa, 12 a Streptococcus,
10 a Staphylococcus, 1 bacilo gram-negativo no identificado, 1 bacilo
gram-positivo no identificado y 1 coco gram-positivo no identificado.
La totalidad de estas cepas se muestra sensible a la NFI para concen-
traciones inferiores a 250 pg/1 ml.
" Las cepas patégenas menos sensibles a la NFI son las correspon-
dientes a Pseudomonas y Proteus. Sin embargo, la NFI es el producto
més activo de los ensayados sobre estos gérmenes. Las demds especies
microbianas presentan una resistencia menor y mds variable, siendo el
estafilococo el organismo més sensible por término medio.

La NFI es poco téxica para el organismo animal, pero también
parece ser muy poco estable. Sus posibilidades como quimioterapico
pueden estar limitadas por este ultimo motivo. La gran actividad in
vitro es un estimulo para proseguir con el estudio de otras sustancias
relacionadas.

RESUME

La nitro-5-furfurylidéne-2-isonicotinylhydrazone (NFI) s’est montrée
active in vitro pour inhiber la croissance d’un ensemble de 32 souches
bactériennes pour concentrations minima comprises entre 7 et 188 pg/
1 ml. De ces souches, on en trouve 6 de Staphylococcus, 8 de Esche-
richia, 10 de Streptococcus, 2 de Pseudomonas, 4 de Proteus et 2 de
Klebsiella. On remarque la singuliére sensibilité des staphylocoques
en face de la NFL

Sur les mémes souches, la N-(5-nitro-5-furfurylidéne-2)-amine-1-
hydantoine (NFH) présente une activité du méme degré, malgré cer-
taines différences existentes entre les microorganismes essayés.

D’aprés les travaux précédents d’autres auteurs, le groupement
nitro en position 5 et la chaine — C' =N’'— C” —R en position 2 dé-
termine fondamentalement le degré d’activité des furannes-dérivés.
Pourtant, la nature du groupement R peut donner lieu a4 des change-
ments significatifs dans le spectre antimicrobien.

Quelques autres composés, tels que le sulfoisoxazole, la sulfacéta-
mide, le iodométhylate de hexaméthyléne-tétramine, I’acide mandélic

16
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et le bleu de methyléne, montrent une activité bacteriostatique trés
inférieure a celle des composés nitrofurannes sus-mentionnés.

La NFI semble agir sur les bactériens d’une fagcon fondamentale-
ment bactéricide.

L’urine ne modifie pas l'activité de la NFIL.

D’un ensemble de 51 souches bactériennes différentes isolées de
25 cas d’infection urinaire, 5 ont résulté de Proteus vulgaris; 13 de Es:
cherichia coli; 1 du genre Aerobacter; 7 de Pseudomonas aeruginosa;
12 du genre Streptococcus; et 3 germes non identifiés, 1 bacile gram-
négatif, 1 bacile gram-positif et 1 coccus gram-positif. Tout ’ensemble
de ces souches se montre sensible & la NFI pour des concentrations
non supérieures a 250 pg/1 ml.

Les souches les plus résistantes appartiennent a des germes Pseudo-
monas et Proteus, malgré le fait d’étre ce produit le plus actif méme
dans cette sorte de germes.

Les autres espéces bactériennes montrent une majeure sensibilité,
si bien plus variable aussi.

La NFT est bien peu toxique pour l'organisme supérieur, mais pa-
reillement elle montre une basse stabilité dans celui-ci. On pense par
ce dernier fait que les possibilités de ce produit comme futur chimio-
thérapique peuvent étre réduites. La grande activité in vitro est encou-
rageante pour poursuivre avec I’étude d’autres substances relationnées.

SUMMARY

5-Nitro-2-furfurylidene-isonicotinylhydrazone (NFI), in concentra-
tions between 7 and 188 pg/1 ml, inhibits in vitro the growth of 32
bacteria strains, 6 strains of Staphylococcus, 8 of Escherichia, 10 of
Streptococcus, 2 of Pseudomonas, 4 of Proteus, and 2 of Klebsiella.
The great sensitivity of Staphylococcus towards NFI is remarkable.

N-(5-Nitro-2-furfurylidene)-1-amino-hydantoine (NFH) shows simi-
lar activity upon the same strains, although there are slight differences
from one microorganism to another. '

According to previous work of other authors, the nitro group in
position 5 an dthe -— C' =N — N’ —R chain in position 2 determine
fundamentally the degree of activity of a furane derivative. However,

17
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“the nature of group R may give rise to remarkable changes in the anti-
microbian spectrum. .

Other compounds such as sulfaisoxazol, sulfacetamide, hexamethy-
lenetetramine methoiodide, mandelic acid, and methylene blue possess
a bacteriostatic activity much smaller than that of the nitrofurane deri-
vatives mentioned. ,

NFT seems to show a fundamentally bactericide type of action.

Urine does not modify the activity of NFI.

From 25 cases of urinary infections, 51 different bacteria strains
were isolated: 5 of Proteus vulgaris, 13 of Escherichia coli, 1 of Aero-
bacter, 7 of Pseudomonas aeruginosa, 12 of Streptococcus, 10 Staphylo-
coccus, 1 not identified gram-negative baccillus, 1 not identified granr
positive baccillus and 1 not identified gram-positive coccus. All of
these strains are sensitive to NFI in concentrations lower than 230
pg/1 ml.

The patogenous strains less sensitive to NFI are those corresponding
to Pseudomonas and Proteus. However, NFI is the most active product
among those tested on these germs. The remaining microbian kinds
present a lesser and more variable ressistance; as an average, the
Staphylococcus are the most sensitive organisms.

NFT has a low toxicity for animal organisms but its stability in vitro
seems to be poor. Its possibilities as chemotherapic may become
hampered for this reason, but its great activity in vitro suggest the
convenience of further study with related substances.
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INSTITUT «PASTEUR»
SERVICE DE MICROBIOLOGIE DU SOL

INTERACTIONS ENTRE LES MICROORGANISMES
TELLURIQUES ET LES PLANTES

PAR
J. POCHON (*)

¢

" On ne saurait plus considérer les plantes comme faisant leurs
synthéses tissulaires uniquement & partir du carbone du gaz carbonique
atmosphérique, d’une part, des sels et de ’eau puisés dans le sol, d’autre
part, ces sels n’étant eux-mémes que la fraction soluble des minéraux
telluriques. o

On sait maintenant, en effet, que le sol est un véritable organisme
vivant, ayant son propre métabolisme, qu’en réalité les plantes vivent
des produits de ce métabolisme et que, de leur coté, elles agissent sur
les modalités de la vie du sol. Ainsi est constituée une biocénose
étroite entre les microorganismes telluriques et la végétation; elle
conditionne le «sol», au sens des pédologues et des agronomes, formé
a partir de la roche mére originelle. .

L’étude de cette biocénose ne peut étre qu’écologique et le fait
dominant mis en évidence est qu’il existe un double gradient d’intensité
et de spécificité des interactions plantes-microorganismes: l'un fopo-
graphique fonction de la distance de la plante, 'autre phylogénétique,
fonction du degré d’adaptation spécifique réciproque des microorga-
nismes et de la plante. Cette distinction est d’ailleurs plus théorique que
réelle car les deux types de processus interférent souvent.

Loin des racines, et méme en dehors de toute végétation (tout au

(") Conferencia pronunciada en el Centro de Investigaciones Bioldgicas, del
C. S. L C. (Madrid, 20-111-1968).
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moins dans un passé récent et pour autant qu’antérieurement des
plantes aient permis la constitution du complexe organominéral telluri-
que), le sol a sa vie propre. Elle assure la pérennité de la Vie 4 I’échelle
planétaire puisque, par ses produits de métabolisme, directement et
indirectement, elle assume la nutrition des végétaux, mettant continuel-
lement a la disposition de ceux-ci les éléments minéraux essentiels.

1l ne faut pas oublier en effet que le stoc de matiére organique du
sol, partiellement humifiée, est bien supérieur a la quantité de matiére
organique vivante de la biosphére, & tout moment. Inutilisable directe-
ment par la plante, il doit étre, de fagon constante et progressive, miné-
ralisé, cette minéralisation est d’ailleurs elle-méme couplée a des
réactions de synthése qui assurent, dans un sol en équilibre climacique,
le maintien du stoc humique & un niveau constant. Il n’est pas question
d’envisager ici ’ensemble de ces phénomeénes classiques de minéralisa-
tion, mais quelques points méritent cependant d’étre briévement men-
tionnés car les phénoménes d’équilibre microbien y jouent un réle
majeur.

En ce qui concerne la minéralisation de I’azote, il convient d’insister
sur le fait que Pammonification de la matiére organique ne doit pas
étre considérée, du point de vue qui nous occupe ici, séparée de son
contexte éconogique car la dynamique de ce phénoméne est fonction 3
la fois de la nature du substrat organique et de la teneur du sol en
humus; de facon plus précise, des rapports C/N de ce substrat et de
cet humus.

Comme toutes les réactions biologiques du sol se font en chaine,

I’ammonification, ainsi considérée dans sa complexité écologique, con-

_ditionne partiellement la nitrification; le niveau en «azote valable» d’un

sol ne doit jamais étre considéré, d’ailleurs, de la fagon statique mais,
lui aussi, dans sa dynamique écologique, fonction de 'ammonification
préalable, des conditions telluriques (favorisant ou non les Nitrosomonas
et les Nitrobacter) et de la végétation (en particulier de ses préléve-
ments en nitrates).

Le fait essentiel est que cette vie du sol met constamment a la dis-
position des végétaux, dans les conditions naturelles normales et favo-
rables, les quantités de nitrates nécessaires a leur nutrition azotée (il
n’est pas question ici des sols de «culturey).

La libération des éléments minéraux de leurs complexes organiques



Les microorganismes telluriques et les plantes 119

(et par conséquent leur mise & la disposition des plantes) est également
le fait de cette vie du sol: Suivant le potentiel d’oxydoréduction de
celui-ci, la minéralisation se fait en aérobiose ou en anaérobiose pour
aboutir a la forme minérale oxydée ou réduite de 1’élément consi-
déré; le plus souvent 'une des deux seulement est soluble (et donc
utilisable par la plante); mais presque toujours un équilibre s’établit,
variable dans le temps. et les horizons, entre les germes oxydants et
réducteurs si bien que, sauf dans des cas particuliers défavorables, la
plante trouve toujours les éléments minéraux qui lui sont indispensables,
pour autant qu’ils soient présents dans la roche-mére.

Pour en terminer avec cette «vie propre du soly, il faut évidemment
rappeler que les pertes constantes en azote sont compensées, a I’échelle
planétaire, par la fixation biologique de 1’azote atmosphérique et que
I’énergie est fournie (carbone organique & la disposition des hétérotro-
phes) par les processus biologiques ‘de décomposition des substances
organiques carbonées, en particulier de la cellulose.

Méconnaitre cette Vie propre du sol serait une lacune grave, a
la base des interactions entre les microorganismes et les plantes.

Un des deux aspects de ces interactions est I'influence de la plante
sur la Vie du sol, autre étant, inversement, celle des microorganismes
sur la physiologie de la plante.

C’est dés la phase d’imbibition et de germination de la graine que
le végétal retentit sur la microflore tellurique (Spermosphére) par
I'intermédiaire de sa propre microflore, de ses constituants de surface
et des exsudats. Au fur et a mesure de la croissance de la plante, par
ses secrétions radicellaires surtout, celle-ci accentue cette perturbation
(Rhizosphére), faible a distance des racines, d’autant plus intense que
I’on considére un locus proche (gradient topographique).

Il ne saurait étre question, évidemment, de traiter de la rhizosphére,
notion maintenant classique, avec ses perturbations de I'équilibre tel-
lurique, portant sur la répartition morphologique, physiologique et
nutritionnelle des germes; notons seulement deux points.

Tout d’abord le mécanisme de cette perturbation: il n’est pas
seulement le fait des secrétions radicellaires, mais aussi des excrétions
des microorganismes eux-mémes (ceux de la graine, du sol et de la sper-
mospheére); dans cet ensemble 'on peut dissocier des facteurs stimu-
lants et inhibiteurs ‘plus ou moins spécifiques, aboutissant & une sélec:
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tion des espéces par I'intermédiaire de leurs taux de croissance et de
leur pouvoir de synthése. _

En second lieu il faut insister sur le fait que, dans I’ensemble, cette
perturbation se traduit par une augmentation du nombre des bactéries
et de leur activité physiologique, avec accélération de la rotation des
cycles biologiques (carbone, azote, éléments minéraux).

Ceci nous ameéne a envisager I’aspect symétrique des interactions:
influence des microorganismes sur la plante.

Cette accélération de la rotation des cycles va, tout d’abord, mettre
a tout moment davantage d’éléments nutritifs & la disposition de la
plante, d’ot1 effet bénéfique pour celle-ci (sauf dans le cas ou il y a con-
currence avec le végétal pour certains corps, en particulier I’azote—voir
3é conférence). ' l

~ Mais, outre cette action classique, les miecroorganismes telluriques,
au sein de la rhizosphére, on le sait maintenant, agissent aussi direc-
tement par leur propre métabolisme: excrétions de produits du type
des hétérauxines; ’acide B-indol-acétique, en particulier, est synthéti-
sé par de nombreux organismes et 'on a pu démontrer, au laboratoire,
Iaction de ces bactéries sur les premiers stades de la croissance. Mais
excrétions, aussi de molécules beaucoup plus volumineuses dont on
sait maintenant, qu’elles peuvent étre absorbées par les racines: acides
aminés, sucres, acides organiques, facteurs de croissance, stimulines
diverses; la comparaison de la composition des tissus de plantes qui
proviennent de graines désinfectées, cultivées stérilement, et de plantes
cultivées en présence de certaines souches bactériennes, pures ou en
association, a montré des différences notables, presque toujours en
faveurs de ces derniéres. C’est ainsi que ’on peut parler d’une véritable
«nutrition complémentaire organique» des végétaux.

Il est enfin un point important & connaitre: ce sont les interactions
des microorganismes entre eux au sein de la rhizospheére; les phénome-
nes de satellitisme (synergie) ou d’inhibition y sont intenses et jouent
un r6le majeur dans I’équilibre des phytopathogénes; une meilleure
connaissance de ces phénoménes pourra vraisemblablement les faire
utiliser pour le contrdie biologique des infections végétales bactériennes
et fongiques. '

Il reste 4 envisager maintenant un aspect tout a fait récent des
interactions plantes-microorganismes; pendant. longtemps on a con-
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~ sidéré, a part, les germes saprophytes, pathogénes et symbiotiques,
qu’ils soient bactériens ou fongiques.

C’est cependant en ce qui concerne les champignons que lon a
reconnu en premier lieu tous les cas de transition entre ces trois groupes
et tout particuliérement ’adaptation phylogénétique & la mycorhization.

Mais c’est surtout le cas des bactéries qui sera évoqué ici et, laissant
de coté les phytopathogénes, uniquement celui de l’adaptation a la
symbiose. Des travaux, qui ne remontent pas a plus de quelques années,
ont mis en évidence deux ordres de faits, dont I'interprétation présente
encore une large part d’hypothése, mais cependant trés suggestifs.

Tout d’abord, chez les Azotobacter, considérés comme des sapro-
phytes typiques, on a pu montrer que le plus souvent les souches isolées
de la rhizosphére d’une plante définie étaient plus actives sur cette
espéce végétale, lors de la bactérisation des graines (non pas tant par
'azote fixé que par les produits synthétisés); bien plus, dans quelques
cas et pour certaines plantes, les passages répétés, de la souche ainsi
isolée, sur de jeunes plantules (ou sur des millieux additionnés de secré-
tions radicellaires de celles-ci), permettent d’obtenir des souches encore
plus actives, a tel point qu’il est permis de se demander si 'on n’assiste
pas la a 'ébauche d’une adaptation spécifique (sans préjuger du méca-
nisme: adaptation, mutation, sélection).

En ce qui concerne les Rhizobium, considérés, eux comme des sym-
biotiques typiques, il n’est évidemment pas de notre propos de traiter,
ni méme d’évoquer, les caractéres classiques de la symbiose parfaite
et effective, mais de remarquer seulement que, si ’'on se place au point
de vue de la biologie pure (et non de l’agronomie), il existe tous les
intermédiaires entre les saprophytes (souches non infectantes), les para-
sites (souches infectantes ineffectives) et les symbiotiques (souches in-
fectantes et effectives). ’

- Des travaux récents permettent d’aller plus loin et, tout au moins
a titre d’hypothése de travail, d’évoquer une phylogénie des souches et
méme des espéces: L’analyse plus attentive de la spécificité d’hote
(inoculation croisée) d’une part, I'observation de nodules stériles chez
les 1égumineuses et leur infestation secondaire (naturelle ou artificielle)
par des souches non spécifiques permettant ultérieurement d’obtenir
des races infectives plus ou moins spécifiques et plus ou moins efficien-
tes, suggéfent I’hypothése d’une phylogénie qui, partant de germes
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telluriques indifférenciés saprophytes, couvriraient toute la gamme des
relations plante-Rhizobium évoquée plus haut et méme, de fagon plus
hardie, des rapprochements avec Agrobacterium.

Il apparait donc de plus en plus, a titre de conclusion, que la physio-
logie de la nutrition est trés directement commandée par la micro-
flore tellurique, que, inversement, les plantes conditionnent pour une
large part la vie du sol et surtout, en fin de compte, que cette interaction
assure en fait la pérennité de la vie & la surface des terres.



INSTITUT «PASTEUR>
SERVICE DE MICROBIOLOGIE DU SOL

_ LA FERTILITE DANS SES RAPPORTS
AVEC L’HUMIFICATION ET LA CONSERVATION
DES SOLS

PAR

J. POCHON (¥)

Organisme vivant le sol prend naissance, & partir de la roche-mére
originelle, au cours des processus d’érosion physiques e chimiques,
et par prolifération- de microorganismes: bactéries, champignons,
algues surtout. Il se développe ensuite (pédogénése) plus ou moins
rapidement selon les conditions locales pour parvenir enfin a°1état
de maturité, de sol adulte, pourrait-on dire; ’équilibre de ce sol adulte
est fonction essentiellement de la nature de la roche-mére, du climat
et de la végétation. ' '

Il a acquis une structure ot les colloides minéraux et organiques,
complexés, jouent un role majeur puisque c’est a4 leur contact que
proliférent surtout les microorganismes, et puisqu’ils réglent I’état et
la circulation de I’eau, elle-méme déterminant le potentiel d’oxydo-
‘réduction (conditionnant I’équilibre des processus biologiques aérobies
et anaérobies, avec tout ce que cela implique au point de vue biochi-
mique). Ce sol adulte respire, absorbant de I'oxygéne et rejetant du
gaz carbonique. Il assimile (faisant la synthése de matiéres organiques)
et désassimile (minéralisant les composés organiques). Il élabore des
substances humiques de réserve, agissant comme un véritable volant
régulateur de I’équilibre minéralisation-synthése.

(*) Conferencia pronunciada en el Centro de Investigaciones Biolégicas, del
C. S. I. C. (Madrid, 21-111-1963).
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Mais I’évolution peut se poursuivre: des phénoménes de vieillisse-
ment apparaissent; les réactions de minéralisation 'emportent sur celles
de synthéses organiques; les réserves humiques s’épuisent et peu i peu
le sol, perdant toute activité biologique, aboutit & un état de dégra-
dation que 'on peut comparer 4 la mort. Trop souvent, d’ailleurs, c’est
I'ingérence humaine dans les processus naturels, ce sont des pratiques
culturales mal conduites qui aboutissent & ce résultat lamentable.

Le sol a vu diminuer, ou méme disparaitre sa fertilité, il a perdu
sa structure et les phénoménes d’érosion hydrique et éolienne, auxquels
il est devenu trés sensible, peuvent entrainer sa disparition totale.

Dans cet exposé nous verrons tout d’abord ce qui caractérise,
maintient et perturbe I'équilibre biologique d’'un sol parvenu & matu-
rité, en équilibre climacique; c’est le probléme de la fertilité biologique.
Nous verrons ensuite les moyens de lutter contre la sénescence et la
~ mort du sol; c’est le probléme de la conservation biologique.

Mais il faut auparavant insister sur un fait capital: Il n’y a pas de
relation simple et directe, pour un sol donné, entre la notion de ferti-
lité actuelle, que I’agriculteur évalue en «rendement de culture» et
celle de conservation de ce méme sol; bien plus, assez fréquemment,
il y a une certaine incomptabilité entre les facteurs qui déterminent
la fertilité maximum et ceux qui assurent la conservation. C’est d’ailleurs
ce qui fait le drame de ce dernier probléme car il n’est pas seulement
scientifique, mais aussi économique et social-

Quoi qu'’il en soit, il sagit 12 de questions extrémement vastes dont
il ne peut étre donné qu'un exposé synthétique qui consistera surtout
A penser en biologiste des notions agronomiques souvent assez banales.

I) LA FERTILITE BIOLOGIQUE

Dans le sol adulte, cette fertilité biologique est fonction de I’harmo-
nie entre les réactions de minéralisation et de synthése; il s'établit
un équilibre, non pas statique, mais dynamique. Il faut donc envisager
d’abord les facteurs perturbants de cet équilibre, puis nous verrons
ses relations avec la végétation spontanée, climacique, et enfin avec
les végétations artificielles que constituent les cultures agronomiques.
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A) Facteurs perturbants de I'équilibre biologique du sol

Il ne saurait étre question de traiter des facteurs naturels que sont
les saisons et les climats sinon pour insister sur le fait qu’ils condition-
nent dans une large mesure la résistance ou, au contraire, la fragilité
des sols; issu de la méme roche-mére un type de sol pourra étre d’une
trés grande fragilité sous un climat et beaucoup plus résistant sous un
autre.

Ce sont les facteurs humains, en d’autre terme les facons culturales,
qui nous intéressent ici au premier chef et, en particulier, ce qu’ils
peuvent avoir de néfaste pour I’équilibre du sol.

Les traitements physiques (labours sous toutes ses formes et va-
riété) influent grandement sur la vie du sol: modifiant la répartition
des matiéres énergétiques, aérant les parties profondes ils stimulent la
microflore, surtout les germes aérobies, dans tous les groupements
fonctionnels; il y a donc une accélération plus ou moins durable de la
rotation de tous les cycles, mettant davantage d’éléments nutritifs a
la disposition de la plante, d’ot son aspect bénéfique pour la culture;
mais il ne faut pas oublier que cela signifie aussi une augmentation de
la minéralisation des matiéres organiques avec les dangers impliqués
pour certains sols fragiles sous nos climats et surtout en climat tropical
(en particulier aprés dénudation de la surface par un procédé quel-
conque). 4 -

Ces effets, et ces dangers, on les retrouve avec un autre type de
traitement, le chaulage des sols acides pour relever le pH; la stimula-
tion de la microflore, comme ci-dessus (mais évidemment par un autre
mécanisme )est extréme. Si le danger est faible pour des sols riches
en matiéres organiques (mors tourbeux par exemple) il est grand pour
certains sols acides minéraux sableux dont les derniéres réserves orga-
niques se trouvent finalement minéralisées si la remontée du pH est
trés accentuée (d’autant plus que ces sols ont un pouvoir tampon trés
faible). Signalons d’ailleurs qu’ils ont souvent été artificiellement acidi-
fiés par incorporation de soufre (sols de vignobles; traitement anticryp-
togamique; le soufre stimule la prolifération des thiobacilles généra-
teurs d’acide sulfurique); secondairement certains éléments minéraux,
comme Cu, associé au soufre, manifestent toute leur toxicité.

Mais ce sont évidemment les engrais, minéraux et organiques, qui

3
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sont les agents perturbateurs les plus puissants de I’équilibre biologique
du sol.

Les engrais minéraux (surtout azotés), a coté de leur action favo-
rable aux cultures, ont une incidence, trop souvent oubliée, sur la vie
du sol. Ils stimulent énergiquement les microorganismes; directement,
en fournissant I’azote nécessaire pour minéraliser le carbone organique
tellurique; indirectement, par l'effet rhizosphére accru des plantes a
prolifération plus vigoureuse. Par ce double mécanisme ils accélérent
la minéralisation des réserves organiques, surtout des matériaux i
rapport C/N élevé et ils abaissent celui-ci: deux facteurs essentiels
du vieillissement des sols; le danger est surtout grand pour les sols
«minéraux» qui peuvent encore s’appauvrir; leur évolution périlleuse
est masquée par une sorte de «survie artificielle» jusqu’au jour de
I’effondrement de la fertilité, les plantes ne réagissant méme plus aux
engrais minéraux.

L’analyse de I’action perturbatrice des engrais organiques est beau-
coup plus complexe car trés variable suivant le degré de compostage
de ceux-ci, selon le rapport C/N du, substrat enfoui et selon ce méme
rapport du sol traité. Nous ne pouvons donner ici que les principes
généraux. 7

Si le degré de compostage est élevé (fumiers naturels ou artificiels),
les matiéres aisément fermentescibles ont déja été métabolisées; ’action
sur la microflore tellurique sera tardive et prolongée; s’il est bas, au
contraire, ces mémes substances se trouvent encore en quantité appré-
ciable lors d’enfouissement; la stimulation de la microflore du sol sera
précoce et enérgique; comme il s’agit le plus souvent de substances
glucidiques, il pourra y avoir carence temporaire en azote. :

La question du rapport C/N est beaucoup plus difficile. En sché-
matisant & Uextréme on peut dire que si le substrat incorporé a un C/N
bas (certains fumiers, des engrais verts trés jeunes) les processus d’am-
monification vont aboutir 4 une libération brutale de NH,, surtout
dans les sols peu humiféres (voir conférence I) dont une partie
(jusqu’a 50 pour cent) peut se dégager dans I’atmospheére, d’ou véritable
gaspillage en azote. Inversement si le rapport C/N est élevé (certains
fumiers, végétaux 4gés et surtout les pailles), la quantité d’azote néces-
saire pour métaboliser le carbone sera prise dans le sol, d’ott abaissement
du niveau nécésaire a la nutrition des végétaux; cependant, & longue
échéance, le phénoméne sera biologiquement et naturellement corrigé

4
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par fixation d’azote moléculaire (germes fixateurs) secondairement
ammonifié puis nitrifié. De tels engrais sont initialement dépressifs sur
les cultures mais fortement humigénes. Enfin, c’est avec un enfouisse-
ment de substrat de C/N bien équilibré pour un type de sol donné
que l'on aura leffet optimum sans gaspillage et sans carence en azote.

B) Equilibre biologique et végétation spontanée

Il s’agit ici d’'une étude élargie de la «Rhizosphére» (voir conféren-
ce I.) non plus & I’échelle d’une plante mais d’une «population».

L’équilibre biologique climacique (sol, climat, végétation) se traduit-
il également par un équilibre défini de la microflore?
 I’étude statique du probléme a montré (Ecole russe) que la loi de
zonalité mettait en évidence un rapport dans les diverses zones entre
les associations végétales et la répartition de certaines espéces micro-
biennes, en particulier des Bacillus. '

Plus intéressants (encore que trés partiels a ce jour) sont les résultats
des études dynamiques: il s’agit de suivre I’évolution de la microflore
sur des catena de sols bien définis par leurs associations phytosociologi-
ques. (qu’il s’agisse de catena évolutives—recherches allemandes; ou
topographiques—recherches frangaises).

Dans les deux cas il est possible d’aboutir a la conclusion qu’il existe
bien un rapport entre microflore et végétation spontanée, I’évolution
des deux étant associée; il semble que, assez souvent, ’équilibre clima-
cique parfait se traduit par un palier d’activité minimum de la micro-
flore.

C) Equilibre biologique et culture

Existe-t-il un rapport, également, entre la microflore et la fertilité
des sols, au sens agronomique du terme? Question d’intérét majeur pour
la prospection des terres. Elle ne peut étre résolue qu’en tenant compte
de la «vocation» propre du sol; il serait absurde de comparer biologi-
quement la fertilité d’un sol de vignoble et d’'une terre a blé.

D’une maniére trés générale, cependant, on peut admettre que la
fertilité va de paire avec I'activité biologique (rotation des cycles), done
avec la présence d’'un grand nombre de microorganismes. Si I’on cher-
che & préciser cette action on pense que certains groupements, ou espé-
ces seraient des témoins, des tests, particuliérement fidéles et sensibles;
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ce rdle a été dévolu aux Azotobacter, aux nitrificateurs; il semble bien
que les bactéries cellulolytiques aérobies soient surtout valables, tra-
duisant une rotation satisfaisante 4 la fois des cycles de N et de C ainsi
qu’une bonne humification.

II) LA CONSERVATION BIOLOGIQUE DES SOLS

Il est possible d’étre maintenant assez bref car il ne s’agit que de
tirer des conclusions de ce qui vient d’étre exposé.

En effet le probléme majeur est celui de la conservation, ou de
Paugmentation, du stock humique puisque ’humus assure a la fois la
fertilité, la santé des plantes, la structure du sol et sa résistance aux
agents de dégradation, enfin est un volant régulateur de son équilibre
biologique.

Tout phénoméne de senescence se traduit par une diminution du
taux d’humus et une baisse de son rapport C/N.

Or il est des facteurs normaux, inéluctables, de minéralisation: la
vie méme des microorganismes telluriques. Dans un sol non cultivé,
en équilibre climacique (jachére—prairie naturelle) cette minéralisation
lente est évidemment fonction du climat. En France on admet 2 pour
cent de la masse totale d’humus, par an; pour une teneur moyenne en
humus de 3 pour cent (90 tonnes/ha) cela représente & peu prés
2 tonnes/ha/an. Dans les sols qui viennent d’étre évoqués ces pertes
son équilibrées par les gains (résidus des végétaux non récoltés, fixation
biologique de N) et le stock humique se maintient.

Il en va tout autrement dans les sols cultivés, avec récolte: la méme
minéralisation lente se produit, encore accélérée par I'action des engrais
minéraux (voir ci-dessus). Il s’y ajoute I’action des plantes et leur expor-
tation. Les gains (résidus des racines) ne compensent jamais les pertes
et le déficit de la balance s’accentue au contraire d’autant plus que la
culture est plus intensive. Les enfouissement artificiels d’une fraction
des parties aériennes ne suffit pas pour rétablir ’équilibre (au mieux
70 pour cent des pertes seulement), méme avec les meilleures rotations,
sauf en cas d’'une nnée de légumineuses totalement enfouies.

Comment donc rétablir la balance organo-humique, comment done
assurer la conservation du sol?

L’augmentation des doses d’engrais minéraux va a l’encontre du
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but recherché puisqu’ils hitent la minéralisation de ’humus et ’aug-
mentation des récoltes ne fait qu’accentuer le déficit de la balance.

Les meilleures rotations sont insuffisantes, sauf si ’enfouissement
total d’'une légumineuse revient assez souvent, ou encore avec la pra-
tique des cultures alternées ou dérobées, ce qui n’est pas toujours agro-
nomiquement ou économiquement favorable.

L’enfouissement des engrais organiques seuls est souvent trop
couteux; la conservation du sol est assurée mais le gaspillage en azote
n’est pas toujours facile & éviter; non plus, & Popposé, que la faim en
azote du sol, dépressive sur les cultures, donc sur la fertilité immé-
diate et les rendements.

En fin de compte la seule solution satisfaisante, dans la majorité-
des cas, est I’associatian des engrais minéraux et organiques; on a
trop tendance 4 les opposer alors que leur action synergique est au
contraire remarquable. '

En effet, les organiques assurent une meilleure utilisation des miné-
raux par la plante, apportent a celle-ci la nutrition complémentaire
favorable (voir conférence I), accroissent la tolérance des sols aux
minéraux, permettent la reconstitution du stock humique. Les minéraux,
de leur cbté, sont immédiatement valables pour la plante et assurent un
métabolisme correct des organiques dans le sol.

Mais tout ceci, & condition que soient parfaitement équilibrées, c’est
I’essentiel, les quantités respectives des deux types d’engrais en fonction
du rapport C/N de l'organique, du type de sol, de la culture a venir et
du but recherché, insistant sur le rendement ou sur la reconstitution du
stock humique. C’est & dire qu’il faudra toujours réfléchir en biologiste
et envisager les phénoménes sous leur aspect dynamique.

En effet, et ce peut étre notre conclusion, c’est bien l'activité har-
monieuse des microorganismes telluriques qui assurent, en fin de comp-
te, d’'une part la nutrition de la plante, d’autre part la pérennité de
la vie du sol, c’est a dire la fertilité et la conservation de ce sol.



INSTITUT «PASTEUR>
- SERVICE DE MICROBIOLOGIE DU SOL

ASPECT ACTUEL DU PROBLEME DE LA
CELLULOLYSE

PAR

J. POCHON (*)

11 est peu de probléme, en Microbiologie, qui soit lié & des questions
aussi diverses que celui de la dégradation biologique de la cellulose.

Cette dégradation intéresse en effet A la fois le pédologue (et ’agro-
nome), I'industriel et le physiologiste.

Le pédologue et 'agronome trouvent 13, en effet, le processus biolo-
gique probablement le plus important, quantitativement, 4 la surface
du globe et la microbiologie du sol un de. ses chapitres les plus vastes.
La cellulose n’est elle pas la substance organique la plus abondamment
incorporée au sol? Incorporation naturelle et spontanée, par les résidus
végétaux et les chutes foliaires; artificielle, par enfouissement de pailles,
d’engrais verts et de fumiers naturels ou artificiels. Sa décomposition
dans le sol est liée au probléme de I’humification (voir conférence II).

L’industriel, lui, voit surtout dans ce probléme l’aspect fermenta-
tion au cours de la fabrication des composts; les souches thermophiles
sont pour lui d’un intérét majeur.

Enfin le physiologiste ne peut ignorer cette partie de la bactériolo-
gie, s’il s'occupe. de dégradation et de nutrition puisque 'immense
majorité des animaux et ’homme, dépdurvus de cellulase, ne digérent
la cellulose que par l'intermédiaire des bactéries hébergées dans leur
tube digestif. ' '

(*) Conferencia pronunciada en el Centro de Investigaciones Bioldgicas, del
C. S. 1..C. (Madrid, 22-111-1968). .. .
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Pourtant, et malgré le nombre ¢onsidérable de travaux qui lui ont
été consacrés, la dégradation biologique de la cellulose est encore
imparfaitement connue, méme dans certain de ses aspects majeurs.
Il ne saurait étre question de la traiter dans son ensemble et nous
envisagerons seulement deux aspects: Quels sont les germes effective-
ment responsables de la cellulolyse, d’'une part? Quel en est le méca-
nisme enzymatique, d’autre part? Débordant le cadre de la microbio-
logie du sol proprement dite, nous tenterons de répondre 4 ces questions
a la fois pour les bactéries telluriques (aérobies et anaérobies), laissant
de coté les champignons, et pour celles du tube digestif. Cette vue
d’ensemble est en effet préférable pour la compréhension du phé-
nomene.

Mais avant d’entreprendre cette étude il faut insister sur le fait que
les techniques ont ici une importance primordiale: la cellulose étant
un substrat insoluble ’expérimentateur n’a a sa disposition que la fibre
de cellulose purifiée; on a tenté de la remplacer par les produits de
dégradation de celle-ci, partiellement dépolymérisés, plus ou moins
solubles et susceptibles d’étre mis en suspension; ce sont les «celluloses
régénérées» des classiques et les différents dérivés (carboxymethylcel—
lulose, Blanose...) des modernes.

Les techniques d’isolement de souches différent profondement selon
le type de substrat utilisé: :

Avec la cellulose fibreuse (pratiquement le papler filtre ou le coton)
Pobtention de colonies uniques est impossible; par passages successifs
sur les milieux, on assiste & un enrichissement progressif en bactéries
cellulolytiques, jusqu’au stade de culture présentant des caractéres (que
nous verrons plus loin) permettant de les considérer comme pures.

Avec les celluloses partiellement dépolymérisées, des colonies
isolées peuvent étre obtenues sur gélose ol ce substrat a été incorporé,
suivies d’isolement avec les techniques classiques de la bactériologie.

LES BACTERIES AEROBIES TELLURIQUES

Les recherches fondamentales des premiers chercheurs, et en par-
ticulier de 'Winogradsky, ont été réalisées sur papier (silico-gel-papier)
et ont permis lindividualisation de deux grands groupes: celui des
Cytophaga et celui des Cellvibrio.

Rappelons que les premiers, appartenant aux Myxobacterles aspo-
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rangiales, ont souvent un cycle évolutif complexe (microcystes chez
les Sporocytophaga) et donnet sur papier des colonies colorées, riches
en humus (ancienne «gelée» cytophagienne), peu extensives et atta-
quant profondément le substrat.

Les seconds sont des vibrions typiques, avec un cil polaire, dont les
colonies sur papier sont colorées, extensives et ne I'attaquant que trés
superficiellement. ' ’

Dans les deux cas il s’agii de germes vivant directement au contact
de la fibre, cellulolytiques presque obligatoires, puisqu’ils n’utilisent
guére comme source carbonée, outre la cellulose, que le glucose et le
cellobiose a faible concentration.

Si 'on emploie pour lisolement des cellulolytiques aérobies la
cellulose partiellement dégradée (deuxiéme technique), il est tout a
fait exceptionnel que l'on retrouve ces deux types de germes, mais,
au contraire, une trés grande variété d’espéces réparties parmi les
Bacillus, les Corynébactéries, les Cellulomonas, les Pseudomonas et
enfin des germes que l'on fait rentrer dans les Cellvibrio, & tort car ils
sont lophotriches ou méme péritriches. Ces germes sont trés rarement
pigmentés, le plus souvent polyphages et un bon nombre d’entre eux
inactifs sur la cellulose fibreuse.

Nous trouvons donc ici, pour la premiére fois, une opposition radi-
cale dans les résultats suivant la technique utilisée.

LES BACTERIES ANAEROBIES TELLURIQUES

Ici, la presque totalité des recherches on été effectuées sur la cellu-
lose du papier: des tubes, contenant un milieu liquide salin et une
feuille de papier filtre comme seule source de carbone, sont ensemencés
avec de la terre, désaérés, scellés sous vide et portés a ’étuve. Apres
attaque du papier (coloration variant du jaune au brun), des passages
successifs sont effectués sur le méme milieu; cette méthode d’enrichis-
sement progressif aboutit, aprés une dizaine de passages le plus sou-
vent, & l'obtention de souches optiquement pures au microscope,
anaérobies strictes, ne cultivant pas sur les milieux usuels et presque
toujours cellulolytiques obligatoires. Il s’agit toujours de bétonnets
sporulés, & spore déformante, classable dans les familles des Clostri-
dium, Plectridium ou Terminosporus. Comme produits de métabolisme
ou trouve des gaz (CO, et H,), des acides organiques fixes et volatils

3



134 J. Pochon

(le plus souvent formique et acétique, ou acétique et butyrique, plus
des traces d’'un troisiéme), de peutes quantités d’alcools parfois de
sucre réducteur.

Sept a huit espéces ont été ainsi individualisées, mais presque
toujours, conservées au laboratoire, avec repiquages réguliers, ces
espéces voient leurs caractéres se modifier: diminution de l’anaéro-
biose stricte (allant jusqu’a I’apparition de colonies en aérobiose), perte
progressive de lactivité. cellulolytique (toujours pour les germes des
colonies aérobies), apparition d’une polyphagie. :

Les auteurs ne sont pas d’accord sur l’mterpretatmn de ces faits:
réapparition de contaminants (germes associés dés le début des cultures
mais ayant passé inapercus), mutation et sélection au sein d’une souche
initialement pure (en pourrait alors parler d’espéces secondairement
contaminées par leurs propres mutants). La tendance actuelle est
plutdét de nier la validité des espéces décrites a la suite d’isolements
réalisés avec cette méthode.

‘Cependant il faut bien dire que les quelques essais réalisés avec la
deuxiéme méthodologie et ayant abouti & l'isolement d’une espéce,
aprés passage par colonie unique sur gélose a la cellulose précipitée,
n’entrainent pas plus la conviction de l'obtention d’une souche pure.

La question des anaérobies cellulolytiques telluriques reste donc
non résolue définitivement.

Elle se pose de facon identique pour les souches thermophiles
(celles qui intéressent surtout les industriels) aussi n’est-il pas besoin
d’y insister. ,

LES ANAEROBIES DU TUBE DIGESTIF

Dés les premiéres études consacrées a ces germes on s’apergut de
leur faible pouvoir de synthése: ils ne peuvent étre cultivés sur milieu
minéral, comme les telluriques, et I'addition d’un.filtrat stérile du
contenu digestif de I’animal héte fut pendant longtemps la meilleure
méthode; des recherches plus récentes ont permis d’analyser les besoins
plus précis en acides aminés et en facteurs de croissance; on s’apergut
également qu’ils exigeaient une anaérobiose trés stricte et qu’il y avait
intérét & ajouter des réducteurs pour abaisser le potentiel d’oxydo-
réduction.

Compte tenu de ces faits, les premiéres souches isolées le furent
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selon la technique des enrichissements progressifs sur milieu liquide
avec feuille de papier filtre; c’est ainsi qu'une demie-douzaine d’espéces
furent décrites, isolées de la panse des ruminants, de nombreux her-
bivores, de I'intestin humain, de larves xylophages...

Ce sont tout des batonnets sporulés, morphologiquement identiques
aux anaérobies cellulolytiques telluriques; leurs caractéres biochimi-
ques sont également trés voisins, ainsi que les modalités de I’évolution
des souches conservées au laboratoire. Par conséquent les mémes pro-
blémes se posent que pour les souches du sol; nous n’y reviendrons
pas; on peut, en fait, les considérer comme des telluriques adaptés a
la vie dans le tube digestif et ayant, de ce fait, perdu une partie de
leur pouvoir de synthése.

Pour le cas des anaérobies du tube digestif, de trés nombreuses
recherches ont été, par contre, effectuées sur milieu a ld cellulose
régénérée et partiellement dépolymérisée: les résultats sont totalement
différents; & partir de la panse des Ruminants, surtout, furent isolées
des souches non sporulées, dont les unes sont de trés petits bitonnets,
le sautres des coques et pour lesquelles furent créés les genres Rumino-
bacter et Ruminococcus; en réalité I'individualisation des espéces au
seis de ces genres est assez délicate.

L’entretien des souches et méme lobtention de cultures vraiment
pures sont encore aléatoires mais il ressort cependant de ces travaux
quil s’agit de germes & métabolisme assez lent au laboratoire, relati-
vement peu actifs sur la cellulose fibreuse et donnant essentiellement
des acides organiques fixes et volatils, ainsi que des sucres réducteurs
comme produits de dégradation.

L’origine de ces espéces, dont aucun homologue «libre» n’a jamais
été trouvé dans le sol, est complétement inconnue.

Nous retrouvons done, ici encore, la dualité des types de micro-
organismes isolés selon que cet isolement a été réalisé avec I'une ou
I’autre des deux méthodologies.

2

ACTIVITE ECOLOGIQUE DES BACTERIES CELLULOLYTIQUES

La question se pose évidemment de savoir quels sont les germes
affectivement actifs dans leur milieu écologique propre, sol ou tube
digestif.
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En ce qui concerne le sol elle fut surtout discutée pour les aérobies
et deux positions nettement séparées ont été prises.

Pour les uns, & la suite de Winogradsky, les Cytophaga et C'e.ll-;‘
vibrio authentiques jouent un réle majeur: ce sont toujours ceux isolés
en condition écologique (grain de terre sur silico-gel papier), ce sont
ceux les plus spécialisés (cellulolytiques obligatoires), ceux enfin dont
'attaque du papier est la plus énergique.

Pour les autres, au contraire, les espéces isolées sur gélose i la
cellulose précipitée sont plus importantes: ce sont les germes les plus
nombreux dans le sol lorsque I'on fait des numeérations par cette tech-
nique; du fait de leur polyphagie ils peuvent se développer dans toutes
les conditions nutritionnelles. '

En ce qui concerne le tube digestif, on retrouve sensiblement les

" mémes positions quant & I’activité, en conditions écologiques, des bac-

~ téries sporulées isolées sur cellulose fibreuse et des non sporulées isolées
sur cellulose précipitée; en faveur de ces derniéres il est apporté un ar-
gument supplémentaire, c’est que 'examen direct, sur frottis du contenu
de panse, ne monire quun pourcentage trés minime de bitonnets
sporulés et un trés grand nombre de cocci; il ne faut cependant pas
oublier qu’a cdté des cellulolytiques, on trouve dans cet organe une
microflore associée extrémement abondante. »

Il semblerait donc bien difficile de trancher ces opinions contra-
dictoires si des recherches plus récentes sur ’enzymologie de la cellu-
lolyse n’étaient venues éclairer le probléme.

ENZYMOLOGIE DE LA CELLULOLYSE

En effect, depuis une quinzaine d’années, des notions plus précises,
encore que non définitives, sont venues se substituer & celle d’une
«cellulase» dont 'existence devait étre admise plus qu’elle n’avait été
effectivement démontrée et analysée.

L’expérimentation a été surtout effectuée avec les champignons car
Iobtention des enzymes y est relativement facile par filtration des
cultures. De plus, I’étude du mécanisme d’action de ces filtrats et de
leur fractionnement suivi de purification, a pu étre poussée le jour ou
I’expérimentateur a eu a sa disposition, outre la cellulose fibreuse, des
celluloses, dont le degré de dépolymérisation, ou de substitution, était
parfaitement connu, et réparties sur une gamme assez étendue.
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La théorie la plus courante substitue & ’ancienne «cellulase» un
complexe enzymatique dont les éléments majeurs sont:

Le facteur C, qui agirait sur les trés longues chaines de la cellulose
fibreuse pour les rompre en chaines, encore trés longues, de 8 1-4 glu-
coside. Ce serait une enzyme de contact.

Intervient ensuite le facteur C;, rompant ces chaines en fragments
plus courts de (C;H,,O;)n ol n est compris entre 2 (cellobiose) et 6. Par
chromatographie et électrophorése C; a d’ailleurs pu étre fractionné
en au moins 8 facteurs agissant différemment (aux extrémités ou sur
toute la longueur de la chaine) sur des chaines elles-mémes plus ou
moins longues.

Le cellobiose apparait comme le terme final de l’action de C..
Il est ensuite hydrolysé, par une troisiéme enzyme, en glucose.

Des expériences encours dans notre laboratoire avec Sporocyto-
phaga montrent que ces réactions” d’hydrolyse sont couplées, chez les
‘bactéries, avec des réactions de transfert aboutissant a4 la synthése
d’autres bioses que le cellobiose et 4 des trioses. C’est 14 I’ébauche de
la formation des polyuronides constitutifs de la gomme des Cytophaga.

Cette analyse enzymatique va nous permettre de trancher le diffé-
rend quant aux germes réellement actifs dans le sol et dans le tube di-
gestif, en fonction de la technique et du milieu d’isolement.

En effet, sont seuls actifs sur la cellulose fibreuse (papier de la
technique classique) les germes hautement spécialisés possédant a la
fois C, et C;.

Au contraire, sur les celluloses partiellement dégradées de la tech-
nique moderne, sont actifs des germes ne possédant que Ci, beaucoup
plus nombreux, évidemment, moins spécialisés et plus polyphages.

Tout se raméne donc 4 une question de définition de ce que l'on
doit admettre pour étiqueter un germe comme «cellulolytique».

Nous pensons d’ailleurs qu’il faut aller plus loin et envisager le
phénoméne dans sa complexité écologique ol ce ne sont pas des
cultures pures qui agissent, mais des associations, -des populations.
Interviennent tout d’abord les germes possédant C, et C;, puis leurs
produits de métabolisme, les chaines déja partiellement dépolyméri-
sées, deviennent un substrat valable pour les germes ne possédant
que C,. '

La cellulolyse apporte donc un exemple de plus du réle majeur
des associations synergiques dans tous les milieux naturels.



CONEFERENCIAS DEL PROF. KUSTER Y DEL DR. NICHOLAS

En el Centro de Investigaciones Bioldgicas del C. S. I. C., y orga-
nizadas por el Instituto «Jaime Ferrdn», de Microbiologia, tuvieron
lugar dos conferencias a cargo del Prof. E. Kiister, del Departamento
de Microbiologia Industrial del «University College», de Dublin, en
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