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OBTENCION DE PROTOPLASTOS DE ESPORAS DE
TRICHOTHECIUM ROSEUM

POR

@
Isase GARCIA-ACHA, M. Joss RODRIGUEZ.AGUIRRE y J. R, VILLANUEVA

INTRODUCCION

Desde que Weibull demostré en 1953 que, por tratamiento con liso-
zima, era posible obtener protoplastos intactos a partir de células de
Bacillus megaterium y que aquellas estructuras presentaban las propie-
dades fisiolégicas de las células de que procedian, se ha acumulado una
gran cantidad de trabajo relativo a este problema, no sélo en el campo
de las bacterias, sino también en el de los hongos y levaduras. Se ha
visto que los protoplastos, una vez liberados de sus envolturas externas,
son de gran valor para los estudios morfoldgicos, bioquimicos y gené-
ticos en bacterias. Es de esperar que estructuras equivalentes en el cam-
po de las levaduras y hongos puedan ser de idéntica utilidad.

Algunos autores han descrito la obtencién de «protoplastos» a partir
del micelio de hongos filamentosos. Pueden citarse, entre otras, las
investigaciones llevadas a cabo por Emerson y Emerson (3) y Bachman
y Bonner (1) sobre Neurospora crassa, y los resultados, un tanto oscu-
ros, de Meinecke (1) trabajando con Penicillium glaucum. Nosotros
hemos descrito recientemente la obtencién de entidades semejantes a
protoplastos, de Fusarium culmorum y Aspergillus nidulans, bien por
medio del uso del preparado enziméatico del Helix pomatia (10), bien
utilizando el preparado denominado «Strepzimay» producido por el
Streptomyces GM (6, 9).

Aparte del interés despertado por las investigaciones realizadas con
micelio de algunos hongos, nosotros estimamos que seria conveniente
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concentrarnos en el aspecto de formacién de «protoplastosy, utilizando
como material inicial las esporas de varios hongos. En este trabajo des-
cribiremos los resultados obtenidos en nuestras investigaciones sobre las
esporas de Trichothecium roseum, aspecto sobre el que ya hemos des-
crito algunos resultados preliminares (4, 5).

MATERIAL Y METODOS

Organismo y medios de culiivo

En estas investigaciones hemos utilizado el Trichothecium roseum
nim. 2.364 de la Coleccion Espafiola de Cultivos Tipo. Los cultivos
se mantenian en tubos de medio Czapeck con 2 por ciento de agar. Los
conidios se obtenfan de cultivos del hongo sobre 100 ml del medio GAE
(glucosa, 10 g; asparagina, 1 g; extracto de levadura, 0,5 g; PO, HK,
0,5 g SOMg.7H,0, 05 g; (SO,),Fe,, 0,01 g; agua, 100 cm? y agua
destilada, 900 ¢cm?) en botellas Roux que habian sido sembradas con
una suspension densa de esporas tomadas de un tubo inclinado. La incu-
bacién se efectuaba generalmente durante tres o cuatro dias, a 28 °C.
Las esporas se recogian por arrastre, después de suave agitacién con
agua destilada, y se liberaban del micelio contaminante por medio de
repetidas centrifugaciones a 500 g. Generalmente se empleaban sus-
pensiones conteniendo aproximadamente 10.000 esporas/1 cm?.

Preparados enzimdticos y otros materiales

La preparacién enzimatica utilizada era el jugo digestivo de Helix
pomatia, obtenida de «L’Industrie Biologique Francaise» (*), conser-
vandose las ampollas en frigorifico hasta que se utilizaban. El preparado
era previamente centrifugado, utilizando el sobrenadante exento de pre-
cipitado. Los aztcares utilizados eran Difco y las sales, de grado reac-
tivo.

Técnicas microscépicas

En todas nuestras observaciones para seguir el proceso de digestion
de las diferentes envolturas de las esporas, se utilizaba un microscopio
Zeiss de contraste de fases. A este dispositivo se acoplaba el sistema foto-

(*) 85, Quai du Moulin de Cage, Gennevilliers, Seine (Francia).
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grafico adecuado. Las observaciones microscépicas sobre el material
viviente se efectuaban sobre preparaciones montadas en c4mara htiimeda.

RESULTADOS EXPERIMENTALES Y DISCUSION

Formacién de protoplastos de conidios

Las esporas bicelulares del Trichothecium roseum se suspendian en
una solucién de manitol 1M en tampdén de fosfato-citrato 0,1M, a
pH 5,8, a la que se adicionaba un 10 por ciento del preparado enzima-
tico de Helix pomatia. Después de incubacién con agitacion suave, a
28 °C durante ocho horas, las paredes celulares de los conidios comen-
zaban a ser mds refringentes, dando lugar a la formacion de los primeros
«protoplastosy. Estos comienzan a emerger en general por el extremo
apical de las esporas, liberdndose en primer lugar uno de los proto-
plastos correspondientes a la célula apical y posteriormente el corres-
pondiente a la otra.

Importancia de la edad de las esporas en relacién con su susceptibilidad
al preparado enzimdtico

En nuestras previas investigaciones decribiamos la falta de suscep-
tibilidad de un gran nimero de esporas a la preparacién enzimatica (4).
En posteriores investigaciones observamos que en esta clase de expe-
rimentos la-edad de las esporas era un factor de la maxima importan-
cia; de aqui el que en nuestros posteriores ensayos las esporas utiliza-
das fuesen obtenidas a partir de cultivos jovenes, de tres-diez dias.
Cuando en lugar de estas esporas utilizdbamos cultivos mas viejos (vein-
te dias), una proporcion elevada de esporas se hacia resistente a la ac-
cién enzimatica, dato que estaba siempre en relacion directa con la edad
del cultivo.

La edad de la espora determina el lugar de ataque mds sensible, en
presencia de la enzima. Cuanto mdis joven es la espora mayor es el
drea de ataque, si bien en general éste se inicia, como antes decfamos,
por la célula cénica o apical de la espora, que es la que se une direc-
tamente al conidiéforo. Esporas de dos-cinco dias, recogidas del medio
s6lido GAE, lavadas y puestas en incubacién en el sistema enzimadtico,
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son rapidamente atacadas. A las cinco horas aparece la pared del coni-
dio bastante afectada y a las veinte horas el 100 por ciento estdn total-
mente atacadas. En esporas mas viejas, el ataque no se inicia hasta las
diez y a veces, veinte horas de incubacién. Se ve que la pared coni-
dial se va modificando, aunque no en toda su superficie por igual, ya
que son diferentes los resultados encontrados, no sélo en la intensidad,
sino en la localizacién del ataque, dependiendo de la edad.

Las esporas jovenes se rompen por la célula apical cénica, luego des-
aparece el tabique central que separa las dos células y finalmente queda
el resto de la pared celular muy afectado y hueco (figura 1).

En células m4s viejas, el ataque es marcado también por la célula
conica, si bien luego no se afecta el tabique central. Por el contrario,
se inicia un ataque por el otro extremo de la espora y queda la pared
de la espora en forma méis o menos parecida a una H, después de libe-
rarse los posibles «protoplastos» (5).

La presencia de estabilizadores osméticos en el medio afecta también
al modo de ataque de la enzima y sobre todo la configuracién de las
células emergentes o posibles protoplastos. Tomando como tipos dife-
rentes de estabilizadores un polialcohol (el manitol) y una sal (el SO,Mg)
los resultados son bien distintos, si bien la molaridad de ambos en el
medio inicial era idéntica. Queda claro que el hecho de que estos esta-
bilizadores sean metabolizables o no por la espora, influye notablemen-
te. El resultado es que los conidios de Trichothecium roseum, tratados
con Helix pomatia y en presencia de manitol 1M liberan el contenido
celular un tanto plasmolizado, mientras que en presencia de SO Mg el
contenido celular de la espora est4 turgente y asi se libera en el medio,
dando formas esféricas.

Estas formas, relativamente abundantes, no son sensibles al choque
osmético al diluir el medio, si bien tanto en uno como en otro caso,
cuando se mantienen en incubacién por mds tiempo en presencia de
la enzima, algunas de ellas posiblemente sufren posterior ataque enzi-
mético y dan verdaderos «protoplastos», que estallan al afiadir agua
destilada, liberando una membrana con un contenido que va desapa-
reciendo disperso por el medio, junto con otras estructuras no identi-
ficadas mads resistentes, aunque de aspecto de protoplasto, y formadas
por una esfera, o formas piriformes y pequefios granulos unidos por
finos filamentos. Estd en estudio un método para aislar estas estructuras
y caracterizarlas. :
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Figura 1. Conidios de Trichothecium ro-

seum después de dieciocho horas de incu-

bacién en presencia del preparado enzimd-
tico de Helix pomatia
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El hecho de que el rendimiento de verdaderos protoplastos sea
muy inferior al rendimiento de formas libres de pared conidial nos ha
llevado a realizar estudios acerca de la accién enzimdtica precisada
para que se pase de estas formas a verdaderos protoplastos. Estamos
tratando de ver si lo que se libera inicialmente va todavia recubierto
de una pared celular o si sélo le quedan restos del mismo. Tal vez la
cubierta de la espora no es un engrosamiento de la pared de las células
que forman la espora, sino algo independiente que se rompe por la
accién enzimdtica, liberando células intactas, si bien débiles, que en
un posterior ataque por el complejo enzimitico de Helix pomatia dan
origen a los verdaderos protoplastos que describimos.

Por todas las razones expresadas, las esporas de Trichothecium
roseum y de otros hongos representan el material mas satisfactorio
para obtener suspensiones de protoplastos en estado libre.

Sin embargo, es preciso tener en cuenta que los criterios estable-
cidos para una verdadera definicién de protoplastos (2) no pueden
aun ser aplicados para estas preparaciones, aunque las estructuras ob-
tenidas de los conidios sean esféricas, en contraste con la forma de la
célula original, y sean sensibles al choque osmdtico. Se ha de llevar a
cabo una extensa investigacidn en direcciones como las de un riguroso
examen de la naturaleza quimica de las envolturas externas de los
conidios después de su aislamiento, asi como los correspondientes en-
sayos inmunolégicos de este material de las cubiertas. Actualmente
procedemos a una mejor caracterizacion de las actividades enzim4ticas
del preparado de caracol utilizado, del que hasta el momento sélo se
conocen algunas actividades muy aisladas (7). Aunque este preparado
disuelve alguna(s) estructura de las cubiertas externas de las esporas,
atin no sabemos la proporcién de material digerido. Estudios enca-
minados a averiguar los productos de lisis de la accion enzimadtica estin
en marcha y serdn objeto de otras préximas publicaciones.

El hecho de que, una vez que ha actuado la enzima y los protoplastos
son liberados, se observen restos de unas estructuras correspondientes
a las paredes celulares externas de las esporas, hace pensar en la
posibilidad de que las estructuras liberadas sean realmente protoplas-
tos. Lo cierto es que estas estructuras pueden ser manejadas en el labo-
ratorio como entidades independientes con propiedades semejantes a
los de los microorganismos unicelulares, y que en un futuro préximo
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pueden llegar a ser los materiales ideales para un gran ndmero de
experiencias encaminadas a explicar un buen ntimero de aspectos fisio-
légicos y bioquimicos hoy dificiles de atacar con las esporas como
tales o con preparaciones de micelio de estos organismos.

RESUMEN

Se ha estudiado el modo de accién del preparado enzimatico de
Helix pomatia sobre conidios del hongo Trichothecium roseum. Se
describen los métodos de preparacién de estructuras semejantes a
protoplastos a partir de esporas. Estas estructuras son estables cuando
se mantienen bajo ciertas condiciones. Se han definido algunos factores,
como la edad de las esporas y los estabilizadores usados para la obten-
cién de los protoplastos.

SUMMARY

The mode of action of the enzymic preparation of the Helix po-
matia on the conidia of the mould Trichothecium roseum has been
studied. Methods of preparation of like-protoplasts structures from
spores have been described. These structures are stable when main-
tained under certain conditions. Factors as the age of the spores and

the stabilizers used for the obtention of the protoplasts have been
defined.
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ESTUDIO DE LA ACTIVIDAD LIPOLITICA DE LOS
LIQUIDOS METABOLICOS DE UNA ESTIRPE DE
AEROMONAS HYDROPHILA Y DETERMINACION
DE TRIBUTIRINASA

POR

D. RODRIGUEZ, CAnpipa GONZALEZ e Isaser GIL

INTRODUCCION

En estudios realizados con varias estirpes de Aeromonas hydrophila
se ha observado que dichos microorganismos vierten lipasa al medio
de cultivo, detectable segtin la técnica de Sierra (7). La lipasa precipi-
tada del medio de cultivo con acetona o alcohol etilico, inoculada en
conejos, dio lugar a la formacién de precipitinas y anticuerpos neutra-
lizantes de la enzima (3). Con el fin de saber si el cardcter antigénico
del material inoculado se debfa a la enzima o era consecuencia de la
accién conjunta «enzima - protefna no enzima», procedimos a su puri-
ficacién. Al mismo tiempo se estudié en el liqguido metabdlico de cultivo
la actividad tributirinésica.

CULTIVO Y METODOS

Todos nuestros experimentos han sido realizados con una estirpe de
Aeromonas hydrophila procedente del Instituto de Barcteriologia del
Hospital General de Altona, Hamburgo.

El microorganismo se conservé en tubo inclinado de agar comin
y en medio de infusién de cerebro y corazon.

Microblol. Espaii., 16 (1963), 149. 1
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Medios

Los medios de cultivo empleados en nuestros experimentos han sido
B. H. 1. Difco, agua de peptona y un medio mas simple, cuya composi-
cidn es la siguiente:

Porcentaje
CINH, ... ... cev v vee eve eee eee .. 0,50
CINa ... v et e v e ee e eee o 0,50
POHKX ... ... .. et et eet eee een oo 0,10
SOME ... v ver et vee e eee e o 010
Extracto de levadura ... ... ... ... ... 040
CLCa ... ... ... ... 0,01

pH, 7.2

Condiciones de cultivo

Cultivamos el microorganismo a 37 °C durante veinte-veinticinco
dias y separamos las células por centrifugacidn y filtracién a través de
filtros Eka. En los liquidos metabélicos determinamos la actividad de
la lipasa y la tributirinasa.

Determinacién de las actividades lipdsica y tributirindsica

La determinacién cualitativa de la actividad lip4sica se realiz6 en
placa de Tween 60, segtin el método de Sierra (7).

La determinacién cualitativa de la tributirinasa se realizé con tri-
butirina emulsionada y pdrpura de bromocresol o rojo de cresol, como
indicador (1). La presencia de tributirinasa se manifiesta por la apari-
cion de un halo transparente y viraje del indicador.

La determinacién cuantitativa de lipasa y tributirinasa se realizé
manométricamente en el aparato de Warburg, midiendo los microlitos
de anhidrido carbdnico desprendidos durante la primera media hora,
al realizar la hidrdlisis en presencia de tampén de bicarbonato.

Determinacién de proteinas

Las proteinas se determinaron segin el método de Gornall y co-
laboradores (4).

2



Actividad lipolitica de A. hydrophila 151

Purificacion
El método de purificacién seguido comprende las etapas siguientes:
a) Didlisis

El liquido metabdlico, libre de células, se somete a didlisis durante
dieciséis horas frente a tampén de fosfatos 0,001 M a pH 7,5 y a tem-
peratura ambiente.

b) Fraccionamiento con sulfato amédnico

El dializado anterior se trata con sulfato amdnico sélido, recogien-
do la fraccion precipitada entre 40 y 60 por ciento de saturacién. El

precipitado obtenido se redisuelve en tampén de fosfatos 0,01 M y se
dializa durante dieciséis horas.

¢) Fraccionamiento con acetona

La solucidn anterior se trata con acetona enfriada a —10 °C, reco-
giendo la fraccién precipitada entre 50 y 75 por ciento de acetona. El
precipitado obtenido se redisuelve en tampén de fosfatos 0,01 M y se
somete a didlisis durante dieciséis horas.

d) Fraccionamiento con alcohol etilico

El dializado anterior se trata con alcohol etilico, enfriado a —10 °C.
Se recoge la fraccién precipitada entre 50 y 70 por ciento.

Inmunizacién de conejos

La inmunizacién de conejos se ha realizado por via subcutinea con
8 ml de solucién de enzima/conejo, repartidos en tres inyecciones
de 1 ml cada una y a dos dias de intervalo. Después de un descanso
de cuatro-cinco dias se investiga en el suero la presencia de anticuerpos
antilipdsicos.

Determinacién de anticuerpos

La determinacién de anticuerpos neutralizantes se ha realizado se-
gtin la técnica habitual: neutralizacién de la enzima durante media hora
por su suero a 37 °C previa inactivacion de la lipasa propia del suero por

3
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calentamiento a 56 °C durante media hora. Las mezclas enzima-antisue-
ro se depositan sobre placa de agar-Tween 60 y la lectura se hace a
las veinticuatro horas (2).
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RESULTADOS

Se ensayaron los liquidos metabdlicos a diferentes edades para de-
terminar la produccion maxima de lipasa y tributirinasa. En las figu-
ras 1-2 se expresan los microlitros de anhidrido carbénico desprendi-
dos por 1 ml de liquido metabélico al ponerlo frente a Tween 60 y
tributirina, respectivamente, en las condiciones de ensayo arriba indi-
cadas.

Influencia del Tween

Con los liquidos metabdlicos de veinte dias ensayamos la actividad
lipdsica, empleando como substratos los Tween 20, 40, 60 y 80. El
Tween 60 es el mejor hidrolizado.

Estabilidad frente al calor

La actividad lipdsica se destruye totalmente por calentamiento del
liquido metabdlico a 100 °C durante media hora, mientras que la tribu-
tirin4sica se destruye sometiéndolo a 70 °C durante diez minutos.

Didlisis

Los liquidos metabdlicos sometidos a didlisis prolongada frente a
tampon de fosfatos 0,1 M a pH 7,5 no pierden actividad.

Efecto de la glucosa en la formacién de lipasa y tributirinasa

Varios autores sefialan que la sintesis de lipasa es inhibida por con-
centraciones determinadas de glusosa. En cultivos de cuarenta y ocho
horas, crecidos en medio de sales con concentraciones variables de glu-
cosa (1, 0,5, 0,1, 0,05 y 0,01 por ciento) se observa que la produccién
de lipasa en concentraciones superiores a 0,05 por ciento es inferior
a la obtenida en ausencia de azticar. Resultados anilogos se obtienen
para la produccion de tributirinasa.

Influencia del calcio

La produccién de lipasa es activada por la presencia de iones calcio.
Probamos concentraciones entre O y 1 por ciento. La produccién méxi-
ma corresponde a concentraciones de 0,01 por ciento de calcio.
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Purificacién
Los resultados obtenidos en la purificacion de lipasa y tributirinasa,

siguiendo las etapas antes descritas, se representan en las figuras 3-4.
La figura 3 representa los microlitos de anhidrido carbdnico des-

© » 30 mis

Figura 8. Tween 60

[t 20 . B0 mie

Figura 4. Tributirina

prendidos por 1 mg de proteina durante la primera media hora al actuar
sobre Tween 60: a) un extracto crudo dializado; b) la fraccién pre-
cipitada con sulfato amdnico; ¢) la fraccién obtenida al precipitar con
acetona la anterior, y d) el extracto obtenido al fraccionar la anterior
con alcohol etilico.
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En la figura 4 se representan los microlitos de anhidrido carbdnico
desprendidos por 1 mg de proteina, durante la primera hora, al actuar
sobre tributirina: a) extracto crudo dializado; b) fraccién precipitada
con sulfato aménico; ¢) fraccién precipitada con acetona, y d) fraccién
precipitada con alcohol etilico.

La presencia de anticuerpos neutralizantes de la actividad especi-
fica de la enzima se observé en todos los conejos inoculados después
de la tercera inyeccidn y después de diez o doce dias de la primera.

DISCUSION

Segun los resultados, no hay duda de que el extracto purificado es
responsable de la formacién de anticuerpos antienzima; sin embargo, no
podemos concluir que la lipasa o tributirinasa por si mismas den origen
a estos anticuerpos en tanto no hayamos conseguido su cristalizacion
o, al menos, un grado m4s alto de purificacion.

En efecto, en trabajos que estamos realizando con extractos puri-
ficados seglin este método, si realizamos una reaccién de precipitacién
enzima-antienzima en medio sdlido, segin la técnica de Oakley y
Fulthorpe (5) o de Ouchterlony (6), en la zona de interferencia antige-
no-anticuerpo aparecen dos lineas de precipitacion que corresponden,
una, a la lipasa y, otra, a otro antigeno que hasta el momento no hemos
podido identificar ni eliminar sin destruir la enzima. En definitiva, el
extracto purificado da lugar a la formacién de anticuerpos, pero no
sabemos si son las enzimas por si mismas verdaderos antigenos.

RESUMEN

En cultivos de Aeromonas hydrophila se observa la presencia de
actividad lipolitica frente a Tween y tributirina. Se describe un mtodo
de purificacién de ambas y se discute su posible caricter antigénico.

SUMMARY

In cultures of Aeromonas hydrophila it has been detected lipolytic
activity against Tween and tributyrin. A purification procedure of both
enzymes is described and their possible antigenic properties is discussed.

7
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ACETATOCINASA EN EXTRACTOS LIBRES DE
CELULAS DE PEPTOSTREPTOCOCCUS ELSDENII

POR

D. RODRIGUEZ

INTRODUCCION

En los procesos de sintesis de 4cidos grasos participa siempre el
acetato, previamente activado, tras su conversion en Ac~ CoA (*).
Segin Ochoa (13), la activacién del acetato en tejidos animales, leva-
duras y algunas bacterias, se lleva a cabo mediante una enzima lla-
mada activadora de acetato, que cataliza la reccién reversible si-
guiente:

Ac+ ATP + CoA == Ac~ CoA + AMP + PP

La mayoria de las bacterias, sin embargo, activan el acetato a través
de las enzimas, acetatocinasa (14, 29) y fosfotransacetilasa (22). La
acetatocinasa cataliza una reaccién reversible entre el acetato y ATP
y fue descrita por primera vez en 1944 por Lipmann (9) en extractos
de Lactobacillus delbruckii. En 1948, Kaplan y Lipmann (6) sefialan
su presencia en extractos de Escherichia coli. En 1952, Stadtman y
Barker observan la presencia de acetatocinasa en extractos de Clostri-
dium kluyveri (19).

(*) Abreviaturas empleadas en el texto: CoA = coenzima A; Ac— = acetato;
Ac — CoA = acetilcoenzima A; Ac — P = acetilfosfato; ATP =: adenosintrifosfato;
ADP = adenosindifosfato; AMP = 4cido adenilico; DPN = difosfopiridin-nucledti-
do; PP = pirofosfato; P = fosfato inorgénico.

Microbiol. Espaii , 16 (1963}, 157. I
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La fosfotransacetilasa cataliza una reaccion reversible entre Ac —~ P
y CoA y ha sido estudiada por Stadtman (22).

Por la accién conjunta de ambas enzimas, el acetato queda activado
segin la reaccién global siguiente:

Ac™ + ATP + CoA == Ac~ CoA + ADP+P

Rose y cols. (18) obtienen acetatocinasa de Escherichia coli y Strep-

tococcus hemolyticus, sefialando algunas de las propiedades de dicha
enzima.

En el presente trabajo se expone la purificacién y propiedades de
la acetatocinasa de Peptostreptoccus elsdenii.

MATERIAL Y METODOS

Microorganismo

Se utiliza la estirpe de Peptostreptococcus elsdenii descrita en un
trabajo previo (16). El medio de conservacién empleado es el que des-
criben Elsden y cols. (4).

Obtencién de extractos libres de células

Se cultivé el Peptostreptococus elsdenii en fermetnadores de 40 1 de
capacidad, siguiendo el método descrito por Walker (27). El medio de
cultivo empleado tiene la composicién siguiente:

Lactato sédico ... ... .. oo ... 2 9
«Corn-steep» ... ... woo woo ... 1 %
Agua ... ... ... ?

pH final, 74

Como indculo se empled un cultivo de disciséis horas crecido en
un matraz de 2 1 que se agregd al fermentador e incubé a 38 °C du-
rante dieciséis horas.

Las células se recogen por centrifugacion en una supercentrifuga,
modelo Sharples, y se lavan a continuacién en agua destilada y, des-
pués de centrifugar la suspensién obtenida, se extienden las células

2
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en una placa de Petri, que se coloca luego en un desecador a vacio,
durante veinticuatro horas.

De las células secas se obtienen extractos enzimaticos suspendién-
dolas en tampdn de fosfatos 0,01 M a pH 7,4 (10 ml de tampén por 1 g
de células). Esta operacién se realizd en tubo de Thumberg conectado
a una trompa de vacio, colocando las células en el compartimiento
lateral. Una vez agregadas las células al tampdn de fosfatos, se incuba
a 38 °C con agitacién, durante una hora, y luego se centrifuga durante
quince minutos a 24.000 g, a temperatura de 0 °C.

Determinacién de proteinas

La cantidad de proteinas contenidas en los extractos enziméiticos
se determind por el método de Stadtman y cols. (21).

Acetilfosfato

El acetilfosfato empleado en nuestros experimentos fue preparado
segtin el método descrito por Stadtman y Lipmann (20). El anilisis del
acetilfosfato se llevé a cabo segtin la técnica de Lipmann y Tuttle (10),
midiendo la intensidad del complejo férrico-hidroxdmico a 540 mg.

Determinacién de fésforo

El fosforo total (libre - hidrolizable con CIH 2N a 100 °C durante
diez minutos) se determiné por el método de Fiske y Subbarow, segiin
se describe en el libro «Manometric techniques», de Umbreit y
Burris (26). El fésforo libre se determind por €l método de Lawry y
Lopez (11), teniendo en cuenta la modificacion de Peel (15).

Compuestos adenilicos

La separacion de compuestos adenilicos de otros compuestos de
f6sforo se llevé a cabo por adsorcidén de aquéllos con carbén activo,
segin el método descrito por Crane y Lipmann (1).

La identificacién de los compuestos adenilicos se realizé siguiendo
las técnicas cromatogrificas de Eggleston y Hems (3) y Krebs y
Hems (7), observando los cromatogramas obtenidos bajo una ldmpara
de rayos ultravioletas, segtin recomiendan Markham y Smith (12).
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Adsorcién de CoA

Separamos la coenzima A de los extractos enzimdticos por ad-
sorcion sobre resina cambiadora de aniones, Dowes 1 X 10, segin
la técnica de Stadtman y cols. (21).

Obtencién de gel de fosfato

La preparacion de gel de fosfato se llevé a cabo siguiendo la téc-
nica descrita por Swingle y Tiselius (25).

RESULTADOS

Purificacién de la acetatocinasa

El método adoptado para la purificacién de la acetatocinasa com-
prende las seis etapas siguientes:

a) Preparacién del extracto crudo

Se partié de 5 g de células secas que se suspendieron en 50 ml de
tampé6n de fosfatos de 0,1 M a pH 7,4, conteniendo L-cisteina en con-
centracién de 0,005 M. Se mantuvo la suspensién a 38 °C en agitacién
durante una hora y se centrifugé a 24.000 g durante quince minutos,
a 0 °C; el sobrenadante obtenido se traté con 3 g de resina Dowes
1 X 10, durante diez minutos, y a continuacién se separé la resina
por centrifugacién seguida de filtracién. Esta operacién se realizé
a5-°C. . »

El extracto crudo libre de CoA, asi obtenido, presenta una activi-
dad especifica de 4,1.

b) Tratamiento con sulfato de protamina

Al extracto anterior se agregan 13 ml de una solucion de sulfato
de protamina al 1 por ciento, con agitacion durante quince minutos.
Se separa el precipitado obtenido por centrifugacién y se descarta.

El sobrenadante que contiene toda la actividad enzimética presenta
una actividad especifica de 5.

¢) Fraccionamiento con acetona

Al extracto anterior se agrega poco a poco y con agitacién acetona
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enfriada a— 10 °C hasta obtener una concentracién final de acetona
del 40 por ciento. Esta operacidn se inicia a 5 °C y gradualmente se
va enfriando, de forma que al finalizar el proceso la temperatura sea
de—10 °C. El precipitado obtenido se separa por centrifugacién y
se descarta.

El sobrenadante se lleva a una concentracién final de acetona del
50 por ciento y el precipitado obtenido se recoge por centrifugacién
y se suspende en una solucién de sulfato aménico del 50 por ciento,
se centrifuga de nuevo y el sobrenadante presenta una actividad es-
pecifica de 25.

d) Fraccionamiento con gel de fosfatos

El extracto anterior se dializé6 durante dos horas a 2 °C frente a
solucién de fosfatos 0,001 M a pH 7,4. Al dializado se agregaron 1,5 ml
de gel de fosfato (70 mg de peso seco; edad: tres meses). Se mantuvo
en agitacién durante cinco minutos, se centrifugd y descarté el pre-
cipitado. Al sobrenadante se afiadieron otros 1,5 ml de gel y después
de centrifugar se encuentra en el nuevo sobrenadante obtenido una
actividad especifica de 60.

€) Primer fraccionamiento con sulfato aménico

Al extracto anterior se afiadié sulfato amdnico sdlido, recogiendo el
precipitado obtenido entre 55 y 65 por ciento de saturacién. Este pre-
cipitado suspendido en tampén de fosfatos presenta una actividad
especifica de 194.

f) Segundo fraccionamiento con sulfato aménico

Al extracto anterior se agrega sulfato amdnico sélido, recogiendo
la fraccién precipitada entre 58 y 62 por ciento de saturacién, que
suspendemos en tampén de fosfatos 0,01 M a pH 74, conteniendo
L-cistelna en concentracion de 0,005 M. Esta dltima suspensién pre-
senta una actividad especifica de 310.

En el cuadro 1 se resume €l proceso de purificacién, expresando ¢l
volumen de extracto de cada etapa en mililitros, el contenido de pro-
tefnas en miligramos, la actividad especifica en unidades de enzimas/
miligramo de proteina y el factor de purificacién como cociente entre
la actividad especifica de cada etapa y la del extracto crudo.
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Cuadro 1

Volumen, Proteinas, Actividad Fz:i:;or

mililitros | miligramos especifica | purificacién

a) Extracto crudo 50,0 1.300 4,1 1,0
b) Fraccionamiento con

sulfato de protamina 53,5 1.070 5,0 1,2
¢) Fraccionamiento con

acetona (40-50 %) 15,0 150 25,0 6,0
d) Fraccionamiento con gel

de fosfato 13,0 52 60,0 14,6
e) Fraccionamiento con sulfato

amoénico (55-65 %) 5,0 10 194,0 47,3
f) Fraccionamiento con sulfato

aménico (58-62 %) 2,0 4 310,0 75,6

Identificacién de la acetatocinasa

Los extractos enzimdticos de Peptostreptococcus elsdenii contienen
una enzima que cataliza la fosforilacion del acetato en presencia
de ATP. Adoptamos como método de ensayo de dicha enzima el esta-
blecido por Rose y cols. (18) en extractos enzimaticos de Escherichia
coli y Streptococcus hemolyticus. Dado que dicha enzima cataliza la
reaccién reversible Ac™ + ATP 2 Ac~ P+ ADP, se puede medir la
actividad enzimatica determinando el Ac~ P formado cuando el ex-
tracto enzimitico esti en presencia de Ac~ y ATP, o inversamente,
midiendo la cantidad de Ac —P que desaparece cuando aquél se pone
en presencia de ADP. Como unidad de acetatocinasa adoptamos la
cantidad de enzima que cataliza la formacién de 1 pmol de acetil-
fosfato/1 min en las condiciones de ensayo descritas por Rose y co-
laboradores (18).

Teniendo en cuenta que un ensayo positivo no demuestra categd-
ricamente la presencia de acetatocinasa, puesto que la fosforilacién
del acetato puede tener lugar por otra ruta en la que no interviene
dicha enzima, es necesario confirmar su presencia, para lo cual reali-
zamos las pruebas de sustitucion de ATP por ADP, ADP por AMP,
ADP por AMP - PP y, finalmente, un balance de fésforo.

6
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Sustitucién del ATP por ADP

En un tubo de ensayo agregamos 800 umol de acetato potdsico,
10 pmol de cloruro magnésico, 50 umol de tampén de tris a pH 74,
700 pmol de hidroxilamina neutra, 10 pmol de sal sédica de ADP
(o de ATP), extracto enzimdtico crudo (0,23 mg de proteinas) y agua
destilada hasta un volumen final de 1 ml. Al cabo de dos minutos de
incubacién a 30 °C, detenemos la reaccién agregando 1 ml de 4cido
tricloroacético del 10 por ciento y después de centrifugar determinamos
la cantidad de acetilfosfato formada. En el cuadro 2 se exponen los
resultados obtenidos del experimento completo y los respectivos testi-
gos, expresando en micromoles las cantidades de acetilfosfato.

Cuadro 2
Sistema reaccionante Ac?meSfato’
micromoles
Substrato + enzima 0,00
Substrato + ATP 0,00
Substrato 4 ADP 0,00
Substrato + ATP + enzima 1,96
Substrato + ADP + enzima 0,10

Se observa, por tanto, que el ADP no fosforila al acetato en pre-
sencia de un extracto enzimético de Peptostreptococcus elsdenii. El
“valor de 0,1 umol que se obtuvo en presencia de ADP se debe proba-
blemente a las impurezas de ATP que acompafia al ADP.

Sustitucién del ADP por AMP

Para observar si el ADP puede ser sustituido por el AMP en reac-
cidn inversa a la anterior, colocamos en un tubo de ensayo 11,4 pmol
de acetilfosfato, 50 pmol de tampén de tris a pH 7,4, 20 pmol de clo-
ruro magnésico, 10 ymol de ADP (0 AMP), extracto enzimitico crudo
(0,3 mg de proteinas) y agua destilada hasta un volumen final de 1 ml.
Después de dos minutos de incubacién a 30 °C detenemos la reaccién
mediante la adicién de 5 ml de tampén de acetato 0,125 M, a pH 4,

7



164 D. Rodriguez

saturado de sulfato amdnico. Centrifugamos y en el sobrenadante se
determiné la cantidad de acetilfosfato residual. En el cuadro 3 se
exponen los resultados obtenidos de un experimento completo y sus
respectivos testigos.

Cuaddro 8

Acetilfosfato, micromoles

Sistema reaccionante

Inicial Final
Substrato + ADP 4+ enzima 11,4 6,0
Substrato + enzima 114 11,6
Substrato + AMP + enzima 11,4 10,9
Substrato 4+ ADP 11,4 10,8
Substrato + AMP 11,4 11,0

Se observa, por tanto, que la reaccién de transformacién de acetil-
fosfato en acetato y ATP es catalizada por extractos enzimaticos de
Peptostreptococcus elsdenii en presencia de ADP.

Sustitucién del ADP por AMP -+ PP

A fin de completar el experimento anterior, realizamos otro analogo,
en el que se investiga la posibilidad de sustitucion del ADP por la
mezcla de AMP -+ PP. Utilizamos la misma cantidad de extracto
enzimitico que en el experimento anterior y 12 pmol de acetilfosfato
en cada uno de los tubos, que se incubaron a 30 °C durante cuatro
minutos. Los resultados obtenidos se exponen en el cuadro 4.

Cuadro 4

Acetilfosfato, micromoles

Sistema reaccionante

Inicial Final
Substrato + AMP 4 PP + enzima 12 11,6
Substrato + AMP + PP 12 12,3
Substrato + ADP + enzima 12 3,0
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Badlance del fésforo

Para este experimento se eligié un extracto enzimatico purificado,
con un contenido de proteinas de 1 y, convenientemente diluido con
ovoseralbtiimina.

Se hizo actuar la enzima sobre ATP y acetato y se detuvo la
reaccion con tricloroacético a diferentes intervalos de tiempo.

En el cuadro 5 se exponen los resultados obtenidos, expresando en
micromoles la cantidad de acetilfosfato sintetizada, asi como la de fés-
foro ligado a dicho compuesto.

Cuadro 5
Fosfato liberado
Minutos Acetilfosfato ——
. Con substrato i Sin substrato

3 0,75 0,96 0,20
6 1,50 1,58 0,20
12 1,80 1,94 0,23
18 2,62 2,74 0,24
24 2,70 2,84 0,23

También se realizé el balance de fésforo para la reaccién inversa,
es decir, la llevada a cabo entre el acetilfosfato y el ADP. Para lo
cual se dispusieron cinco tubos de ensayo, numerados del 1 al 5; los
tubos 1 y 2 contienen todos los reactivos necesarios; los restantes scn
testigos (el 3 carece de enzima; el 4, de ADP, y el 5, de acetilfosfato).
Antes de agregar la enzima, se retiraron de cada tubo tres muestras,
para analizar en una de ellas la cantidad de acetilfosfato, en otra el
f6sforo libre y en la otra el fosforo total (libre + el hidrolizable con
CIH N, a 100 °C, durante diez minutos).

En el cuadro 6 se exponen los resultados de estos anilisis, expre-
sando las cantidades en micromoles.

La reaccién se inici al agregar la enzima y se detuvo a los diez
minutos mediante la adicién de tampdén de acetato 0,125 M, a pH 4,
saturado de sulfato amdnico.
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Cuadro 6
Tubo Acetilfosfato Fésforo libre Fésforo total
1 18,5 2,9 25,0
2 13,5 2,9 25,8
3 18,5 2,6 25,6
4 18,5 2,1 16,0
5 0,1 10,1

Después de centrifugar, se tomaron muestras del sobrenadante de
cada tubo para analizar el acetilfosfato, el fésforo libre y el fdsforo
total. En el cuadro 7 se exponen los resultados de estos anilisis, expre-
sando las cantidades en micromoles.

Cuadro 7
Tubo Acetilfosfato Fésforo libre Fésforo total
1 7,2 2,8 25,4
2 7,2 2,7 25,3
8 14,1 3,1 25,9
4 18,7 8,2 15,2
5 0,8 10,5

Del sobrenadante anterior se tomaron muestras de 3 ml, a cada una
de las cuales se agregaron 0,25 g de carbdn activo, a fin de determinar
el {ésforo adsorbido (compuestos adenilicos) y el no adsorbido; se llevé
a un volumen final de 5 ml con 4cido tricloroacético del 5 por ciento,
se agité durante cinco minutos y se separé el carbén por filtracién.
Después de lavar el carbon con agua destilada, se juntaron las aguas
de lavado con el liquido filtrado y se tomaron muestras para determi-
nar en ellas el fésforo total no adsorbido.

Para analizar el fésforo adsorbido se traté el carbén con 2 ml de
CIH N a 100 °C durante diez minutos y se filtré y lavé el carbén varias
veces con agua destilada, juntando el filtrado con las aguas de lavado.

10
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Los resultados de estos andlisis se exponen en el cuadro 8, expre-
sando las cantidades en micromoles.

Cuadro 8

Tubo | Foésforo adsorbido | Fésforo
no adsorbido
1 16,2 83
2 16,5 8,5
3 9.8 15,2
4 14,6
5 9,4 0,9

Los compuestos adenilicos resultantes de la reaccion anterior se
identificaron por cromatografia, colocando muestras de los productos
finales de la reaccién sobre papel Whatman ndm. 1 y empleando como
disolvente una disolucidn de 100 ml de 4cido isobutirico, 60 ml de amo-
niaco N y 1,6 ml de verseno 0,1 M. Después de dieciséis horas se loca-
lizaron los compuestos adenilicos mirando el cromatograma a través de
una ldmpara de rayos ultravioletas. La figura 1 muestra una fotografia
del cromatograma obtenido. Las dos manchas de la izquierda corres-
ponden a las muestras problemas; la central corresponde a un testigo
de AMP; la siguiente, a un testigo de ADP, y la dltima de la derecha,
a un testigo de ATP, que, como se puede observar, va contaminado
con ADP.

Especificidad del substrato

La actividad enzimdtica del extracto purificado se ensayé frente a
otros 4cidos organicos, entre ellos, propidnico, butirico, succinico,
lactico, acrilico y acetoactico. En este experimento se emplearon
1.000 pmol de cada uno de los substratos. Después de incubar con la
enzima durante diez minutos, se analizaron los acilderivados formados,
encontrando 24 umol de acetilfosfato y 0,9 umol de propionilfosfato,
con los substratos acético y propionico, respectivamente. Con los demads
substratos no se detecté cantidad alguna de acetilfosfato.
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Efectos de la CoA

Para averiguar si la acetatocinasa del Peptostreptococcus elsdenii es
dependiente de la CoA, se realizé un experimento en el que al extracto
enzimatico se agregaron diferentes cantidades de CoA y se determind la
actividad enzimdtica siguiendo la técnica usual. En el cuadro 9 se expo-
nen los resultados de este experimento.

Cuadro 9
Unidades de CoA Acetilfosfato
sintetizado
0 1,4
20 1,5
30 1,5
60 1,4

Proporciondlidad entre la cantidad de enzima y su actividad

Para ensayar esta propiedad se tomé un extracto parcialmente puri-
ficado, de actividad especifica 60 y contenido en proteinas de 4 mg/
1 ml y se analizé el ntimero de micromoles de acetilfosfato sintetiza-
dos/minuto con cantidades crecientes de extracto enzimdtico. En la
figura 2 se representan los valores encontrados.

Influencia del pH

La actividad méxima de la acetatocinasa se presenta a pH 74. La
actividad es nula a valores de pH inferiores a 5 y superiores a 9. La
figura 3 representa la actividad de un extracto crudo ensayado a dife-
rentes pH.

Efecto de la concentraciéon de substrato y ATP

La afinidad de la enzima para el acetato es pequefia, ya que la
concentracién necesaria para reducir la velocidad de la reaccién a la
mitad de su valor limite es aproximadamente 0,35 M. Sin embargo, la
concentracién de ATP para producir el mismo efecto es 0,002 M.

12
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DISCUSION

Hasta hace unos pocos afios, una gran parte de los estudios sobre
el metabolismo de 4cidos grasos se limité a los procesos de oxidacién
de los mismos y lo que se conocia acerca de la biosintesis eran deduc-
ciones basadas en la reversibilidad de las reacciones enzimiticas que
intervenian en los procesos de aquellas oxidaciones. Esta reversibilidad,
en principio postulada, encontré su confirmacién con los trabajos reali-
zados por la escuela de Popjak (2, 5, 8) en tejidos animales, en los que
se describe la biosintesis de 4cidos grasos desde 4 a 18 4tomos de car-
bono a partir de acetato, ATP, CoA y DPN, logrando identificar los
compuestos intermediarios.

Segin Stern y cols. (24), la entrada de un 4cido en la serie de reac-
ciones del ciclo de 4cidos grasos se lleva a cabo mediante unos siste-
mas enzimdticos conocidos con el nombre genérico de tiocinasas que,
en presencia de ATP y CoA, activan a dicho 4cido.

Estas tiocinasas dependientes de CoA no son especificas.

Nuestros resultados con extractos de Peptostreptococcus elsdenii nos
llevan a admitir la presencia en este microorganismo de una enzima, la
acetatocinasa, que activa el acetato de forma diferente a como lo hace
una tiocinasa. En primer lugar, hemos comprobado que no es depen-
diente de la CoA, y asimismo nuestros resultados sefialan una especi-
ficidad de dicha enzima para el acetato. Los balances de fésforo reali-
zados son lo suficientemente demostrativos de que la reaccidn que cata-
liza es la de fosforilacién del acetato en presencia de ATP, para dar
acetilfosfato y ADP. Por otro lado, la afinidad de la enzima para el
acetato y el ATP es andloga a la encontrada por Rose y cols. (18) con
la acetatocinasa de Escherichia coli.

Esta forma de activar el acetato, que presenta el Peptostreptococcus
elsdenii es andloga a la indicada por Stadtman en el Clostridium kluy-
veri, en cuyo microorganismo existe, ademds, otra enzima, la fosfo-
transacetilasa, que cataliza la formacién de Ac —~ CoA en presencia de
Ac~ Py CoA. Nosotros (17), hemos detectado también la presencia de
fosfotransacetilasa en extractos crudos de P. elsdenii.

15
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RESUMEN

En este trabajo se describe la purificacién y propiedades de la ace-
tatocinasa del Peptostreptococcus elsdenii. Su no dependencia de la
CoA y la especificidad que muestra para el acetato, asi como los balan-
ces de fésforo realizados, indican que dicha enzima participa en la
activacién del acetato en forma diferente a las tiocinasas.

SUMMARY

The enzyme acetokinase has been isolated and partially purified
from cell free extracts of Peptostreptococcus elsdenii.

Some properties of the enzyme are described. The enzyme is specific
for acetate and is no CoA dependent.
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INSTITUTO «JAIME FERRAN», DE MICROBIOLOGIA

SOBRE LA POSICION SISTEMATICA DE
PEPTOSTREPTOCOCCUS ELSDENII

POR

J. PEREZ.SILVA y D, RODRIGUEZ

INTRODUCCION

Elsden (4) aisl6 del contenido de la panza de la oveja una bacteria
anaerobia estricta, a la que denominé provisionalmente con las siglas
L. C. (large cocci), atendiendo a su morfologia. Gutiérrez y cols. (6)
han incluido esta bacteria en el género Peptostreptococcus (familia Lac-
tobacillaceae), creando una nueva especie, P. elsdenii.

Nosotros en este trabajo discutimos la posicidn taxonémica de esta
bacteria basdndonos en los resultados del andlisis de los productos fina-
les de la fermentacion de la glucosa.

MATERIAL Y METODOS

Hemos realizado la parte experimental de este trabajo con la estirpe
original de Elsden, a la que hemos adaptado al crecimiento sobre un
medio sintético que contiene glucosa como tnica fuente de carbono (8).

Los experimentos de fermentacion de la glucosa se llevaron a cabo
con células procedentes de un cultivo de dieciséis horas a 37° C, en
medio glucosado, recogidas por centrifugacién y lavadas en tampén
de fosfatos 0,1 M a pH 6,5. Las células asi obtenidas se incubaron en
atmésfera de nitrégeno frente a diferentes cantidades de glucosa.

Microblol Espaii., 16 (1963), 175. 1
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Al término de la fermentacidén se analizaron los productos finales por
los siguientes métodos:
Los gases (hidrégeno y anhidrido carbénico) se determinaron manomé-
tricamente.
Los 4cidos grasos se aislaron siguiendo la técnica de la doble destilacién
de Friedemann (5), y se identificaron por cromatografia de columna,
segiin Bueding y Yale (2) y Moyle y cols. (7).
El 4cido l4ctico se determiné por el método de Elsden y Gibson (3).

RESULTADOS

En la fermentacién de la glucosa por células lavadas de Peptostrep-
tococcus elsdenii encontramos como tnicos productos finales hidrégeno,
anhidrido carbdnico y los 4cidos acético, propidnico, butirico, valeria-
nico y caprdnico. .

En todos los experimentos realizados, la cantidad de carbono recu-
perada en los productos metabdlicos oscilé entre el 96 y el 98 por 100 del
de la glucosa afiadida, y la relacién entre los indices de oxidacién y de
reduccién totales estuvo comprendida entre 0,97 y 1.

DISCUSION

Como es sabido (1), la caracteristica fundamental de la familia Lac-
tobacillaceae es la formacién de 4cido lictico camo producto final del
metabolismo de los hidratos de carbono. A este caracter bioquimico
queda subordinada la morfologia y, por ello, se han incluido en dicha
familia formas bacilares y formas cocéceas con las que, respectivamente,
se han creado las tribus Lactobacilleae y Streptococceae.

En el género Peptostreptococcus (tribu Streptococceae) se han in-
cluido varias especies, atendiendo a la similitud morfolégica con los
estreptococos productores de 4cido l4ctico y sin tener en cuenta los pro-
ductos finales de la fermentacién de los hidratos de carbono. Tal es el
caso de la especie que nos ocupa, la cual, segin nuestros resultados y
los encontrados por Gutiérrez y cols. (6) en seis estirpes, no produce
dcido l4ctico al fermentar la glucosa y, en cambio, produce los dcidos
propidnico y butirico. Ademads, P. elsdenii fermenta el 4cido lactico (4),
hecho incompatible con la formacién de esta sustancia como producto
metabdlico final. '
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Teniendo en cuenta que en la taxanomia de las bacterias se tiende
a subordinar la morfologia al comportamiento bioquimico, sugerimos
que el microorganismo L. C. de Elsden sea incluido en la familia Pro-
pionibacteriaceae, en la que se establecerian dos tribus:

Tribu I: Propionibacterieae (integrada por formas bacilares).
Géneros: Propionibacterium
Butyribacterium.
Zymobacterium
Tribu II: Propionicocceae (integrada por formas cocaceas no produc-
toras de acido lactico y productoras de acido propidnico y, o, bu-
tirico).
Género: Propionicoccus (*) gen. nov.
En este nuevo género se incluirian no sélo el microorganismo L. C.
de Elsden, sino todas aquellas especies actualmente incluidas en el
género Peptostreptococcus, que no produzcan dcido lictico y que
produzcan los 4dcidos propidnico y, o, butirico.

RESUMEN

El microorganismo anaerobio L. C. de Elsden (Peptostreptococcus
elsdenii Gutiérrez y cols.) fermenta el 4cido lactico y la glucosa con
produccién de anhidrido carbénico, hidrégeno y los dcidos acético, pro-
pidnico, butirico y valeridnico; en la fermentacion de la glucosa se
produce ademas 4cido caprdnico.

Se discute la posicién taxonémica de dicho microorganismo y se
propone la creacién de un nuevo género, Propionicoccus, dentro de la
familia Propionibacteriaceae.

El género Propionicoccus comprenderia todas aquellas especies ac-
tualmente incluidas en el género Peptostreptococcus (familia Lactoba-
cillaceae), que no produzcan 4cido l4ctico y si propidnico y, o, butirico.

SUMMARY

The L. C. microorganism described by Elsden (Peptostreptococcus
elsdenii Gutiérrez et al.) ferments lactic acid and glucose to hydrogen,
carbon dioxide, acetic, propionic, butyric and valeric acids. In addition
caproic acid is produced in the fermentation of glucose.

(*) Nombre propuesto en 1921 por Orla-Jensen (J. Bacteriol., 6, 263-73).
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The taxonomic position of the above microorganism is discussed, and
a new genus. Propionicoccus, within the family Propionibacteriaceae is
tentatively proposed. In this new genus it should be included all those
Peptostreptococcus species which have in common the production of
propionic and/or butyric acid but not lactic acid from carbohydrates.

In accordance, the family Propionibacteriaceae would be classified
as follows: '

Family Propionibacteriaceae.
I. Rod-shaped cells

Tribu I: Propionibacterieae.
Genus I: Propionibacterium
Genus II: Butyribacterium
Genus I1I: Zymobacterium.

II. Spherical cells which occur in pairs or in chains.

Tribu II: Propionicocceae.
Genus I: Propionicoccus
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ACTIVIDAD VIRICIDA Y VIROSTATICA
DEL CLORURO DE CETILDIMETILBENCILAMONIO
Y DEL CLORURO DE CETILTRIMETILAMONIO
FRENTE A LOS VIRUS DE LA PESTE AVIAR
CLASICA Y DE LA PSEUDOPESTE AVIAR

POR

E. RONDA

En estudio precedente (3) indicamos la variable actividad inhibi-
toria de algunos compuestos de amonio cuaternario frente a los virus
vacunal y encefaliticos equinos Este y Oeste. Los alentadores resul-
tados entonces obtenidos con dos de los compuestos utilizados nos lle-
varon a ensayarlos en experiencias de este tipo frente a dos repre-
sentantes del grupo de los Mixovirus, siguiendo una pauta de trabajo
andloga: previo conocimiento de las caracteristicas de toxicidad de
los compuestos se establecieron contactos de virus-compuesto en con-
diciones variables de tiempo y temperatura, para después valorar la
capacidad hemoaglutinante, letal sobre. embrién de pollo e infectiva
sobre fibroblastos en cultivo celular, de los virus asi tratados.

MATERIAL Y METODOS

Virus

Se emplearon el virus de la peste aviar cldsica («Fowl plague vi-
rus», FPV), cepa Rostock, y el de pseudopeste aviar o de Newcastle
(«Newecastle disease virus», NDV), procedentes ambos del «Max-Planck-

Microbiol. Espaii., 16 (1963). 179. 1
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Institut fiir Virusforschung», de Tiibinga, temitidos por el Prof.
W. Schiffer.

Ambos virus fueron mantenidos por pases en saco alantoideo de
embriones de pollo de diez-doce dias, y durante las pruebas, el liquido
alantoideo infectado a utilizar permanecié en congelacién a — 20 °C.

Para la titulacién de los virus se siguié el método de Reed y
Muench (2), determinando la dosis letal 50 por ciento (DL, sobre
embrién de pollo, y la dosis infectante 50 por ciento en cultivo de
tejidos (DITC,,) para fibroblastos.

Las caracteristicas de estos virus quedan definidas por los siguientes
datos:

FPV NDV
Titulo hemoaglutinante (HA) 1/2.560 1/1.280
DL,,/0,1 cm® 10%:2 10%#
DITC,,/0,1 cm® 107 10¢

Huevos embrionados

Fueron utilizados huevos incubados en nuestro laboratorio, mante-
nidos a 39 °C antes de la inoculacién y a 87 °C después de inoculados.

Fibroblastos de pollo

Células en cultivo primario, obtenidas por tripsinizacién, a 37 °C,
de embriones de pollo de nueve dias, previa eliminacion de cabeza,
visceras y extremidades, empleando tripsina 1/250 de Difco, al 0,1
por ciento, en solucién de Hank.

Estas células se afiadieron al medio de erecimiento en una propor-
cién de 10°/ 1 cm?, repartiéndolas en tubos de vidrio Pirex, tapados
con tapén de goma y conservados inclinados en estufa a 37 °C. El cul-
tivo celular permanecié en medio de crecimiento hasta lograr una
capa monocelular continua, en cuyo momento se efectuaron las pruebas
correspondientes de inoculacién de virus o compuesto, nutriéndose a
partir de entonces con medio de mantenimiento.

2
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Medios nutritivos celulares

Se utilizaron los medios de crecimiento y mantenimiento que a con-
tinuacién se indican:

Medio de Medio de
Componentes crecimiento mantenimiento

Solucion de Hank 74 % 86 %
Hidrolizado enzimdtico de lacto-

albimina al 5 por ciento 10% 10%
Suero de ternera 15 % 3%
Rojo de fenol al 0,2 por ciento 1% 1%
Penicilina 100U.1./1em® 100 U.1./1 cm®
Estreptomicina 100 pg/l cm?® 100 pg/1 cm?®
Nistatina 20 U. L./1 cm® 20 U.1./1 cm®

Ambos medios se ajustaron a pH 7,2, con bicarbonato sédico.

Comgpuestos de amonio

Cloruro de cetildimetilbencilamonio (CDBA) y cloruro de cetil-
trimetilamonio (CTA), de L. Light & Co. Ltd., cuyas caracteristicas
fisicoquimicas fueron ya descritas (3). Con esas sustancias se prepararon
diluciones en solucidn salina estéril, a temperatura ambiente. E1l CDBA
es dificilmente soluble a 4 °C, por lo que no fue posible efectuar prue-
bas de contacto con esta sustancia a dicha temperatura.

Ensayos de toxicidad de los compuestos

Se efectuaron frente a embrién de pollo y frente a fibroblastos.

En el primer caso se hicieron inoculaciones de diluciones decimales
de ambas sustancias en solucién salina, sobre embriones de pollo a dosis
de 01 cm?® por via alantoidea, en grupos de cinco huevos, los cuales
fueron observados durante ocho dias después de la inoculacién, mante-
niéndolos en incubadora a 87 °C. Se consideraron atdxicas las dilu-
ciones que no produjeron muerte en este periodo de tiempo.

Frente a fibroblastos en cultivo monocelular, la toxicidad fue ensa-

3
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yada afiadiendo los compuestos sobre el medio de mantenimiento,
alcanzando hasta diluciones finales del orden de 10-*°. Se interpreta-
ron como atéxicas las diluciones finales que no dieron lugar a altera-
ciones celulares observables macroscdpica o mic'roscépicamente

En ambos casos se intent6 fijar la dosis maxima tolerada (DMT) de
cada uno de los compuestos estudiados.

Pruebas de hemoaglutinacién

Para su realizacidn se siguié el método de Burnet (1) en placa de
plastico excavada, utilizando el virus en diluciones seriadas (0,25 cm?)
al duplo en solucién tampdn veronal al 1/5 en agua destilada (pH 7,2).
En cada pocillo, a la dilucién del virus se afiadié un volumen igual de
hematies de gallina al 0,5 por ciento en sclucién tampén de veronal 1/5.

La lectura de resultados fue efectuada después de una hora a 4 °C.

Estudio de la actividad viricida

Se realiz6 mediante contactos del virus con las sales de amonio
cualernario, preparando una suspensién en solucién salina del liquido
alantoideo infectado, hasta lograr una dilucién final que correspon-
diera a 2 X 102 DL;, 6 2 X 10® DITC;,.

A esta suspension se afiadié un volumen igual de una dilucién con
2 DMT de la sustancia problema. De este modo, obteniamos una sus-
pensién de 10° DL;, del virus frente al compuesto con 1 DMT; mezcla
que se mantuvo durante tiempos variables (treinta, sesenta y ciento
veinte minutos) a diferentes temperaturas (4°, 25° y 87 °C) sobre un
agitador magnético en la oscuridad. Transcurridos estos contactos, va-
riables en temperatura y tiempo, fue inoculada la mezcla en varios
grupos de cinco huevos.

En nuestros ensayos de toxicidad para estos compuestos de amonio
pudimos comprobar que la DMT por los fibroblastos resultaba débil
para actuar frente a los virus en estudio. Para obviar este inconve-
niente, practicamos una centrifugacion de cada una de las muestras,
variables en temperatura y tiempo, a 2.000 r/m durante diez minu-
tos, seguida de una centrifugacién del sobrenadante a 35.000 r/m du-
rante treinta minutos, recogiendo el sedimento, que se resuspendia en
solucidn salina para volver a centrifugar a 35.000 r/m durante el mismo
tiempo.

4
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El sedimento final fue nuevamente resuspendido en medio de man-
tenimiento en cantidad suficiente para restituir el volumen primitivo
y este medio se afiadié a los tubos de cultivo, agrupdndolos en varios
lotes de cinco. Mediante este procedimiento hemos logrado afiadir el
virus tratado con altas concentraciones del compuesto, sin que se pre-
sentaran los efectos toxicos sobre células originados por estas sales de
amonio.

Asimismo se siguieron pruebas paralelas de lavado de virus sin
tratar, obteniéndose en todos los casos destruccién del cultivo celular
cuando habian sido infectados con aquellos virus.

Estudio de la actividad virostdtica

Se efectué mediante pruebas de inoculacién del virus sin tratar a
embriones de pollo y a fibroblastos, realizando en ambos casos dos
tipos de ensayos de acuerdo con el siguiente protocolo:

Embriones

I) Inoculacién al embrién de 1 DMT por via alantoidea antes de
la infeccidon por la misma via con 10° DL, del virus, que se llevd a
cabo en tiempos diferentes (ireinta, ciento veinte o doscientos cuarenta
minutos).

IT) Inoculacion al embrién de 10® DL, del virus por via alantoidea
y posterior tratamiento con 1 DMT, por idéntica via, en tiempos dife-
rentes (treinta, ciento veinte o doscientos cuarenta minutos).

Fibroblastos

I) Adicién de la sustancia problema al medio de mantenimiento
hasta lograr 1 DMT por tubo de cultivo e inoculacidon posterior con
108 DITC;, del virus, a intervalos diferentes (treinta, ciento veinte o
doscientos cuarenta minutos).

I1) Inoculacién del virus en el medio de mantenimiento hasta lograr
un titulo de 10 DITC;, en cada tubo de fibroblastos, afiadiendo mas
tarde compuesto suficiente para 1 DMT con intervalos de treinta, ciento
veinte o doscientos cuarenta minutos.
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RESULTADOS

Los diferentes resultados se indican en los cuadros 1-10.

Cuadro 1. Ensayos de toxicidad de los compuestos para embriones

de pollo
1 Namero s
Diluciones . Probabilidad
Compuestos de embriones
ensayadas muertos/inoculados de muerte
10— 15/15 1,00
CDBA 10—2 4/15 0,26
10—3 0/15 0,00
10—t 12/15 0,80
CTA 10—2 3/15 0,20
10—3 0/15 0,00

En ambos casos, las dosis maximas toleradas (DMT) correspondie-

ron a las diluciones 1073.

Cuadro 2. Ensayos de toxicidad de los compuestos
para fibroblastos de pollo

Diluciones finales

Grado de toxicidad

Compuestos en ol medio sobre 1?2) células
10-3 44+
10—+ I

CDBA 10-s F 44+
10-¢ +++
10-7 ++
10-# —
10-3 4+t
10—+ 4+

CTA 10-% o+
10-6 ++
10-7 —
10-¢ —

(*) Diversos grados de alteracién que van desde el des-
prendimiento inmediato de la capa monocelular (+ + + +)
hasta ligeras variaciones en la morfologia de las células (+)
o ausencia total de actividad detectable (—).

Para el CDBA, la DMT se encontré en la dilucién 1078, mientras

que para el CTA, esta dosis estaba en la dilucién 10"
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Cuadro 8. Poder viricida frente al virus de la peste aviar (FPV) determinado sobre embrién de pollo

Condsiones do 6. | aados soro ol s rwado | V0 S 0 il mantnklo o L
Compuesto
Ti. (%), Tfe ®, Tin (%), DLW/: Poderd Pu (9 Tin, DL /8 Iio;latir P
min C 1/ 0,1 cm letal (9) 1/ 0,1 cm e
30 25 2.560 103 3/15 0,2 2.560 108 15/15 1
CDBA 37 1.280 1032 3/15 0,2 2.560 1081 15/15 1
1 DMT (10-% en 60 25 2.560 0 0/15 0 1.280 108.2 15/15 1
solucién sali- 387 2.560 0 0/15 0 2.560 108 15/15 1
na) . 120 25 1.280 0 0/15 0 1.280 108 15/15 1
37 2.560 0 0/15 0 1.280 108.2 15/15 1
4 1.280 1042 6/15 0,40 2.560 1082 15/15 1
30 25 2.560 104 4/15 0,26 2.560 1082 15/15 1
37 2.560 104 4/15 0,26 1.280 108 15/15 1
CTA 4 1.280 0 0/15 0 1.280 108 15/15 1
1 DMT .(10"3 en 60 25 2.560 0 0/15 0 2.560 1082 15/15 1
Solucién sali- 87 2.560 0 0/15 0 2.560 1062 15/15 1
4 1.280 0 0/15 0 2.560 1082 15/15 1
120 25 2.560 0 0/15 0 1.280 10¢.2 15/15 1
87 2.560 0 0/15 0 1.280 1082 15/15 1

(a) Tiempo de contacto. (b) Temperatura de contacto. (c) Titulo hemoaghutinante.
(d) Embriones: muertos/inoculados. (e) Probabilidades de .muerte.



Cuadro 4. Poder viricida frente al virus de la peste aviar (FPV) determinado sobre fibroblastos de pollo

Condiciones de la . . Virus testigo no tratado y mantenido en las
experiencia Resultados sobre el virus tratado condiciones de la experiencia
Compuesto
Ti, Tee, . DITC:./ Poder s . DITC:o/ Poder
min °C T 1/ 01'em® |infectivo(®)| F1C% | T 1/ 07 emd’ | infectivo Py
CDBA 30 25 2.560 1045 2/15 0,13 1.280 107 15/15 1
(102 en solucién 37 2.560 1045 2/15 0,13 1.280 107 15/15 1
salina con pos- 60 25 1.280 0 0/15 0 2,560 1084 15/15 1
terior centrifu- 37 2.560 0 0/15 0 1.280 1088 15/15 1
sacién y lava- 120 25 1.280 0 0/15 0 2.560 108.2 15/15 1
o del virus) 37 2.560 0 - 0/15 0 1.280 108.8 15/15 1
30 25 1.280 1087 15/15 1 1.280 106.5 15/15 1
CDBA 37 2.560 1085 15/15 1 1.280 107 15/15 1
1 DMT (10—8 en 60 25 2.560 1085 15/15 1 2.560 106.2 15/15 1
solucién sali- 37 1.280 108.6 . 15/15 1 2.560 106.4 15/15 1
na) 120 25 2.560 108.5 15/15 1 1.280 108.7 15/15 1
37 2.560 1087 15/15 1 2.560 107 15/15 1
4 1.280 1048 3/15 0,20 2.560 1088 15/15 1
CTA 30 25 2.560 105 4/15 0,26 2.560 107 15/15 1
(10-3 en solucién 87 2.560 1045 2/15 0,13 1.280 1004 15/15 1
salina con pos- 4 1.280 0 0/15 0 2.560 1088 15/15 1
terior o entIIi,fu- 60 25 2.560 0 0/15 0 1.280 1068.5 15/15 1
acion v lava- 37. 1.280 0 0/15 0 1.280 107 15/15 1
5o dol Yires) 4 1.280 0 0/15 0 2.560 1084 15/15 1
120 25 2.560 0 0/15 0 1.280 1088 15/15 1
37 1.280 0 0/15 0 2.560 1082 15/15 1
4 1.280 1087 15/15 1 1.280 1089 15/15 1
30 25 2.560 108.5 15/15 1 2.560 107 15/15 1
CTA 37 2.560 108.6 15/15 1 2.560 108.8 15/15 1
1 DMT (107 en 4 1.280 1084 15/15 1 1.280 1084 15/15 1
solucién sali- 60 25 2.560 10¢.6 15/15 1 1.280 1088 15/15 1
na) 87 1.280 10s.7 15/15 1 2.560 107 15/15 1
4 2.560 108.5 15/15 1 1.280 108.5 15/15 1
120 25 1.280 108.¢ 15/15 1 1.280 108.7 15/15 1
37 2.560 1084 15/15 1 2.560 108.8 15/15 1

(*) Tubos con efectos citopaticos/inoculados. (*¢) Probabilidad de infeccién.



Cuadro 5. Poder viricida frente al virus de la pseudopeste aviar (NDV) determinado sobre embrién de pollo

Condiciones de la Resultados sobre el virus tratado Virus testigo no tratado y mantenido en las
experiencia condiciones de la experiencia
Compuesto -
RN IR
30 25 1.280 1032 6/15 0,40 1.280 108 15/15 1
87 640 103 5/15 0,33 1.280 1059 15/15 1
1 DMQI‘D(?S‘3 en 60 25 1.280 0 0/15 0 640 1058 15/15 1
solucién sali- 37 1.280 0 0/15 0 1.280 108 15/15 1
n2) 25 640 0 0/15 0 1.280 108.7 15/15 1
120 37 1.280 0 0/15 0 1.280 108 15/15 1
4 640 1048 12/15 0,80 640 105:8 15/15 1
30 25 1.280 1048 10/15 0,66 1.280 108 15/15 1
87 1.280 1043 10/15 0,66 1.280 1057 15/15 1
CTA 4 640 0 0/15 0 1.280 105.9 15/15 1
1 DMT (103 en 60 25 1.280 0 0/15 0 640 100 15/15 1
;§§“°‘°n sali- 87 1.280 0 0/15 0 640 1058 15/15 1
4 1.280 0 0/15 0 1.280 108.9 15/15 1
120 25 640 0 0/15 0 640 105.8 15/15 1
87 1.280 0 0/15 0 1.280 105.8 15/15 1




Cuadro 6. Poder viricida frente al virus de la pseudopeste aviar (NDV) determinado sobre fibroblastos de pollo

Condiciones de la . condiciones de la experiencia
experiencia Resultados sobre el virus tratado Virus testigo no tratado y mantenido en las
Compuesto p P
Ti., Te., . DITCs/ Poder . DITC:s/ Poder
min °C Tiy, 1/ 0,1 cm? infectivo Pi (") Th, 1/ 0,1 cm? infectivo Py
CDBA 30 25 1.280 105 10/15 0,66 640 1058 15/15 1
(10—3 en solucién 37 640 1048 10/15 0,66 1.280 1058 15/15 1
salina con pos- 60 25 640 0 0/15 0 640 1056 15/15 1
terior centrifu- 37 1.280 0 0/15 0 640 105.4 15/15 1
gacién y lava- 120 25 1.280 0 0/15 0 1.280 1057 15/15 1
o del virus) 87 1.280 0o 0/15 0 1.280 1056 15/15 1
30 25 640 1054 15/15 1 1.280 105.5 15/15 1
CDBA 37 1.280 105:2 15/15 1 640 1054 15/15 1
1 DMT (10-8 en 60 25 1.280 105 15/15 1 640 1058 15/15 1
solucién  sali- 37 640 105: 15/15 1 1.280 1056 15/15 1
na) 120 25 1.280 1054 15/15 1 1.280 1057 15/15 1
37 1.280 105.2 15/15 1 1.280 "105.7 15/15 1
4 640 105.7 14/15 0,93 640 1054 15/15 1
CTA 30 25 640 105.2 12/15 0,80 1.280 105.8 15/15 1
(10~ lucis 37 1.280 105:2 13/15 0,86 1.280 105.7 15/15 1
i eén sofucion 4 640 105.2 15/15 0 1.280 105:5 15/15 1
fa na C°“tl?§s‘ 60 25 1.280 105:2 15/15 0 640 1057 15/15 1
erior Cenln u- 37 1.280 105:2 15/15 0 640 1057 15/15 1
ﬁacﬁ’“l Y, a‘;a' 4 640 105:2 15/15 0 1.280 105:8 15/15 1
0 del virus 120 25 1.280 105.2 15/15 0 1.280 1054 15/15 1
87 1.280 105.2 15/15 0 1.280 1056 15/15 1
4 1.280 1053 15/15 1 640 105.6 15/15 1
30 25 640 1051 15/15 1 1.280 1054 15/15 1
CTA 87 1.280 105 15/15 1 1.280 1057 15/15 1
] DMT (107 en 4 1.280 1047 15/15 1 640 1058 15/15 1
Tucidn sal 60 25 640 1046 15/15 1 1.280 1058 15/15 1
sotucion  sall- 37 1.280 1052 15/15 1 1.280 1056 15/15 1
na) 4 640 1040 15/15 1 640 1055 15/15 1
120 25 640 1048 15/15 1 1.280 1054 15/15 1
87 1.280 1042 15/15 1 1.280 1057 15/15 1
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Cuadro 7. Poder virostdtico frente al virus de la peste aviar (FPV)
determinado sobre embrién de pollo

Experimento 1. Inoculacién
del virus (10° DLs) después
del compuesto

Experimento II. Inoculacién
previa del virus

Comp uesto Inoculacién Administracién
del virus  |Embriones muer- P del compuesto |Embriones muer- P
después de | tosf/inoculados m | (1 DMT) después| tos/inoculados m
minutos de minutos
CD(BA 30 15/15 30 15/15 1
1 DMT (10—3 en
solucién sali- 120 15/15 120 15/15
na) ) 240 15/15 240 15/15
C']EA 30 15/15 30 15/15
1 DMT (10—3 en
solucién sali- 120 15/15 120 15/15
na) 240 15/15 240 15/15

Cuadro 8. Poder virostdtico frente dl virus de la peste aviar (FPV)
determinado sobre fibroblastos de pollo

Experimento I. Inoculacién
del virus (10° DITCs,) después
del compuesto

Experimento II. Inoculacién
previa del virus
(10*° DITGC:s)

Compuesto -
In;e‘iu‘l,?f &fn Tubos con efectos dellc\gg;?xnesto Tubos con efectos
después de | citopaticos/ino- Pi | (1DMT) después| citopéticos/ino- Py
minutos culados de minutos culados
CD(BA 30 15/15 1 30 15/15 1
1 DMT (10—8 en
solucion sali- 120 15/15 120 15/15
na) 240 15/15 1 240 15/15
MC'I(‘A 30 15/15 30 15/15 1
1 DMT (10~7 en
solucién sali- 120 15/15 120 15/15
na) 240 15/15 240 15/15 1

11
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Cuadro 9. Poder virostdtico frente al virus de la pseudopeste aviar
(NDV) determinado sobre embrién de pollo

Experimento 1. Inoculacién
del virus (10* DL después
del compuesto

Experimento 1I. Inoculacién
previa del virus

Compuesto

Inoculacién Administracion
del virus |Embriones muer- P del compuesto |Embriones muer- P
después de | tos/inoculados m (1 DMT) después| tosfinoculados ™
minutos de minutos
CD(BA 30 15/15 1 30 15/15 1
1 DMT (103 en
solucién sali- 120 15/15 1 120 15/15 1
na) 240 15/15 1 240 15/15
DM %’li"A 30 15/15 1 30 15/15 1
1 10—3 en
solucién sal 120 1515 1 120 15/15
na) 240 15/15 1 240 15/15

Cuadro 10. Poder virostdtico frente al virus de la pseudopeste aviar
(NDV) determinado sobre fibroblastos de pollo

Experimento I. Inoculacién Experimento 1I. Inoculacién
del virus (10° DITCs) después previa del virus
del compuesto (10° DITC:s0)
Compuesto -
U ] | o8 [
- Cl1to| cos/ino~
il e B (R =
1 DMCD(BA 30 15/15 1 30 15/15
T (10~% en
solucién sali- 120 15/15 1 120 15/15
na) 240 15/15 1 240 15/15 1
. DMC'I(‘A 30 15/15 1 30 15/15
T (10~7 en
olucion sal 120 15/15 1 120 15/15
na) 240 15/15 1 240 15/15 1

De cada lote de ensayos en los que resulté muerte de embriones o
destruccidon celular, se efectué la determinacién del titulo hemoagluti-
nante y de la DL;, o DITC,, obteniendo resultados demostrativos
de que el virus habia recuperado en el pase a través del embrion o del
cultivo celular los titulos originales.

12
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CONSIDERACIONES SOBRE LOS RESULTADOS

En los cuadros 1-2 pueden verse las diluciones que resultaron atoxi-
cas para las distintas experiencias y compuestos, presentando un grado
de toxicidad ligeramente mds elevado el cloruro de cetildimetilbencil-
amonio. De cualquier modo, la toxicidad de ambos compuestos para los
fibroblastos en cultivo era tan acusada que tuvimos necesidad de idear
una modificacién experimental que obviara este inconveniente, segtin
indicamos en el apartado de técnicas. "

Asimismo, de la observacién de los cuadros 8-6, correspondientes
a estudios sobre poder viricida, se ve que esta accién es independiente
de la temperatura y que para que pueda lograrse esta actividad frente
al virus son necesarios contactos superiores a los treinta minutos.

En cuanto a particularidades de esta actividad viricida de los com-
puestos de amonio ensayados, es de destacar que no alcanza a modifi-
caciones en el titulo hemoaglutinante, ya que las ligeras diferencias
encontradas se presentaron también en el virus testigo y sin que su
aparicién pueda vincularse a variaciones de tiempo o temperatura en
los contactos virus-compuesto.

Esta actividad viricida se manifesté palpablemente en una marcada
disminucién de las DL;, y DITC;,, que alcanza de 5 a 6 unidades
logaritmicas de base 10 respecto al titulo testigo.

Es posible afirmar que ambos compuestos tienen poder viricida, al
que se mostré miés resistente el virus de la pseudopeste aviar:

En todos los ensayos se ha podido comprobar un paralelismo de
resultados para las experiencias con fibroblastos tanto como para las
de embriones.

Los cuadros 7-10, referentes al estudio de la actividad virostatica
de los compuestos estudiados, demuestran de un modo concluyente la
ausencia de esta accién, por cuanto no hubo proteccién alguna de em-
briones ni células en presencia de las sales de amonio.

CONCLUSIONES Y RESUMEN

Se ha estudiado la posible accién viricida y virostitica de los com-
puestos cloruro de cetildimetilbencilamonio y cloruro de cetiltrimetil-
amonio frente a virus de la peste aviar cldsica y de la pseudopeste

13
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aviar o de Newcastle, mediante ensayos en embrién de pollo y cultivo
de fibroblastos de pollo.

Por los resultados obtenidos es posible concluir que ambas sustan-
cias estudiadas presentaron actividad viricida, pero no virostitica,
frente a los virus citados.

Que esta actividad viricida es detectable por disminucién en los
titulos letal o infectivo, pero no en el titulo hemoaglutinante.

Que el descenso de los titulos DL,, y DITC;, alcanza a veces hasta
5 6 6 unidades logaritmicas decimales.

Que asi como la temperatura de contacto, dentro de los limites en-
sayados, no afecté a los resultados, los tiempos de contacto inferiores
a sesenta minutos no bastaron para producir una accién viricida lotal.

Y que cuando no se lograba esta accidén viricida total, los virus ob-
tenidos de los embriones muertos y cultivos de fibroblastos alterados
habian recuperado sus titulos originales de letalidad o infectividad.

SUMMARY

In the present paper the virucidal and virustatic action of cetyl-
dimetyl-benzyl-ammonium chloride and cetyl-trimetyl-ammonium chlo-
ride against fowl plague virus and Newcastle disease virus was studied.

A clear virucidal action of these studied substances was found,
while no virustatic action was found.

The author reported that the virucidal action determinated on chick
embryo cells and embryonated eggs erises up to 5 or 6 logarithmic
unities.
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MORPHOLOGICAL AND PHYSIOLOGICAL ASPECTS
OF THE TAXONOMY OF STREPTOMYCETES (*)

BY

E. KUSTER

Streptomycetes are a group of microorganisms which have become
more and more significant for applied and particularly industrial micro-
biology as they are very important and one of the best-known antibiotic
producers. This led to intense studies of these organisms, with regard
to their morphology, physiology, ecology, and taxonomy. In the search
for strains with antibiotic activity many types have also been found
which arosed the interest of workers by demonstrating new and
peculiar morphological and physiological properties which improved
our knowledge not only of Streptomycetes but also of the whole class
of Actinomycetes. New genera and families were introduced which
are distinguished morphologically (Table 1).

The genera of the Streptomycetaceae are mainly differentiated by
the number and origin of spores. There are types which form one or
more spores on the vegetative or aerial mycelium only, while others
do it on both mycelia, for example Thermoactinomyces and Micro-
polyspora.

Nocardia is considered as an individual genus in this table. However,
recent studies tend to the opinion that Nocardia are intermediates
between Mycobacterium and Streptomyces. There exist asporogenous
variants of Streptomyces which can not be separated from Nocardia,
and on the other hand, Nocardia are also able to form aerial hyphae
and spore chains like Streptomyces (5). Because of these overlappings

(®*) Conferencia pronunciada en el Centro de Investigaciones Biolégicas del
C. S. I. C. (Madrid, 29-1V-1963).

Microbiol. Espafi., 16 (1963), 193. 1



Table 1. Actinomycetales

Family Genus
Actinomycetaceae Vegetative mycelium fragmenting inte
bacillary elements
Actinomyces anaerobic
Nacardia aerobic (mesophilic
& thermophilic)
Streptomyeetaceae Vegetative myecelium not fragmenting into
bacillary elements
Micromonospora aerial mycelium absent single spores on vegetative mycelium only
(mesophilic)
Thermomonospora \ single spores on aerial mycelium only
(thermophilic)
Thermoactinemyces single spores on aerial and vegetativa mycelium
. ) (thermophilic)
Waksmania aerial mycelium present pairs of spores on aerial mycelium only
(=Microbispora) (mesophilic)
Streptomyces chains of spores on aerial mycelium only
(mesophilic & thermophilic)
Micropolyspora chains of spores and single spores on aerial
and vegetative mycelium (mesophilic)
Actinoplanaceae Spores ocurring in sporangia

Actinoplanes aerial mycelium absent
Streptosporangium

aerial mycelium present
Microellobosporia

spherical sporangia with motile sporangiospores

spherical sporangia with non-motile sporangio-
spores

club-shaped sporangia with non-motile
sporangiospores
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and the close relationships some workers postulate a combination of
the two genera Nocardia and Streptomyces (6, 8).

The taxonomic position of some genera is still doubtful, they are
not included in this scheme. Jensenia (3, 4) comprise aerobic unicellular
and so-called «soil-diphtheroid» forms of Corynebacterium, Myco-
bacterium, and Nocardia. Chainia (20) resemble Streptomyces which
are able to form sclerotia on the vegetative mycelium quite easily
under specific conditions. Pseudonocardia (9) are thermophilic forms
of Nocardia. Thermopolyspora (9) are thermophilic Waksmania and
Streptomyces respectively. Streptoverticillium (2) comprises verticillate
Streptomyces.

Among these genera the genus Streptomyces is the most important
one and comprises the greatest number of species. 256 species are
considered in 'Waksman’s monography (24) and since that time many
new species have been described and named. Much confusion arises
when a new species is not sufficiently tested and compared with type
cuitures. So, it can happen that the same species is named with
different designations and many species may be synonyma.

It it often very difficult to fix the borderline between the species;
the definition of this taxon is quite unclear in spite of all the regulations
in the Code of Nomenclature. Which criteria should be considered
important and necessary for a species determination? There are two
groups of taxonomists, the «lumpers» and the «splitters». The lumpers
using only a few characters collect into one species many types which
are designated as different species by the splitters. A good help for
taxonomic work is the introduction and use of infrageneric taxa such
as «group», «species-group», or «series». At present we are not yet
able to build up a natural system of classification of bacteria to include
the Streptomycetes, based on our knowledge of their phylogeny and
evolution. Each classification system and key is only a tool for
describing, collecting, and grouping the various naturally occurring
types of organisms.

The whole situation of bacteriological work and particularly
taxonomy is complicated by the fact that our laboratory experiments
do not completely reproduce the conditions and relationships in nature,
the original environment of the microorganisms. Uncontrolled mutations
or other changes of the genetic substance may also occur in nature,
e. g. in soil, which are induced by mutagenic agents, such as metabolic

3



196 E. Kiister

products of microorganisms or substances derived from the decomposi-
tion of organic matter. If two strains have been isolated from soil
which differ in one or two characters, they will be classified as two
different species. On the other hand, by a treatment with mutagenic
agents mutants can be artificially produced which sometimes differ
in more characters and nevertheless belong to the same parent species.

At present the following morphological and physiological characters
are important and commonly used criteria for classification of Strepto-
mycetes (Table 2).

Table 2. Main characters for classi-
fication of Streptomycetes

Morphology of spore-bearing hyphae
Morphology of spore surface

Colour of vegetative and aerial mycelium
Chromogenicity (Melanin production)
Utilization of carbohydrates

The shape and structure of the spore-bearing aerial hyphae is very
characteristic and stable for each species. The scheme of Pridham
et al. (17) is, more or less modified, generally employed. There are
also many transitions here and sometimes more than one morphological
type has been found within one culture. In general, when spirals have
been observed, the strain is determined as spiral even if flexous
hyphae or open loops are also present. It is not yet sure if the evolution
has been in the sequence straight—flexous—spiral or in the opposite
way.

During the last ten years observations with the electron microscope
showed that the shape of spores is not as uniform as was thought when
the light microscope only was used. The surface of the spores can
appear smooth or rough, in the latter case the projections are spiny,
hairy, or warty (11). This character is very stable and consequently
meets the prerequisite of a taxonomic criterion. Recent examinations
of ultrathin sections of spores demonstrated that the spines originate
from a superficial layer rather than from the spore wall proper (1, 24).
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The question has been raised and discussed, whether the spiny projec-
tions of the spore surface are artificial products formed by the pre-
paration for the electron microscope. The outerwall layer may shrink
under the influence of the vacuum in a peculiar way, forming spines.
Even if this is true, it is curious that only a few species always form
such a shrinkage, even under different cultural conditions. Therefore,
from the taxonomical point of view, the appearance of spines and
other projections is a stable property, independently of which way
they are formed.

Other electron microscopical studies gave evidence for the presence
of a surface layer on the aerial hyphae and spores (10). This loose
covering layer breaks when the spores mature and separate. If the
outer layer does not rupture but remains intact and adherent, the
whole spore-bearing hypha would appear as a sporangium, and the
spores as sporangiospores rather than conidia. In fact, such an organism
with sporangia of sausage-shaped. structure containing chains of 2-6
spores has been recently described as Microellobosporia (7). Further
observations are necessary to show if with Streptomycetes also sporangia
occur more commonly than hitherto assumed.

Besides the morphological features another very noticeable charac-
ter of Streptomycetes is their colorful appearance. The colonies exhibit
various colours, which may be white, gray, yellow, pink, red, brown,
or black. Generally the colour of the aerial mycelium is more conspicous
than that of the vegetative mycelium which is commonly covered by
aerial mycelium. Thus the colour of the reverse of the vegetative
mycelium is observed and recorded. The colour of the aerial mycelium
is not always the same as that of the vegetative mycelium. Sometimes
the pigment of the vegetative mycelium is, if water-soluble, secreted
into the medium and colours it. The formation of a soluble pigment
largely depends upon cultural conditions, mainly on the medium used,
and is generally not so stable that it can be used as a taxonomic
criterion. There are wide variations in colour, and a colony is very
seldom uniformly coloured. For instance, a pinkish colony shows many
transitions and ranges from whitish to more or less strong pink. This
makes a description of the colony and its application for taxonomic
purposes difficult. Even so the colours of the aerial and vegetative
mycelium are still the main criteria which are used for the first
separation into series, groups and the like. There are many factors
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which should be considered when colour is employed for classification.
First the afore mentioned variability of the colour itself. Another
difficulty arises in describing a colour. The same colour may be
described differently by different workers. There are so many terms
of colours which mean exactly the same with different words. The
worker’s individual conception of colour differs, particularly that of
mixed colours. Each observer has not only a different personal percep-
tion of colours, but he may also determine the same culture differently
at different times, particularly when dealing with cultures showing
coloured intermediates which are termed white one day and gray
another. The kind of light is also important, bright or gloomy daylight
or artificial light influencing the determination of colour. Weariness of
the eyes or familiarity during many hours of observation may also
influence the colour determination. The variation of the colour descrip-
tion is at least as wide or even greater than that of the colour itself.

The use of standard colour plates with code numbers may partly
eliminate these difficulties because they also comprehend the interme-
diates, but the subjective manner of observing and describing is not
completely excluded. The best solution might be a physical method
by which the colour would be determined objectively. The first experi-
ments and measurements have been done, using a reflectance spectro-
photometer (15). Although the results are not yet sufficiently satisfying
they may be the basis for further studies in this direction. Until a
physical method of colour determination is developed a colour scheme
introduced as «Colour 'Wheels» by Tresner (21), seems to be convenient
and suitable for taxonomic purposes and for separation of strains into
the first categories of series or groups. It consists of a simple reduced
Colour Harmony Guide System, commonly used in USA, which is
arranged in a circular manner. All the colour shades which occur with
one series or species-group of Streptomycetes are on one circle. It is
quite easy then to compare even a culture which never shows a uniform
colour, with the «Wheel» of a type species or series. Many cultures
show a colourless, whitish, or creamy colour, some of them with a
tendency to yellow, others to red or another colour which is charac-
teristic for each series. This fact is respected in this scheme and is
one of the main advantages.

In several keys of classification the melanin reaction is used as
one of the first and more significant criteria. The melanin reaction

6



Aspects of the taxonomy of Sireptomycetes 199

means the browning of organic media containing peptone. Sirains
capable of browning peptone are called chromogenic. It is very
important to choose the right peptone which is darkened in a specific
manner. In the earlier descriptions of species it was only stated if
peptone media were browned or not. Later, tryptone-containing media
were found to be suitable for the application of this test (14). However,
here also intermediates of doubtful determination occur occasionally.
Peptone Iron Agar (Difco) is still a more suitable medium and gives
results which can be described more clearly as positive or negative.
This medium was originally introduced and commonly recommended
for the detection of H,S formed by the growing organisms (22). Using
these two media it was found that a correlation exists between the
melanin- and H,S-test. Melanin-positive chromogenic strains also
blackened the peptone-iron-agar; negative strains are always negative
on both media. It was demonstrated that the blackening of the peptone-
iron-agar is not due to H,S production, but only to that of mela-
nin (16, 23).

Recent studies on the H,S test showed that the lead acetate strip
test indicates a true H,S formation only (Kiister & Williams, unpublished
data). This test consists of a strip of filter paper, soaked and saturated
with lead acetate solution on which the gaseous H,S, evolved by the
growing organisms, is adsorbed and consequently blackens the strip. -
This test, commonly used also with bacteria, is usually employed with
liquid media. However this test is more sensitive on solid than on
liquid media with Streptomycetes. For this, H,S must be liberated from
the agar medium by treatment with HCl. When the blackening of the
medium is due only to H,S formation, the treatment with hot concen-
trated HCl decolourizes the medium completely. If the medium is only
partially decolourized, it indicates the formation of melanin as well.
In this way the differentiation between H,S-positive and- negative and
melanin-positive and-negative strains respectively becomes quite simple
and easy. The H,S test is based on the formation of black metal-
sulfide compounds which are differentiated by their different stability
(Table 3). Bismuth-sulfide (Bi,S,) is the most stable, it does not blacken
the test strip without HCI treatment. PbS takes an intermediate position.
FeS is most unstable, the medium remains uncoloured or becomes
colourless very quickly. Tests with pure H,S confirmed this suggestion.
Detailed results will be published elsewhere.
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It could also be demonstrated that the melanin reaction is due to
the activity of phenolases, probably of the laccase type. In this connec-
tion it may be interesting to mention the observation that the intensity
of the browning of a tyrosine agar can be improved by the addition
of amino acids which are not oxidized and affected by the phenolases,
mainly lysine, glutamic and aspartic acids. Similarly the various sugars
used as carbon source in the tyrosine medium influence its browning.
Studying a large number of Streptomyces species it was found that each
species needs a specific sugar-amino acid combination for optimal

- browning of the tyrosine medium (13). This might have also a classifi-
catory value which is similar to and comparable with the so-called

Table 3. Detection of H,S-production by melanin-negative strains
of Streptomyces

Peptone- Lead- Bismuth-
Iron- Acetate- Nitrate-
Agar Agar Agar
Blackening of lead acetate strip + + —_
Browning of the media — + +
H:S evolved from media after HC1
treatment —_ + +

carbohydrate spectrum or the utilization of nitrogen compounds. These
experiments also showed that the added amino acids either increase
the enzyme activity by building up the phenolase protein or that they
induce and improve the formation of phenolic metabolic products
which are oxidized by the phenolase originally present. Phenolases
take part in or are essential for some metabolic reactions of Strepto-
mycetes. This is particularly true as far as the formation of antibiotics
with quinonoid structure is concerned (18, 19). The formation of
quinonoid metabolic products which are considered as intermediates
or precursors of humic acids also depends on the presence and activity
of phenolases (12).

*
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STUDIES ON IRISH PEAT BOGS AND THEIR
MICROBIOLOGY (%)

BY

E. KUSTER

Ireland is known as the «Emerald Isle». The same factors which
cause this fame also induce the formation of peat. A humid climate in
which the rainfall is greater than the evaporation is common in coastal
countries of the temperate zone. A high air humidity and frequent
showers in combination with the presence of impermeable limestone
are the ideal conditions for bog formation. This is particularly true of
Ireland. Approximately 20 per cent of the country consists of bogland.
The peat layers may be several (3-7 m) meters deep and many fields
comprise 1,000 ha and more. When a bog is at least 150-250 ha in area
a technical development becomes economic. The first step of bog
development is drainage which removes half the water content (95 per
cent to 90 per cent). After this the peat is harvested either by
cutting sods or by scraping one layer of the surface after the other.
Both types of harvested peat, sod peat and milled peat respectively,
are stored in large piles (500 yards long, 6-8 feet high, 10 feet wide)
to dry them and to reduce the moisture content from 90 per cent to
55 per cent or 35 per cent in the case of sod peat. This material becomes
ready for use as fuel either as briquettes or in power stations. Another
important product is peat moss which is used as a soil conditioner and as
livestock bedding in agriculture and horticulture. Peat moss is also

(*) Extracto de la conferencia pronunciada en el Centro de Investigaciones
Bioldgicas del C. S. I. C. (Madrid, 30-IV-1963).
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composted with sand and soil and shows a very good effect on plants.
In many other industries peat is used, for instance as packing and
insulating material, or in a pressed state for the production of flower
pots.

In the search for new commercial uses for peat the possibility ot
microbial fermentations has also been considered. The utilization of
peat by microorganisms to produce substances of high economic value
is an idea, promising and rich in prospects. One of the main tasks of
the Department of Industrial Microbiology is to find out and to elabo-
rate the fundamentals and conditions under which this suggested
project could be realized.

‘When we want to work with and to use peat we have first of all
to know its chemical composition and biological properties as exactiy
as possible. Peat is a very heterogenous material varying according to
its formation and botanical origin. In general, peat may be defined as
a material which derives from dead organic material, chiefly from
plants, after an incomplete and anaerobic decomposition. It is an
intermediate step in the course of carbonization. The carbon content
increases with progressive carbonization, that of oxygen decreases,
hydrogen and nitrogen remain constant. The more decomposed,
humified, and carbonized the carbon material, the more unavailable
it becomes for microbes.

The manner of formation and the botanical origin influence the
composition and the value of peat to a great extent. Two main types
of bog formation are differentiated: the high- and the low-moor.
The low-moor originates in places with a high groundwater level.
It is rich in nutrients and distinguished by a high ash content. The
high-moor is formed by means of the water-holding capacity of some
plants, mainly of Sphagnum. This type of raised bogs is poor in
nutrients. The Irish bogs mainly consist of high-moor Sphagnum and
Phragmites peat.

The proportion of utilizable C-compounds depends on the grade
of decomposition. Proteins, mono- and disaccharides, and also cellulose
are quickly decomposed so that the proportion of lignin and hemi-
celluloses increases. Besides carbohydrates as nutrients organic com-
pounds in peat have also been found which act as growth-inhibiting
~and/or -promoting substances. Corresponding to the manner of prepa-

2
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ration and to the different peat type various compounds have been
isolated.

The old conception that peat is more or less a sterile material
without considerable microbial life and activity was revised in the last
decades by the studies of Waksman and many others. The number of
microorganisms found in peat is much higher than originally assumed.
Many microbial processes of decomposition and transformation of peat
substances take place in the natural habitat. The total number of
microorganisms averaged 10,000 per gram peat from the pile. The
conditions in a peat pile are quite different from those in an untouched
bog. A better aeration may explain the higher microbial figures and
activity obtained.

In accordance with the acid reaction (pH 8.7-4.5) of the peat under
- examination the number and proportion of fungi was high. As opposed
to samples of mineral soils peat samples only contain a few different
varieties of organisms. Penicilli were the dominant fungi in the peat
samples. The frequent occurrence of Cladosporium, Aleurisma, Cephalo-
sporium and others is probably due to their strong cellulolytic activity.

Microbial counts of samples from peat profiles showed that the
number of bacteria did not decrease steadily, but increased again at
100 cm with a maximum at 150-175 cm. This second maximum coincides
with a change in peat structure and grade of decomposition (H 5 to
H 7-8). The same has been observed with a sample of milled peat
which was harvested from a layer were a change from Phragmites- to
Sphagnum-peat appeared.

'We also found a clear relationship between peat quality and micro-
flora (Table 1). The poorer the quality of peat, the higher are the
figures of microorganisms as obtained by the plate counting method.

Table 1. Relationship between peat quality and microflora

Relative Fungi Anaerobic Furfural
Quality total in colonies in Ogugﬁfe
count per cent per plate per cent
Excellent 80 20 51 0.98 84
Average 100 55 0.94 100
Poor 450 90 216 1.21 129
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Poor quality is equivalent to low decomposition. It means that poor
peat still contains organic matter which is utilizable by microorganisms.
The growth of microorganisms on peat of different origin and quality
has been examined by measuring the O,-uptake in the Warburg
apparatus. The O,-uptake of the peat sample when additionally
inoculated with a peat suspension nearly corresponded to the content
of hemicelluloses measured as furfural.

Cold, warm, and hot water extracts have been prepared from peat
because the most easily utilizable substances for microorganisms are
water soluble. This was confirmed by the determination of the total
carbohydrates with anthrone as reagent (Table 2). In growth
experiments with fungi the hot water extract showed the highest effect.
The weight of mycelia increased parallel to added quantities of the
extracts. This result is probably caused by an adsorption of precipitated

Table 2. Determination of carbohydrates in aque-
ous peat extracts

Water extracts . Glucose. in per cent
Cold 0.012
Warm 0.350-0.400
Hot 0.750-1.120:
Hot (Catalyzed) 2.600:
Dry Peat 5.600

humus-like particles on the fungal hyphae. The different water extracts
are differently coloured and contain increasing quantities of datk
brown sediments in the order cold—warm—hot. In respiration studies,
a water extract obtained by autoclaving yielded a higher O,-uptake
by fungi than the warm water extract of the same peat sample. A further
increase can be reached by autoclaving in presence of diluted H,SO,
as a catalyst. By this so-called wet carbonization a larger amount of
fermentable matter becomes available.

Drain water from a bog was also used in respiration experiments
and gave similar results. It may be defined as an aqueous extract of

4
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peat obtained under natural conditions. Bog water in a concentrated
form showed a stimulating effect ranging between those of hot- and
cold-water extracts. The effect increased when using bog water purified
with charcoal. It means that organic substances with an inhibiting effeci
have been removed by the charcoal treatment. This was confirmed by
an antibiotic test in which the washings of the charcoal showed the
strongest antibiotic effect (Table 3). Utilizable carbohydrates have
also been removed by the purifying treatment so that the O,-uptake
rapidly decreases after 3 days.

Table 3. Antibiotic activity of ether exiracts of bog water

Ether extracts of

Test organisms Raw | Purified | Washings
(Inhibition zones in mm)

E. Coli 1.0 2.0 1.5

B. subtilis 2.0 3.5 6.5

Cladosporium 1.5 5.0 8.0

It is well known that a treatment with ether, toluene, benzene-
alcohol removes waxes and other incrusting substances from peat so
that the utilizable carbohydrates become more available for micro-
organisms. The respiration on differently treated peat as well as on
its water extracts was determined.

The water extracts of ether extracted samples showed a greater
effect on respiration and metabolism than those of untreated peat.
Besides the experiments in the Warburg apparatus the respiration of
a mixed or pure culture of microorganisms was also determined by
the CO,-evolution. The O,-uptake as well as the CO,-evolution was
retarded after the benzene-alcohol treatment as compared to that
after ether- or ether-alcohol treatment or with untreated peat. The
total respiration (after 5 days) was considerably higher with benzene-
alcohol extracted peat and its water extracts than with the other
samples. Only a benzene-alcohol mixture induces this peculiar effect
but neither an ether-alcohol mixture, nor alcohol or benzene alone.
The content of reducing sugars after an acid hydrolysis in benzene-
alcohol treated peat is 2-4 times higher than that of ether-treated peat.

5



208 E. Kiister

This high amount of hydrolyzable hemicelluloses and cellulose after a
pre-treatment with benzene-alcohol may inducé a stronger respiration,
but cannot sufficiently explain the observation of the delayed metabo-
lism. The afore mentioned purification effect on hot water extracts did
not occur with those which were prepared from benzene-extracted
material. This could mean that the inhibiting substances are benzene-
soluble and the consequent charcoal treatment only removes carbo-
hydrates.

The influence of Ca and N added to peat on microbial respiration
has been examined. A positive Ca- and N-effect was observed when
each of these substances was added to peat with and without additional
inoculation with a peat suspension. But there was no or a depressing
effect in the presence of Ca and N together. The Ca-effect is strongest
in the first 2-3 days and decreases very quickly in the subsequent days.
The C/N-ratio in peat is unfavourable changed by the addition of too
much N with regard to available carbon present. When a treatment
with organic solvents releases carbohydrates, the N-effect will be
higher after such a treatment.

Another interesting problem which arises with regard to microbial
activity in peat is the phenomenon of self-heating of peat piles. Heating
and spontaneous combustion have been occasionally observed in piles
of milled peat. It can occur spontaneously at any place in the pile, and
no chemical or biological differences between the heated and non-
heated places have yet been found. The heating of peat is to some
extent comparable to that of hay, compost and the like. The heating
is favoured in low-decomposed peat in comparison to well-decomposed
peat with a higher caloric value as fuel. The total numbers of micro-
organisms from the heated places are much lower than those of places
with normal temperature, but the proportion of thermophiles grown
at 45 °C increases from 3 up to 10-20 per cent in the heated samples.
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