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ABSTRACT. Trichoderma viride C-9and T. reesei QM-%414 were
grown on leaves of sugar cane pretreated with alkali of by gamma radia-
tion at 30 and 100 kGy . It was observed an incrcasing accuriulation
of reducing sugars in the medio at different concentrations of the
carbon source (leaves of sugar cane). CMC- ase activity: Cx, was than
FP-ase activity: Cx + Cl. Mixed culture of T. viride C.9 and Sac-
charomyces bayanus at pH 5,0; acreation 0,4 vvm, agitation 300 r/min,
temperature 27 1o 31 °Cin 5 L of culture medium, yielded 3 g/L. of
cthanol from leaves of sugar cane with alkaline pretreatment.

RESUMEN. Sc¢ estudid el componamicnto de Tnchodermavinde O
y T. reesci QM-9414, crecidas en presencia de paja de cafa pretratada
con sosa o irradiada a 30y 100 kGy . Se observtd gue la acumulacion de
azicares reductores en los cultivos fue claramenie diferenciable en rela-
cidn con la concentracién inicial de la paja irradiada; no asicn el resto
de las vaniantes. Los valores de actividad enzimatica celuleditica Ox (en-
dogiucanasa), fueron generalmentc mayores a los obtenidos on la ac-
tividad celulolitica (x + Cl (endo yémglucanasas). El cultive mixto
de T. viride C-9 y Saccharomyces. bayapus, a pll 5.0 acraciin
04 vvm, agitacion 300 r/min, temperatura 27a 31°C, cavolumen de
$1.. produjo etanot hasta una conceatracion de 3 /1. a parurde la paja
de cana.

INTRODUCCION

Los sustratos celuldsicos constituyen una fuente renovable de
carbono en el planeta, los cuales pueden ser biotranstormables en
biomasa proteica bacteriana,'? y de hongos filamentosos.* Pare-
desy col..® utilizaron como sustrato papel periédico para la obten-
cién de proteina unicelular por cultivos mixtos de bacilos. También
se describe la accién hidrolitica de celulasas de Penicillium variabile,
sobre bagazo pretratado con sosa.® Righelato y col.” han trabajado
en la fermentacién fangica de materiales celuldsicos siendo ia
especie Trichoderma viride la més descrita,®'°

La fermentacién de los materiales celulésicos ests dirigida, en
los Gitimos ahos, a la produccién de etanol como una de las prin-
cipales sustancias a obtener.'"*® Wilke y col.'* han evaluado las
materias primas y desarrolio de procesos para obtener azucar y
etanol a partir de materiales celulfsicos. Por otra parte, Blanco y
col.,'® informaron pequefas producciones de etanol mediante el
acoplamiento de la sacarificacidn y fermentacién del bagazo de
cafla; mientras que Watson y Anziska,'® estudiaron hasta escala
piloto la conversién de materiales celul6sicos hasta glucosa y etanol
con T. reesei OM-9414. Wu y cot.'” obtuvieron hasta 60 g/L de stanol
con Paecilomyces 8p. NF1, pero utilizando celulosa pura. Si se con-
sidera el potencial de produccién de materiales celuibsicos, '® resul-
ta de interds el estudio de biotecnologias que permitan transformar
dichos sustratos.

El presente trabajo aborda la fermentacién de la paja de cafa,
sometida previamente a tratamiento quimico, o fisico, la que sirve
como fuente de carbono a cultivos de Trichoderma viride C-9y T.
reesei QM-9414; asi como su posible utilizacién en cultivo mixto de
‘I viride C-9 y S. bayanus.

s

MATERIALES Y METODOS

Microorganismos. Trichodermavinde C-9y T reesei OM-9414, se
emplearon para la fermentacitn de 1a paja de cafia, y Saccharomyces
bayanus en cultivc mixto. Los hongos filamentosos fueton sem-
brados en medio agar-papa-glucosa, incubados durante 7d a 30 °C
y conservada en refrigeracion a 4 °C . Lalevadura fue sembrada en
medio extracto de maita-agar (Oxoid), incubndose 3d a 30 °Cy
conservada en refrigeracién a 4 °C . En todos los experimentos se
prepararon indculos jévenes de dichos microorganismos, inocu-
jandose una suspansi6n de esporas de 10° a 107/mL .

Material celuldsico. Se amg:leo paja de cada, seca y molida, la
cual fue pretratada con sosa,'” o sometida a irradiacion gamma en
una fuente de Co'“, con una potencia de dosis de 0.425 kGy/s . Las
dosis de radiaciones gamma fusron de 30 a 100 kGy . En algunas
experiencias sl material celuldsico 36lo se empled seco y malide.
Como celulosa se empled papel de filtro Whatman #1 y como un
derivado de celulosa a la carboximetilgelulosa, con grado de sus-
titucién 0,7 a 0,8 {(BDH).

Medios de cultivo. Los medios de cultivo se prepararon en fras-
cos de 500 mL con 200 mi-del medio descritc por Mandels y
colaboradores.? Los experimentos an fermentador se realizaron con
un volumen de 5 L y el mismo medio de cultivo. En los expérimen-
tos con paja de cafa con y sin pretratamiento, se emplearon con-
centraciones de 2,4 y 6 % en los cultivos.

Condiciones de cultivo. Los medios dispensados se agitaron en
zaranda giratoria a 120 r/min, durare 6 a 11 d, segln la exparien-
cia. El cultivo en fermentador se desarrolié en condiciones de
300 r/min, con una aeracién de 0,4 vwm . Ei pH inicial de todos los



medios de cultivo fue de 5,0, siendo regulado en #l fermentador y
controlada la espuma. Todos los experimentos se efectuaron con
un controf de la temperatura de 28 8 30 °C. De acuerdo a las carac-
teristicas de la experiencia, se realizaron observaciones al micros-
copio Gptico, de los cultivos microbianos.

Determinaciones quimicas y bioquimicas. Para la determinacion
de los azicares reductores se empled el método del Acido 3-5
dinitrosalicilico.?® Los carbohidratos totales solubles se realizaron
por 81 método del fencl-sulfiirico.?’ La glucosa se cuantific por el
método de la glucosa-oxidasa, % y el etanol por &) método de Wid-
marck. La determinacién de endoglucanasa (CMC-asa) se realizd
por el método de Gupta y col.,'® modificado por Abin y col.,™
mientras que la actividad endo y exoglucanasa (PF-asa), por el de
Gupta y col.'® Todas las determinaciones celuloliticas se realizaran
con el sobrenadante de los cultivos centrifugados.

RESULTADOS Y DISCUSION

Caracteristicas de los cultivos de T. viride C-9 y
T. viride QM-9414, en presencia de paja de cana con
y sin pretratamignto

£n las experiencias efectuadas con T. viride C-8 y T. reesci
(QM-9414, con paja prelratada con sosa, y ufilizada en los cultivos
como Gnica luente de carbono, se aprecid la produccién de azi-
cares reductores (Figuras 1y 2), poniendo de manifiesto una mayor
acumulacién segin aumentd la concentracion de la paja en los cul-
tivos, Una caracteristica de estos perfiles es la presencia de altibajas
sn las concentraciones de azicares reductores durante el tiempo de
fermantacién en zaranda, los cuales contrastan con la relativa uni-
formidad que presentan los perfiles de acumulacién de azicares
reductores cuando se empiea paja irradiada con rayos gamma
{Figuras de |la 3 a la 6).
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Fig. 1. Acumulacién de az(cares reductores en cultivos de T.
viride C-9, en pressncia de paja de cata pretratada con sosa, &
\as concentraciones del 2% (1), 4 % (2) y 6 % (3)
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Fig. 2. Acumulacitn de azucares reductores en cultivos de T,
rcesei OM-9414, en presencia de paja de cafa pretratada con
sosa, a las concentraciones del 2% (1), 4 % (2) y 6 % (3)
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Fig. 3. Acumulacién de azicares reductores en cuitivos de T.
viride C-9, on presencia de paja de cafia pretratada con
irradiacién gama {30 kGy), a las concentraciones del 2 % (1),
4% (2)y6% (3
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Fig. 4. Acumuiacion de aziicares reductores sn cultives de T.
reesei (IM-9414, en presencia de paja de cafia pretratada con irra-
diacidn gamma (30 kGy), a las concentraciones del 2% (1); 4 %

@ y6% {3
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Fig. 5. Acumulacién de azdcares reduciores en cultivos de T.
viride C-9, en presencia de paja de cafia pretratada con
irradiacion gamma (100 kGy}, a las concentraciones del 2 % (1),

En todas las experiencias efectuadas se mantuvo esta carac-
teristica en cultivos con paja al 2,4 y 6 %, tarto con T. viride C-9 como
con T. reesei QM-9414. Estos resultados pudieron atribuirse al
hecho de que lairradiacibn gamma es mas accesible al tejido vege-
tal de una manera uniforme como pratratamiento, debido al poder

de penetracion de sllos, si se compar con ol tralemiento oon
sos4, lo cual no implica que o FElaento con rayos gamma sea
maejor, $inG que ias osluinsas encusnizan un sustrato mis homo-
géneo para su actividad sobee §.
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Fig. 6. Acumulacién de azucares reductores en cultivos de T
reesei QM-9414, en presencia de paja pretratada con irradiacién
gamma (100 kGy), a las conceniraciones del 2 % (1), 4 % (2} y
6% (3)

La variacién observada en los azuceres reduciores se debe a
dos fenbmenos contrapuestos; por un lado, la actividad celulolitica
de las enzimas que produce los azucares reductores y, por otra
parte, 8l consumo de éstos por o propio cultivo, de modo que dicha
acumulacién sn el medic de cuitive es el resultado de ambos
fendmenos contrapuestos. Hasta ahora, el pretratamiento del ma-
terial celulésico con sosa ofrece mejores resultados, perc s cos-
toso. La irradiacién gamma pudiera ser una opcidn, si lograia ia
misma eficiencia que la sosa. La radiacién gamma pudiera propi-
ciar, al parecer, un ataque mas uniforme de las celulasas a los pa-
quetes de fibras lignoceluldsicas, lo cual puade explicar su relativa
uniformidad en los perfiles observados, sin smbargo, o compor-
tamiento de la actividad enzimética y crecimiento microbiano no ha
presentado difersncias notables? Al parecer, las dosis de vy
100 kGy empleadas, tisnen el mismo stecto desds sf puntc de vista
de la preparacién de las fibras tignoceluldsicas para el ataque snzi-
matico celulolitico, en jas cendiciones snsayadas. S ha informado
que el paso limitante es la hidrblisis de las celulosas, en cultivo de
T. reesci QM-9414 y S, cerdvisiae ™

Ourante los experimentos stectuados con paja se detectd poca
cantidad de glucosa en los medios de cultivo, y ninguna &n algunos
casos; no obstants ser ¢l método de la glucosa- oxidasa especifico
y sansibie, |0 cual hace suponer que existe una ripida utilizacion de
dicha hexosa por el microerganismo. T. viride C-9 y T. reesci OM-
9414 producesn | hidrblisis del matariat oeiuldsico de i paja, hasta
glucosa, la cual utiHizan sin permitic un sxceso de glucosa en el
medio, posiblemente debido & una baja actividad de la 3- gluco-
sidasa.”®'? La presencia de glucosa y celobiosa se ha detectadoen
cultivos con paja de cafta, pero a bajas oonceniraciones asi como
en cultivos con papel de filtro y con carboximetiiceluloss.2*



Actividad enzimaéatica celulolitica de cultivoade T.

viride C-9 y T. reesei QM-9414 en paja de caifla

La actividad enzimética PF-asa de T, viride C-8 y T. reesei GM-
9414 en presencia de celulosa y carboximetilcelulosa, pueds apre-
ciarse en la Tabla | Estos valores son bajos si se comparan con la
actividad CMC-asa (Tabla 1l). 1a adicién de glucosa a [a concentra-
cion de 100 mg/L, se realizd para favorecer la germinacidén de Jas
ssporas, pues a fa concentracion tan baja que 8 suministrd se con-
sumid totalmente. No obstante, se ha descrito que la glucosa grado
reactivo adn pusde contenar impurezas de un potente inductor de
las celulasas, como s [a soforoes,?® por lo que no hay que perder
de vista asta consideracion. Por otra parte, [os valores de actividad
PF-asa fueron bajos, lo cuai, unido & su no deteccion en algunas
horas, pudiera pensarse en una adsorcibn de |as enzimas por la
celuiosa, fendmeno que ha sido descrito en Trichoderma.?

TABLA 1

Actividad celulolitica PF-asa durante la fermantacién de
celutosa, por T. vinde C-9 ¥y T. reesei OM-9414

Cepas Fuonte Tiempe de fermentacion
cotuituick [4:3]
44 866 YO8 lde 1660 I3 248 235
P¥ vy bW 3 350 o uE0 LM W 520
rr g, 006 O L2 39 2,61 [0 6,17
Lo
CMO » g 300 00 1Gow 2k 2000 6,17 B8 843
CMA{ 2000 872 A6 Wi 2000 137 0 1600
FE+ g L3 30 o iALT 2 RS 281 iy
PE 257 MO0 0L 800 O onr 139 249
MM
MO+ g LF I v (RN [ 1o G TRT I ST OO 2000
LM T 2000 QM0 Rk 2000 4.7 2600 2000

PF + g Papei de filtro como fuente de carbone, mas 100 mg/L de
glucosa

CMC + g Carboximetilcelulosa como fuente de carbono, més
100 mg/L de glucosa

*Las unidades s» expresan sn 103 UimL

En las Tablas lll y IV se aprecia una mayor actividad celulolitica
an fos materieles lignoceluldsicos no tratados con sosa, con respec-
to a log tratados. Esto se ha comprobado exparimentalimente en
repeticiones efectuadas. No obstants, sl crecimiento fingico es
muchc mas limitado en los materiales sin tratamiento, por ia con-
sabida barrera que ofrece la lignina a la degradacién celutolitica. Es
pasible que el material celuldsice no fratedo, al ser mds rico y
heteragénec, proporcions sustancias qgue favorezcan la produccién
de celuiasas, 0 bien que éstas sean menos adsorbidas por dicho
materlal, en relacién con of pretratado con sosa. A menores dosis
dsirradiacién gamma, sa obliens un resultado parecido, por je que
puede pansarse que astas altas dosis de irradiacin pusden destruir
sustancias que actuaran proplciando una mayor produccion ds
celulasas y, en este santido, sste sfecto se paraceria al tratamiento
con sosa, que destrulria o lixiviaria tales compuestos. Las varia-
ciones obsarvadas en las diferentes conceniraciones de paja de
cafta, con y sin fratamiento, se presentan también en celulosa
pura.2* En estos cultivos no se pudo establecer ninguna relacion
snire ia concentracién de la fusnte de carbono en los cultivos, y la
actividad PF-asa y CMC-asa, pero sf en cuanto a 8 [a fuente de car-
bono fus o no tratada con sosa. Los valores de actividad celulolitica
en cuitivos con paja irradiada a 30 kGy fusran mayores que los ob-
tenidos en los cultivog recidos con paja irradiada a 100 kGy, no se
observaron diterencias sntre ias concentraclones de paja tratada
{Tablas V y VI}.

TABLA N

Actividad gelulolitica CMC-asa durante [a fermentacién de
celsfosa, por T. viride C-9 y T. rresei OM-9414°

Cepa FPuente Tiempe de fermentacion
celubbsica (h)
434 86,6 %08 1448 1661 1883 21,0 235

PR+g 000 1000 1000 000 5000 3000 W000 16000

PF 000 384 13000 12000 15000 000 15000 300
%

CMC +g 20000 1000G 20000 20000 0800 10000 23000 I

MO 140,00 670 2000¢ 20000 20000 80,60 22000 17000

PF+g 1000 20000 2000 4000 4000 104K GOU0 4000

gl L0 I00r 3% W00 GHE 1600 4000 2000
QM-5414

CMC e g 1000 20000 23000 400040 K060 20000 0000 MOW

MC A4 2000 G000 0000 21000 Z000 MO0 35000

PF + g Papel de filtro como fuente da carbono, mis 100 mg/L de
glucosa

CMC + g Carboximetiicelulosa como fuente de carbono, mas 100
mg/L de glucosa

‘Las unidades se expresan en 10 UimL

TABLA 1]

Actividad celulolitica PF-asa durants ia fermentacidn de la paja de
la cafta, con y sin pretratamiemtc alcaline, por T viride SOy T.

reesei M-0414
J— e —— ¢ mh o —p———
Cepas Faya Jo cafia Pretsatanucnio Tuwrgmede (ormentanin
{%) L1
452 o900 i1 14200 1600 lssu X3S
2 - 8OO0 MM Mol bl duDl bk S0y
L9 4 - 000 00 9000 BGL0 M sl 40,00
] . 6% 1000 %000 OO 4000 L 00
2 alcahno WG 151 400 64 1000 185 1.4
(o2 4 alcalina 4000 1003 T 407 281 00 00
& calino X0 37 O3 813 1,7 Lk 0,00
2 - 4000 P00 W00 1000 7000 L0 buo
QM4 4 - 335 000 G000 XMOT MO0 3000 il
L] - 200 W00 W HOM 00 1300 W00
1 akealino OO0 668 BY 000 DAY 1T 41
OM- 0414 4 slcaling 402 A446 567 641 3R Q00 Q00
é slaaline TAT 1000 002 1800 00 000 900

“Leas unidades se expresan an 10 U/mL

Caracteristicas genersles de cocultivo con T.
viride C-9 y S. hayanus en la fermentacion de la paja
de caia

La fermentacion de la paja, en cocuitive de T. viride C8 ¥ S,
bayanus, produjo un £,3 % de stanol, a partic de un 4 % del sustrato
celulbsico. Saddier y col* obtuvieron hasta 2,8 g/L {aproximada-
mente (0,3 %}, con un cocultivo, despuds de 6 d de fermentacién.



TABLA IV

Actividad celufolitica CMC-asa durante la fermentacién de Ja paja
de caiia, con y sin pretratarmiento a[ca[t.no, por T. viride CSy T.
reesei OM-9414

Cepa Puju de caBe  Preizaiamicnto TFempe de fermentncidn

(%) (n
453 650 L 1420 160 1mE 23S
2 - 400,00 S0000 5300 1000 20000 WO0L 200,00
X 4 - 41000 61000 5300 4000 21000 300D 8000
& . 21000 7000 60000 SOGAC MG 31000 200,00
2 aalies 0000 5000 6000 6000 W00 000 1000
ce 4 skalioo 820,00 10000 12000 10000 100,00 1203 941
& saline 12000 5000 11900 EN00 4000 5000 67
2 - 610,00 430,00 300,00 61000 000 51900 5000
QM4 4 . 140,00 300G BOL0 4000 X000 51000 200,00
& - 20006 320,00 52000 53000 1000 S0000 4000
sicaling 5000 13000 0000 8000 000 X000 100,00
oMM 4 skaling 4000 4000 20000 400G 100G MO 1000
3 akcatino 5000 4000 23000 20000 5000 2000 1IN0

"Las unidades se expresan en 102 U/mi,

TABLA YV

Actividad celulolitica PF-asa durante la fermentacién de la paja de
cafia, prefratada con irradiacién gamma, por T. viride C9y T.
reesei QM-3414

Cepa  Paje decafin Pretratamicoto Tiempo de fermentacidn
(%) (Gy) ™
450 %0 104 IS 1361 1804 M43
2 ] 4006 3006 1000 WO0  0H0 00 1000
% 4 x 00 00 4000 BOO0 4000 A0 W00
& g 1000 9000 9000 00 1W00 B0 0000
2 106 450 &15 T4 B A5 0N 383
cy 4 100 I 64 200 UK T4 G 1
& 100 591 W 3N W0 19 X000 587
i 0 381 NM N0 N0 00 N0 X0
Chsais 4 k4 330 000 000 000 L0 W00 K0
L » 617 M &0 5000 5000 000 006
2 10 13 %A AN Iy WM 3w 59
OM-414 4 100 106 446 63%  TI3 XN 000 4000
L] 0 33 1000 543 TAS  7AS X0 2000

*Las unidades se exprasan en 10> U/ml

Aunque |a produccion de etanoi fue baja, a ésta debe sumarse
una cantidad equivalente a 0.2 % colectada a la salida del ferrmen-
tador durante la aeracion del cultivo. 5i bien la farmentacién se
prolongé méas de 500 h, no se observaron cambios de interés en
cuanic a [a produccién de eianoi; pero si en la actividad celulolitica
PF-asa, que comenzd a disminuir apreciabiemente después de las
450h {Fig. 7}, Jo que pudiera explicarse por ¢l efecto de adsorcidn. &
Los valores de actividad CMC-asa se mantuvieron inferiores, pero
relativamente estables, mientras que la actividad PF-asa perma-
necié relativamente alta. No obstante, debe tenersa prasente que, si
bien en ambos casos, se expresa la actividad en U/mL, lo cierto es
que log valores de la escala para PF-ase son inferiores a los de CMC-
asa. Los fenémenos que ocurren durante la degradacidn de los
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materiales celulosicos son complejos, sobre todo cuando el tiempo
de fermentacion se prolonga y comisnzan a actuar fendmenos de
lisis celular. En cuanto a las concentraciones de glucosa propia-
mente, sus valores nunca fueron superiorse a 12,9 mg/L, y ¢l etanaj
producido no alcanza tampoeco concsniracionss que puedan inhibir
las celulasas de Trichoderma, lo cual estk demostrado.

" TABLA VI

Actividad celulolitica CMC-asa duranite la fermentacién de la paja
de la cafa, pretratada con irradiacién gamma, por T. viride C-@ y
T. reesci QM-9418

Ceps Paja de ;s FPretratamicoto Thompc: sSe fermentande:

(%) {xGy) et
455 4 1104 ERS 1S4 1804 2043
H k ] 0000 IMH0  MG00 WOLO 0E00 0006 ]E00G
(2] 4 k 4000 4000 G000 4WH0 SOC0E MO0 S0
s x© GO0 S00.00 54000 43000 HI0C SIC0T 31000
i 100 100/ 100,00 15000 X003 IMO0 1000 L0
cy ) 10 000 10050 10060 11000 00 jsb00 §0000
[ 100 1700 14000 20000 ADOC WO0E WOL0 3000
2 x 11000 24000 4000 JO00 MO 4000 13000
GM-S1e 4 x 1000 I0L0 4000 1000 41000 40000 0000
[ N 100,00 34000 45000 40000 $1000 46000 140,00
2 13 000 6000 00 teD0F 10000 M0 1940
GM-BIE 4 10 M0 0006 W00 W00 2000 MO 5600
[ 100 5000 000 10000 12000 N0L0 IGH 100,00

*Las unidades se expresan en 10 U/mL
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Fig. 7. Perfil fermentativo de un cocultivo de T. viride C-8y S.
bayanus, en presencia de paja ds cafta pretratada con sosa, al
4 % en fermentador {5 1) y condiciones controladas de

" aeracion, pH, agitacién y temperatura: { 1) actividad PF-asa,
(2} actividad CMC-asa, {3) ax(icares reductores, (4) carbohidratos
totales solubles, {5) etancl

CMC-gs0 iirm |




CONCLUSIONES

Los cultivos presentaron mayor actividad celulolitica CMC-asa
que PF-asa, o que sugiere una mayor actividad reiativa de las en-
doglucanasas.

Bl cocultivo de T. viride C-8 ¥ 5. bayanus, & pH 5,0; asracién de
0.4 vwm, agitacién de 300 r/min, y temperatura de 25 a 30 °C,
produjo atanol hasta una concentracidn de 3 g/L & partir de [a pajs
de caida.

Durante 1a fermentacién de & paje de cafta se producen car-
bohidratos solubles por accién de |as celulasas, [as cuaies alcanzan
unos pocas gramos por Hire, misntras que apenas se defecta gluco-
sa on of medio, lo cual evidencia su raplda utilizacién por st cocul-
tivo, por lo que no debe haber ningin tipo de-inhibiclén de las
celulasas,
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Se edila cuatrimestraiments en idioma espaficl, con un
rasumen on inglés.

Los objetivos ds esta publicacién cientifica son los de propiciar
la divulgacidn de ios avances sn sste campo qua incluyen temas di-
rectaments relacionados con produccién, purificacién y aplicaclon
de los interfsrones, ingenieria Genética, produccién de anticusrpos
monocionales, Inmunclogia, quimica y bioquimica de ADN y de
proteinas, produccién y caracterizacidn de biomolbculss, termen-
taciones, produccidn de vacunas y nuevos métodos de diagnds-
ticos, asi como el Intarcambio snire los investigadores de distintos
paises, por o que la revista tdene un carkcter internacional.

Asimismo, se Incluysn otras sslaccionss como Cartas 8] aditor,
preguntas, comentarios sobre actividades y evenos ciantificos im-
portantas.

El costo anual de esta revista s e squivalente a US$ 15,00 cuyo
psgo se realiza mediante transferencia bancarin. Sociedad bhero-
americana para lnvestigacién sobre Iinterferén. Cuanta Bancaris 1-
247.5680, Banco Nacional de Cuba, La Habans Cuba pudiendo
realizarse oste pago en cuakqulsr moneda bremente convertible,
sxcepto en US dblares,

Para fas suscrlpciones naclonales realizame el pago de $15,00
madiante giro postal a:
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6072, Habana, Cuba

REVISTA
INTERFERON
Y
BIOTECNOLOGIA





