


nova dimensao
no sistema

para anaerobios

As infeccbes devidas aos germes anaerdbios sdo muito mais
frequentes do que deixam supor os exames de laboratério.
De fato, estes germes foram mal conhecidos durante muito
‘tempo, por ser bastante complicada a sua identificagdo nas
condic¢des utilizadas até agora.

Hoje, o sistema BBL oferece simplicidade de trabalho

e seguranga nos resultados desses exames, imprescindiveis
em todos os laboratérios pela muitiplicidade de aplicagdes
que representam, sejam na clinica, no ensino, na pesquisa
ou na industria.

PRINCIPIO JARRA ANAEROBIA “100”

As jarras GasPak permitem a obtengdo de uma anaerobiose
perfeita, numa hora, sem auxilio de qualquer aparelho anexo.
Em policarbonato, material transparente, autoclavavel,
realizam as condigdes 6timas de higiene e visualidade.

Os envelopes GasPak sdo geradores de hidrogénio e de gés
carbdnico que permitem realizar, sem bomba de vacuo, uma
atmosfera inerte no interior da Jarra Anaerébia.

Os dois componentes de base s&o:

® Um gerador de hidrogénio + um gerador de gas carbdnico..
® Um eatalisador de paladio agindo a temperatura ambiente.
Por adic3o de 10 ml de agua no envelope GasPak, ha
desprendimento de hidrogénio e gas carbdnico. Sob o efeito
do catalisador, o hidrogénio reage com o oxigénio do ar
presente na jarra, para formar agua; cria-se assim uma
atmosfera anaerdbia.

O géas carbénico produzido favorece a multiplicacéo de
certos microorganismos que se desenvolveriam mal ou
seriam inibidos na auséncia deste gas. Um indicador
constituido por uma banda de pape! de filtro embebida

numa solugdo de azul de metileno, permite controlar
visualmente a anaerobiose.

Para manores detalhes, consultar o noss¢
i Departamento de Microbiologia.
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El crescimiento de Aspergillus oryzae en aguas de
desperdicio del beneficiado de cafe™

0. Maldonado, L. Cordero, H. Mayorga, R. Espinosa,
J.F. Menchq, S. Schneider, C. Roz** & Brooks Church™*”*

Sumario

Se presentan resultados de pruebas a nivel de planta piloto del crecimiento de A. oryzae en aguas de
desperdicios del beneficiado de café. Se ensayaron dos tipos diferentes de fermentadores: los de canal
abierto con una o varias celdas en serie y los de tanques cillndricos. El volumen de trabajo varib desde
7 hasta 50i para los primeros y de 101 para los segundos. Los fermentadores se operaron primero en
batch, en forma aséptica y después en forma continua no aséptica. La temperatura fue la del medio
ambiente {18—25 C) y el pH se ajusté manualmente a 4—4.5. Se ensayaron velocidades de dilucion
desde 0.01 hasta 0.08 hrs™ en cultivo contfnuo. El DQO inicial de las aguas de desperdicio estuvo
entre 10—30 g/l y se obtuvieron reducciones del 75% del DQO inicial con rendimientos a material
celular alrededor del 50%. Se presentan datos de la composicion de aminodcidos de fa protefna del
hongo y de un ensayo bioldgico con ratas.

Summary

Growth of Aspergillus oryzae on coffee wastewaters

Results are presented on growth of A. oryzae on coffee wastewaters at a pilot plant level. Two types
of fermentors were used, an open channel with one or a series of interconnected cells with volume
from 7 to 50 liters, and simple glass jar fermentors, 10 liters in volume. The experiments were started
batchwise under aseptic cgnditions and then continuous with a non-aseptic feed. The temperature was
room temperature (18—25 C) and the pH of the medium was hand controlled at pH 4—4.5.

Dilution rates from 0.01 to 0.08 hr™" were experimented under continuous operation. The initial COD
load of the raw water was between 10 to 30 g/l'and COD reductions 75% were abtained. The cell
yield was around 50% of this value. Data are presented on the aminoacid compositions of the mycel-
lium protein material and results of a biological feeding test of rats are shown.

Introduccion

27

En las operaciones de beneficiado por via hame-
da del café, la fruta. se somete al despulpado (eli-
minaciéon de la céscara) utilizando agua que se recir-
cula varias veces adquiriendo al final de la opera-
cién, un color pardo rojizo y un contenido elevado
de sustancias solubles de la pulpa asf como el muci-
lago que recubre los granos. Esta agua es llamada
“Agua miel”.

Después de la etapa de fermentacion del café, los
granos se lavan con la llamada “agua de lavado” que
también contiene proporciones elevadas de sélidos
en suspension, asi como :productos de degradacion

da — GIAM 1V, S#o Paulo, 23-28 Julio, 1973.

kR

% % %

Denver Research institute, U.S.A.

de la pectina que es el principal componente del
mucflago que recubre el grano.

Estas aguas representan un problema de contami-
nacién bastante serio ya que tienen niveles de
10-30 g¢/I de demanda quimica de oxigeno total
(DQO total), ademds puede pensarse en ellas como
un substrato adecuado para produccién de proteina
microbiana. En este aspecto, se pensd cultivar un
hongo imperfecto (A. oryzae 1—14)®Scon el objeto
de producir dicha proteina con posible utilizacién
en la formulacién de dietas para animales a la vez
de resolver el problema de la contaminacion de las
aguas' "%, la seleccion de un hongo para realizar el
objetivo antes mencionado se bas6 principalmente

Presentado en la Cuarta Conferencia Internacional sobre las Consequencias Globales de la Microbiologfa Aplica-

Instituto Centroamericano de Investigacién y Tecnologfa Industrial, Guatemala, C.A.
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en la facilidad de recuperacién de estos microorga-
nismos, lo cual es un aspecto sumamente influyente
en el costo total de la operacion.

Previo a instalar un sistema de tratamiento a es- Medio et
cala industrial es necesario tener conocimiento de la
cinética de crecimiento y utilizacién de substrato de Bombo Mv“
dicho microorganismo. El trabajo a nivel de planta
piloto realizado provee dicha informacién. Este tra- . ]
bajo fue realizado en ICAITI con colaboracion del hire Fitro —ﬁ
Denver Research Institute, asi como de la firma H. Seecha

De Sola ¢ hijos, de San Salvador, C.A.

Fermentador {10 1)

Q

Metodologia y Equipo
Medio
P ;. e . Bomb
Andlisis quimicos — demanda quimica de oxigeno®, [_J__@Bombo omba
L, a4 e .
nitrogeno total”, sélidos totales. Muestreo_g

Cosecha

Equipo — Fermentador cilindrico de vidrio de 10 lts
de capacidad (Gréfica 1), fermentador de canal de
madera con capacidad de 95 lis (Grifica 2), ambos L
de construccion local; fermentador Microferm Fer- A

mentor New Brunswick de 7—14 Its, y bombas de Filtro
cultivo continuo Continuous Culture Console de
New Brunswick.

Fermeniador {10 1)

Gréfica 1 — Esquema de los fermentadores de die? litros.
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Gréfica 2 — Diagrama del fermentador de canal abierto. 1: celda agitada,: 2: vertedero.
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Condiciones de operacion

Cultivo batch. El inOculo era preparado con una
mezcla de aguas de lavado y aguas miel lavando las
esporas de un tubo de agar PDA en ei cual se habfa
incubado durante 5 dias el hongo A. oryzae 1-14 a
30°C. Las esporas traspasadas a la mezcla de aguas
se incubaron por un per{odo de 24 hrs a 30°C y
agitacion de 300 RPM.

El indculo se tomd de 10% del! volumen total.
Las aguas fueron suplementadas con fosfato de amo-
nio 1-2% y con elementos traza 1 ml/it, ajustando
el pH a un nivel de 4.5 con acido sulfarico concen-
trado. La aereacién varid de 1—2 vvm. Se trabajé a
temperatura ambiente con oscilaciones de 18-25°C.
La agitacion en todas las pruebas fue Onicamente
por el aire entrando al equipo; el inéeulo fue prepa-
rado en forma estéril. ' :

Cultivo continuo. Se hizo crecer el microorganismo
en forma batch y al final del perfodo exponencial
de crecimiento ‘se someti6 el sistema a flujo conti-
nuo con diferentes velocidades de dilucion tratando
de alcanzar estado estable en cada una de éstas. Las
condiciones de aereacidn-agitacion, temperatura, pH
se mantuvieron iguales a las mencionadas para el
cultivo batch.

Nomenclatura

DQO  Demanda quimica de oxigeno (g/1)

vwm Volumen de aire/volumen de medio — min
D Velocidad de dilucién =—€< thet)

F Flujo Its/hr

\% Volumen lIts

n Velocidad especf(fica de crecimiento (hr™!)
6 Tiempo de residencia = 1/D (hr)

Resultados
Pruebas batch y continuo

Prueba A. Ei sistema fue mantienido en forma batch
durante 48 horas, después de las cuales se comenz6
a alimentar medio no estérii con un flujo de 1 it/hr,
lo cual provee un tiempo de residencia de 50 horas
o una velocidad de dilucién de 0.02 hr™'. Para esta
prueba se utiliz6 un fermentador con volumen de
cultivo de aproximadamente 50 Its. El medio utiliza-
do fue agua miel. Los resultados se muestran en la
Gréfica 3. '

Ei fermentador consistfa de un canal de madera
con varios compartimientos {ver Gréafica 2). Se

CONTINUO
04 D=0.02 hr'

(g/1)

’

Peso de solidos

0 v v T v v v v

Linea continua= Peso de solidos.
Linea discontinua = Proteinas .

(3]
(1/b) soujajoud

Sl

1 2 3 4 5 6 7

. ’ . .
Tiempo despues de inoculacion

8 S 10 1 12 13 14
{dias)

Grafica 3 — Resultados del peso de sblidos y de protefna vs tiempo.
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observd que en los vertederos entre las celdas existia
acumulaciéon de micelio que se encontraba sin aerea-
cion.

El grado de contaminacion de acuerdo a las
observaciones microscopicas fue sumamente elevado.
El estado del hongo no fue satisfactorio ya que se
observé un porcentaje. elevado de micelio en lisis,
con granulaciones y esporulando.

Prueba -B. Se utilizdé el mismo fermentador de canal
con celdas, pero variando la disposiciéon de los com-
partimientos para evitar el problema de zonas anae-
rébicas. El volumen de cultivo de aproximadamente
72 Its. La Gréfica 4 muestra la variacion de la reduc-
cién en la DQO en el tanque utilizado para inocular
el fermentador de canal; después de 64 horas de cre-
cimiento batch, el contenido del tanque se utilizd

101

Cambio de la DQO (g/1)

| v v v v v

0 4 8 12 16 20 24 28

\d v v v v v v v v

32 36 40 44 48 52 56 60 64

. ‘ . .
Tiempo despues de inoculacion

( hrs.)

Grafica 4 — Variacion diaria en la reducciéon de la DQO del

tanqgue.
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Gréfica 5 — Resultados de la DOO soluble v sOlidos vs tiempo. & Celda 1 /A Celda 4
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para inocular la primera celda del canal a un nivel
de 50%. A las 24 horas de crecimiento en la primera
celda, la mitad del volumen de medio fue transferi-
do a la segunda celda y el volumen ajustado al nivel
inicial, adicionando medio fresco. Entre el segundo
y tercer dias, se empled el contenido de las dos pri-
meras celdas para inocular las restantes.

El medio utilizado fue solamente agua miel adi-
cionando fosfato de amonio al 1%. Al quinto dfa de
operacion, el sistema se trabajé en forma continua
con un flujo de 0.72 Its/hr que dan un tiempo de
residencia de 100 horas o una velocidad de dilucion
igual a 0.01 hr; la alimentacién era medio fresco no
estéril. A los 18 dfas e! flujo se incrementd a
2.5 Its/hr (6 = 28.8 hr, D = 0.0347).

Los datos se reportan en la Gréfica 5. El proceso
de inoculaciéon ensayado ofrece buenas posibilidades,
ya que se logra operar todo el volumen en un perio-
do de tiempo relativamente corto partiendo de un
inéculo fuerte. Durante este proceso el hongo com-
pitid6 con la flora natural de las aguas en buena for-
ma; la cantidad de micelio fue abundante y no pre-
sentaba esporulaciéon ni granulacién.

Prueba C. Se utilizé un arreglo similar al mostrado
en la Gréafica 2, funcionando dnicamente la celda

Paulo), 6(2), 1975 31
NO 4. Ei volumen del cultivo fue de i7.71 y el creci-
miento batch duré dia y medio, tiempo después del
cual se comenzd a alimentar medio fresco con fiujo
de 0.85 I/br (D = 0.111 hr; 6 = 9.086 hrs).

El medio utilizado fue una mezcia de 50% agua
miel y 50% agua de lavado adicionado con sulfato
de amonio 2 g/l, fosfato de potasio 2 g/, cloruro
de calcio 2 g/1, solucién de elementos traza 1 mi/l.
£l pH del medio se ajustd a 3.5 y se control6 diaria-
mente en forma manual.

Los resultados de la fermentacion operada en for-
ma estéril en el fermentador de laboratorio se mues-
tran en la grafica 6 (indculo para la celda N9 4) y
los datos para el fermentador no aséptico obtenidos
en la celda se muestran en la Gréfica 7.

La etapa de reduccidon exponencial del substrato
se alcanz6 a las 6 horas de cultivo y la fase estacio-
naria a las 16 horas para el batch de in6culo (Grafi-
ca 6). La pendiente de la fase exponencial fue de
0.308 hr para el substrato que es bastante alto. De
acuerdo a las observaciones microscopicas, hasta el
séptimo dfa se observd poca contaminacion; ésta fue
incrementando notablemente hasta el noveno y déci-
mo dfas en que las levaduras predominaron sobre el
hongo. El incremento en contaminacién aparente-
mente coincidid con la reduccion en el contenido de
s6lidos.

Cambio de la DQO soluble {g/1)

0.1 - v v ' .
0O 2 4 6 8 10 12

Tiempo despues de inoculacion {hrs.)

4 16 18 20 22 24 26 28 30

Gréfica 6 — Cambio de la reduccién de la DQO vs tiempo.
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Gréfica 8 — Cambios observados en el ensayo D, velocidad de dilucién = 0.0487 hr!
I. 1 litro de medio agregado. Micelio delgado y com vacuolas

fl. 5 litros de medio agregado. Micelio delgado con vacuolas y crecimiento en las paredes
1. 1 litro de medio agregado. Se bajaron las esporas y micelio crecido en las paredes

1V. 1 litro de medio agregado. Se puso en continuo con o-= 20.546 hr
V. 2 litros de medio agregado. Contaminado con ‘levadura
VI. 5 litros de medio agregado
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Prueba D. En esta prueba se usaron fermentadores
con capacidad de 10 Its, construidos localmente con
secciones cilindricas de vidrio. La agitacion del culti-
vo se logré Gnicamente con la aereacién. En la Gré-
fica 1 se esquematizan los sistemas usados. ‘

Los datos para el crecimiento batch, asi como
continuo en forma estéril se dan en la Grafica 8. Pa-
ra la fase de crecimiento exponencial se encontrd
una velocidad especffica de crecimiento u=0.111 hr
basada en la concentracion celular X. El cultivo con-
tinuo se operé a una velocidad D = 0.0487 hr™!
trabajando también la alimentacién en forma asépti-
ca. Hubo una variacién notable en el pH que fluc-
tud de 4 a 2.65 habiéndose obtenido una reduccion
de la DQO de 50% maéximo.

Con éste tipo de fermentador se realizaron otras
pruebas a diferentes velocidades de dilucion.
D = 0.0242, 0.0342, 0.0849.

El micelio de A. oryzae 1-14 empleado presenta-
ba un 41% de proteina® y se usaron las siguientes
dietas:

a) Dieta basada en alimento comercial para ratas

(lab blocks)
b) Dieta control base caseina (Ver Cuadro 2)
¢} Dieta conteniendo hongo (Ver Cuadro 3)

Los resultados de ganancia en peso en funcién
del tiempo se muestran en la Gréfica 9. La ganancia
en peso de las ratas alimentadas con dieta comercial
y dieta control fue de 8 y 8.8 gramos/dfa. El valor
para las ratas alimentadas con dieta a base de hongo
fue de 6.2 gr/dfa. No se observaron sintomas t6xi-
cos agudos en ninguna de las ratas aliementadas con
dieta a base de hongo durante 19 dias del experi-
mento.

La composicion de aminodcidos del micelio cose-
chada se presenta en el Cuadro 1.

Estudio biolégico de alimentacién con ratas Cuadro 1
Contenido de aminoécidos del micelio
Se hizo el estudio con 12 ratas machos libres de
patgenos, de 35 dias de edad {raza HLA-W, Hilltop  pminoacido % Peso 9/100 de
{ *
Lab. Animals Inc.), las cuales se mantuvieron en ca- Proteina de Hongo
jas individuales con un dispositivo para agua y otro Lisina 2063— 1.72b 5.2
para control de la alimentacién. Histidina 0.42 — 0.51 1.1
Arginina 0.97 — 1.38 2.4
Acido Aspértico 3.19 — 3.13 8.0
Trionina 1.68 — 1.49 4.0
Serina 1.37 — 1.20 3.4
300 Acido glutdmico 3.96 — 3.50 9.9
7 Prolina 1.52 — 1.34 3.8
5 280 - ,.:e Glicina 1.86 — 1.86 4.7
G, P .
o 260 ,é,&’e fxla.mr'\a 2.49 — 2.27 6.2
8 8/ 5 Cistina 0.09 — ~ 0.23
2401 877 Valina 1.93 — 1.99 4.8
® 550 Metionina 0.38 — .53 0.95
2 Isoleucina 1.68 — 1.56 4.2
g 2997 Leucina 2.59 — 2.05 6.5
2 1801 Tirosina 1.06 — 0.86 2.7
E 160 Fenilalanina 1.561 — 1.31 3.8
S Hidroxiprolina 0.07 — - 0.18
140 4 Metionina (suféxido) - - 014 0.35
120 g
2 * Obtenido multiplicando primera columna X 2.5 debido a
~ 100 que el producto contiene un 40% de proteina aproximada-
: mente
z 2 Analizados por Anal. Biochem. Labs., Inc., U.S.A.
-g b Anatizados por Biochemical Data Corp., U.S.A.
P
g Cuadro 2
3
° Composicidn de la dieta control
€ 0
E T — ——r
§ 0 2 4 6 8 10 12 14 18 18 20 Casefna (10.5% H,0) 2579
Dias Vitaminas 20g
Metionina 19
Sales 409
Alfacela 409
Grafica 9 — Ganancia en peso en funcién del tiempo Aceite 80g
@ Dieta a base de Lab block Agua 179
O Dieta estdndar de caseina Almidon de malz 5459

0 Dieta con hongo
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Cuadro 3

Composicion de la dieta con hongo

Micelio 4959
Aminoéacidos no presentes 79.69
Vitaminas 20g
L-metionina 19
Sales 20g
Aceite 40g
Agua 104.8g
Almidén de maiz 239.6g

Conclusiones

a) Es factible crecer A. oryzae |—14 continua-
mente en un medio no aséptico de aguas proceden-
tes del beneficio de café.
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b) El us6 de medio no esterilizado para el proce-
so de férmentacién, es adecuado media vez se haya
partido de un indculo puro, un nivel satisfactorio de
nutrientes y el valor del pH se mantenga dentro del
rango 6ptimo (alrededor de 4.5).

c) La velocidad especifica de crecimiento del
hongo oscilé entre 0.07 y 0.11 hr™?,

d) La relacién de transformacion del sustrato en
materia celular del hongo estuvo cercano a 0.5 (ren-
dimiento: peso de hongo seco/peso sustrato consu-
mido). La reduccion de la DQO vari6 en los diversos
experimentos desde un 40 hasta un 75%.

e) El hongo Aspergillus oryzae |—14 cosechado
no presentd toxicidad en ratas durante 19 dias de
alimentacion con una dieta a base de dicho microor-
ganismo.
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Assimilacdo de fontes de C e N por
Sporotrichum schenckii na fase leveduriforme

Paulo S. Minami*

Resumo

A assimilacdo de fontes de N e de C por 16 amostras de Sporotrichum schenckii, na fase leveduriforme,
foi estudada pela técnica de meio sélido em placas, incubadas a 37°C. Foram usados como fontes de
N: uréia, cistefna, glicina, triptofano, nitrato de potéssio, sulfato de aménio, peptona e asparagina.
Como fontes de C, foram usados: dextrose, galactose, lactose, maltose, rafinose, sacarose, celobiose e
inositol.

O comportamento observado entre as amostras estudadas ndo foi uniforme, devendo-se assinalar o
fato de ter havido crescimento da fase leveduriforme utilizando substancias inorganicas, além de subs-
tancias orgénicas de baixo peso molecular.

Summary

Assimilation of C and N sources by Sporotrichum schenckii in the yeast-like phase.

The assimilation of N and C sources by Sporotrichum schenckii in the yeast-phase was studied with
the solid medium technique in plate at 37°C. The N sources employed were: urea, cystein, glycin,
tryptophan, potassium nitrate, amonium suifate, peptone and asparagin. The C sources used were:
dextrose, galactose, lactose, maltose, raffinose, saccharose, celobiose and inositol.

The behavior among the strains studied was not uniform. Growth of the yeast-phase of Sporotrichum

schenckii by utilization of inorganic substances; other than organics substances of low molecular weight,

35

was observed.

Introducao

Sporotrichum schenckii cresce muito bem & tem-
peratura ambiente no dgar Sabouraud,. na fase fi-
lamentosa, sendo pouco exigente quanto aos nutrien-
tes. Na fase leveduriforme, exige meios contendo san-
gue ou proteinas, temperatura de 37°C e ambiente
de CO, a 5%.

Poucos estudos tém sido realizados sobre a nutri-
¢do de Sporotrichum schenckii, principalmente na
fase leveduriforme. Gilardi®, em revisdo sobre nu-
tricdo de. fungos patogénicos, relata a observagio
de vérios autores sobre a ‘inclusio, nos meios de
culturas, de “hidrolisados .protéicos e aminoacidos.

Mariat & Drouhet®$ estudaram a influéncia de
fatores qufmicos no crescimento da fase leveduri-
forme, como a biotina, tiamina, aminodcidos e casei-
na.

Os intermediarios do ciclo de Krebs, a capaci-
dade oxidativa, a composicdo do meio apés o cresci-
mento, as variagBes do contetdo celular, a acio do

aldeido férmico no contetido celular e outros pro-
blemas de metabolismo foram estudados por Bacila
& cols.! e Mariat & Bievred.

No presente trabalho, procurou-se elucidar alguns
aspectos sobre a nutrigdo de Sporotrichum schenckii
na fase leveduriforme,

Material e Métodos

Amostras de Sporotrichum schenckii — Foram utili-
zadas as de n® FM440, FM628, FM890, FM111,
FM131, FM339, FM260, FM441, FM148, FM66 e
FM986, da Micoteca da Faculdade de Medicina da
USP. As amostras J.A.D., J.P.S,, ES.G., F.C.F. e
P.R.F. foram obtidas recentemente de pacientes com
esporotricose.

As culturas foram mantidas em dgar Sabou-
raud temperatura ambiente, na fase filamentosa.
A fase leveduriforme foi obtida e mantida no
seguinte meio: BHI — 37g; extrato de levedu-
ra — 1g; hidrolisado de caseina — 5g; dextrose —

* Departamento de Andlises Clfnicas e Toxicolégicas da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de Sio

Paulo, Sdc Paulo SP.
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Liberacdo de hemolisina de Pseudomonas aeruginosa

Heloiza Ramos Barbosa, Mitsue Baba & Licio Penna de Carvalho Lima”

Resumo

Liberagdo da hemolisina de P. aeruginosa no meio de cuitura: se por processo ativo (secrecdo ou excregdo)
ou por lise da célula. Os resultados indicaram que ndo deve haver relagdo entre a lise do germe e o apare-
cimento da substancia hemolitica no meio. Devido a presenga de componentes comuns, na molécula de
hemolisina e na parede do germe, fragmentos do envoltério foram testados quanto a capacidade hemo-
litica. Os resultados mostraram que a parede ndo contribui para a atividade hemol{tica, o que reforga a
hipétese da liberagdo ativa do produto.

Summary

Liberation of Pseudomonas aeruginosa hemolysin

There is no relationship between the release of hemolysin from Pseudomonas aeruginosa into the culture
medium and cell lysis. The presence of common components in the molecule of hemolysin and the bacte-
rial cell wall led to the study of a possible hemolytic activity by the latter. No such activity was found,

a fact that gives additional support to the hypothesis of an active secretion of the product.

Introdugdo

Estudos iniciais com Pseudomonas aeruginosa evi-
denciaram a lise de gldbulos vermelhos, quando o ger-
me era cultivado em dgar sangue.

Buliock & Hunter' demonstraram que filtrados de
culturas, em caldo de 3 a 4 semanas, eram capazes de
lisar suspensdes de eritrOcitos de vérias espécies ani-
mais, inclusive do homem. Qs autores ndo constata-
ram presenca de atividade hemolitica em culturas jo-
vens e, baseados nos resultados, presumiram que a li-
beracdo de substdncia hemolitica era devida a autd-
lise do germe. ,

A finalidade do presente trabalho foi verificar se a
liberacdo de hemolisina era feita por lise da célula ou
se seria produto de secrecdo ou excrecao.

Paralelamente, procurou-se verificar se havia rela-
¢io estrutura! entre a parede de P, aerugincsa e a mo-
lécula de hemolisina. Javis & Johnson® demonstra-
ram que a molécula da substdncia hemolitica é com-
posta por duas moléculas de ramnose e duas de dcido
B-hidroxidecandico. A parede de P. aeruginosa apre-
senta diferentes hidroxi-dcidos, entre os quais encon-
tra-se o (-hidroxidecandico e, entre os constituintes
da parte glicidica, o agtcar ramnose® > &,

Como a molécula de hemolisina e a parede celular
apresentam unidades bdasicas comuns, foi investigada
a possivel atividade hemolitica da parede.

Material e Métodos

Microrganismo — O microrganismo utilizado foi iso-
lado de um caso fatal de meningite e, segundo provas
bioquimicas, classificado como P. aeruginosa, cultiva-
do em meio de Favorite & Hammon* modificado:

Hidrolisado dcido de caseina. ........ 15,09
GHCOSE v v et e e e v e a 2,59
[ DO 2 X3 o TS 1000,0ml

pH....... 7,0

O meio de &gar sangue foi utilizado para verifica-
cdo prévia da producdo de hemolisina e o meio de
dgar comum para contagem de bactérias vidveis.

Relagdo entre teor de hemolisina e nimero de células
vidveis — Para a determinacdo da relacdo entre a pro-
ducdo de hemolisina € 0 ndmero de células vidveis,
foram preparadas culturas de 72 horas no meio ci-
tado?.

* Departamento de Bioquimica, Instituto de Quimica da USP, Caixa Postal 20 780, 01000 Séo Paulo SP.
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Periodicamente, foram retiradas, da cultura em de-
senvolvimento, duas amostras: uma para contagem de
germes vidveis e a outra para o teste de atividade
hemolitica.

O teste para a contagem de vidveis foi feito através
de plaqueamento de vérias dilui¢bes da cultura ori-
ginal.

A determinacdo da atividade hemoli'tica era reali-
zada com o sobrenadante da segunda amostra, apos
centrifuga¢do para retirada das células. Volumes cres-
centes do sobrenadante, de 0,25ml até 2,0ml, foram
testados frente a 0,bml de uma suspensdo de giobulos
vermelhos de carneiro (padronizados em agua para
0,200 D.O. a 550nm) para um volume final de 4,0m|,
completados com solugdo tampdo fosfato 0,01M
pHB6,3, mais cloreto de sédio 0,85% e gelatina 0,02%.

Atividade hemolitica da parede — A atividade hemo-
Iitica da parede foi testada da seguinte maneira: fo-
ram preparadas duas culturas de P. aeruginosa no
meio de Favorite & Hammon* modificado. Uma de-
las, com trés horas e meia, e a outra com 60 horas.
Apos o crescimento, as culturas foram centrifugadas
e os sobrenadantes testados quando a atividade he-
molitica.

O sobrenadante da cultura de 60 horas {o Gnico
ativo) foi centrifugado a 40.000rpm (105.000g} por
uma hora. O sedimento resuitante foi lavado em tam-
pao fosfato 0,1M pH6,3 e testado quanto & atividade
hemolitica. O mesmo teste foi feito com o sobre-
nadante. '

As células obtidas em ambas as culturas foram se-
paradamente 'suspensas em pequeno volume de tam-
pdo fosfato 0,1M pH6,3 e submetidas a sonicacdo por
10 minutos. As células rompidas foram entdo centri-
fugadas a 14.000rpm por quinze: minutos. A seguir,
sedimentos e sobrenadantes foram testados para de-
tectar a atividade hemolitica.

Esquema A

cultura de trés horas e meia
(200m¥)

centrifugagdo a 8.000 rpm

sobrenadante
(1a)

células
{1b)

oscilagdo sonica e centrifugagéo
a 14.000 rpm/15 minutos

Esquema B

cultura de 60 horas
(50mt)

sobrenadante
(17a)

centrifugagdo a
40.000 rpm/1h

sobrenadante

(22) 'sedimento

ressuspenso em
tampado fosfato

sedimento
(2'b)

sobrenadante restos celulares
(2a) (2b)
centrifugagdo a
:8.000 rpm/1 hora
células
(1'b)
: oscitagdo sGnica
/Iwntrifugacio
sobrenadante restos celulares
(3'a) (3'b)
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Resultados e Discussdo

Os resultados obtidos estdo representados nas Ta-
belas 1 e 2.

A liberagdo de produtos bacterianos no meio de
cultura pode ser feita através de dois processos: lise
de um certo nUmero de células da cultura ou, como
em grande nimero de exemplos’, por liberacdo sem
qualquer alteracdo da estrutura bacteriana e em quan-
tidades maiores que aquelas compativeis com o n(-
mero de germes.

No presente trabalho, foram abordados certos as-
pectos relacionados com a liberacdo de hemolisina no
meio, na tentativa de verificar as relagBes existentes
entre 1) o nimero de células vidveis e a quantidade do
produto e 2) a estrutura bacteriana e a presenca de
atividade. O primeiro passo dado foi no sentido de
determinar o tempo necessario para o aparecimento
do produto no meio de cultura, desde o seu inicio:
foi verificado que cerca de 30 horas eram necessérias
para se detectar atividade.

Numa populagdo bacteriana, em qualquer fase de

cescimento, é impossivel fazer-se a medida do né-

mero de células lisadas. Devido a esse fato, as evi-
déncias necessdrias para determinar se a hemolisina
aparecia por lise da célula ou por liberacdo sem alte-
racdo de bactéria, foram obtidas através de relaciona-
mento direto entre células vivas e quantidade do pro-
duto liberado.

Se a hemolisina fosse liberada por lise das células,
seria esperado 0 aumento gradativo da quantidade de
substancia no meio, diretamente proporcional ac na-
mero de células mortas e a quantidade méaxima de ma-
terial seria funcdo da morte de todos os germes da
populacdo. Seria esperado, também, que seu apareci-
mento sb se daria longo tempo apds o inicio da cul-
tura, uma vez que P. aeruginosa € bastante resistente
3 lise?.

Os resultados, porém, demonstraram gue o apare-
cimento de hemolisina no meio se dava quando a cul-
tura apresentava cerca de 30 horas, tempo insuficien-
te para que houvesse lise celular. Também foi verifi-
cado que a liberagdo ndo era gradativa, uma vez que
o volume minimo necessario para 100% de hemdlise,
apds 60 e 70 horas de cultura, era 0 mesmo e de valor
muito préximo ao de 48 horas.

Estas evidéncias sugerem que a substincia hemoli-
tica é liberada no meio de cultura sem lise da célula.

Outro aspecto abordado foi a possivel relacdo en-
tre a estrutura quimica da parede de P. aeruginosa e a
da hemolisina, uma vez que ambas apresentam uni-
dades comuns: ramnose e dcido §-hidroxidecanbico.
Isto motivou a investigacdo da atividade hemolitica
da pérede, abordada da seguinte maneira: apds a
centrifugacdo das células a 8000rpm, o sobrena-
dante, submetido a centrifugagdo a alta rotacdo
(40.000rpm), teria sedimentado fragmentos de pare-
de. Estes foram testados quanto & capacidade de lisar
gldbulos vermelhos e se apresentaram inativos. Para-
lelamente, outro aspecto foi analisado: se eram libe-
radas moléculas de hemolisina no meio de cultura,
por lise das células, um rompimento mecénico da pa-
rede poderia originar as mesmas moléculas. Foi o que
tentamos obter, submeténdo as células de P. aerugi-
nosa a sonica¢do. Para tanto, foram usadas culturas
jovens (trés horas e meia), que ndo exibia atividade
hemolitica no sobrenadante, e populacbes com 60
horas de crescimento, cujo meio de cultura se apre-.
sentava ativo.

Os resultados demonstraram que tanto o sedimen-
to obtido pela centrifugacdo do sobrenadante a
40.000rpm, como o obtido por rompimento das cé-
lulas (de trés horas e meia e de 60 horas) eram ina-
tivos, o que evidenciou gque a hemolisina ndo deve
ter origem através de sub-unidades oriundas do rom-
pimento da parede.

Tabela 1

Relagdo entre o nlimero de germes vidveis obtidos por contagem duranie
o desenvolvimento de uma cultura e o aparecimento de
atividade hemolitica no meio

Atividade Volume minimo gue
Tempo N© de germes .. L
(horas) vidveis hemolftica no apreserrt.ava atividade
) sobrenadante hemolitica total {ml)
1 1,4 x 10° - -
8 1,6 x10° - -
16 50 X 10° - -
24 8,0 X 10° - _
30 1,5 x10° + 0,75
48 i x1010 + 0,5
60 1 x10!° + 0,4
72 4 x10° + 0,4
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Tabela 2
Atividade hemolitica do sobrenadante e restos celulares obtidos por sonicagdo
FracGes Atividade FragGes Atividade Quantidade
cuit. 3 1/2 hs hemolitica cult. 60 hs. hemoltica v
1a i - 1a + 0,5 mi*
1b - 1'b - 20% {(peso totai)
2 - 2'a + 0,6 mi*
2a - 2'b - 30% (peso total)
2b - J'a + 0,56 mi*
3'b - 50% (peso total)

* Volume minimo capaz de produzir hemdlise total

Referéncias Bibliograficas

. BULLOCK, W. & HUNTER, — Ueber Pyocianolysin,
eine haemolytische substanz in Culturen des Bacterium
pyocyaneum. Zbl. Bakt. I. Abt. Orig. (Stuttgart), 28:865,
1900.

. CAMBA, S.A.C.; ALTERTHUM, F. & CARVALHO LI-
MA, L.P. — The influence of oxygen on the resistance of
Pseudomonas aeruginosa to streptomycin. Rev. Microbiol.
(Sdo Paulo), 2(2):79-82, 1971.

. CLARK, K.; GRAY, G.W. & REAVELEY, D.A. — The
cell walls of Ps. aeruginosa. Biochem. J. (London), 105:
749, 1967.

. FAVORITE, G.0. & HAMMON, W.M. — The production
of Staphylococcus Enterotoxin and alpha Hemolysin ina
Simpiified medium. J. Bact., 41:305,.1941.

5. FENSON, A.H. & GRAY, G.W. — Lipopolysaccharide of

P. aeruginosa. Biochem. J., 144:185, 1969,

. JARVIS, F.G. & JOHNSON, MJ. — A glyco-lipide pro-

duced by Ps. aeruginosa. J. Amer. Chem. Soc., 714124,
1949,

. POLLACK, M.R. — Excenzymes. In: GUNSALUS, I.C. &

STANIER, R.Y., eds. — The Bacteria. New York, Aca-
demic Press, 1962, v.4, p. 121.

. ROBERTS, N.A.; GRAY, G.W. & WILKINSON, S.G. —

Release of Lipopolysaccharide during the preparation of
celi walls of Ps. aeruginosa. Biochem. biophys. Acta
(Amst), 137:1068, 1967.



a2 A.S. ELNawawy & col.

Comparative study on SCP production from molasses,
vinesse or bakers yeast effluent

A.S. ELNawawy & M.A. Fouda™

Summary

A comparative study between three yeasts, Candida utilis, C. pelliculosa and C. tropicalis for the
production of yeast protein, when grown on Egyptian blackstrap molasses, vinesse or bakers yeast
effluent. The experiments were carried out in NBS 'bioflo’ chemostat, using exponentially fed batch
cultures. The vyields of yeast were compared and discussed. Yields obtained from yeasts grown on
molasses were 62.5, 67.2 and 60.0% of sugar consumed respectively. About the same vyields were
obtained from molasses diluted with bakers yeast effluent by C. utilis and C. pelliculosa, while C.
tropicalis gave 54.9% from vinesse. Vinesse and bakers yeast effluent are cheaper and costs of production
lesser when molasses aré used. Moreover, the use of those two wastes reduces the problems from
pollution.

Resumo

Estudo comparativo da produgdo de SCP de melagco, mosto e efluente de levedura de cerveja.

Estudo comparativo entre trés leveduras — Candida utilis, C. pelliculosa e C. tropicalis, para a producgdo
de biomassa proteica, em cultura a partir de melago, mosto e efluente de cervejaria. O rendimento em
melaco foi, respectivamente, 62,5%, 67,2% e 60,0% de acticar consumido. Em melaco diluido com
efluente houve rendimento similar com C. utilis e C. pelliculosa, enquanto que, em mosto, C. tropicalis
rendeu 54,9%. Mosto e efluente sdo mais baratos e o custo de producdo menor do que quando melago é

utilizado. Além disso, o uso daqueles dois residuos reduz problemas de poluicio.

Introduction

Fodder vyeast is accepted as protein source in
poultry nutrition?. According to the increasing costs
of fish meal and soya meal, the use of SCP in poultry
feeding gains more grounds in economical studies.

In ARE, as poultry industry is one of the national
ans ¢ increase animal p in per capita, the need
for increasing SCP from the local cheapest sources is
becoming more demanding.

Cane molasses produced in ARE (250,000 tons) is
either exported (100,000 tons), or used for local
production of ethy! alcohol and bakers yeast. In the
same time, vinesse (distillery slop) and bakers yeast
effluent arising from these two industries contain,
besides other organic matter, 0.5-0.7% sugar and
represent two organic pollutants in Egypt, amounting
to 1500m> and 200m® respectively per day.

The three raw materials, blackstrap molasses,
vinesse, and bakers yeast effluent, are the subject of

the present work aimed to show the feasibility of

their use for the production of fodder yeast. If it
proves useful the technigue also help as a partial
solution for poliution problems due to decreasing
BOD of vinesse and bakers yeast effluent when these
are finally disposed.

Materials and Methods

The four especies of yeast used were Saccharo-
myeces cerevisiae NRRL. Y2572, Candida utilis NRRL
Y900, Candida pelliculosa®® and Candida tropicalis” .

Blackstrap molasses and vinesse {distillery slop)
were provided from distilleries at Hawamdia, and
bakers yeast effluent from bakers yeast factory,
Alexandria.

Molasses was diluted 1:3 with tap water. Each
substratum was adjusted to pH.5, steamed and cen-
trifuged at 12000r.p.m. {(MSE with continuous head )
for clarification. Clarified raw material was provided
with ammonium sulfate and potassium dihydrogen

* Fermentation Research Section, Agriculture Research Centre, Gamma Street, Giza, Egypt, ARE.
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phosphate in amounts of 0.200 and 0.05g respectively
per each gram of sugar. The salts were sterilised
separately then added asceptically to sugar containing
solutions. Final sterjlisation was done by autoclaving
for 15 min. at 15 p.s.i.

Assimilation experiments were conducted in a
‘bioflo’ C 30 fermenter {(New Brunswic Scientific Co.,
U.S.A.) used for exponentially fed batch cultures
using an exponential dosing apparatus (Fouda,
Mohmoud & Taha, unpublished). The experiments
were such that a starter of 30ml, produced in the
same fermenter, under the same conditions, was
exponentially fed with 210ml of the medium. The
aeration/agitation system was 800ml/min. air and
600 r.p.m. stirring speed. The air sparger was left
above the liquor surface to prevent excessive foaming.
These conditions gave O.A.R. (oxygen absorbtion
rate} of 3.5nMO, per liter per minute at liquor
volume of 60m! and 0.87 nMO, per liter per minute
at liguor volume of 240ml (at the end of fermen-
tation). Reproducibility of the same conditions was
excellent. An alternative culture method was by using
a start volume of 90ml water with 30ml of the starter
‘and exponential feeding starter to deliver 120ml of
double strength medium. The 0.A.R. available at the
beginning in this type of experiments was 23nMO,/
liter/min., and 0.87 nMO, /liter/min. at the end of
fermentation. Generation time of four hours was used
in all experiments. When using 30ml as the starting
volume, temperature regulated water was circulated
in the cold finger of the fermenter to control
temperature. Additionally, extra side blades were
added to the magnetic stirrer to make stirring of such
small volume possible (Fouda, Mahmoud & Taha,
unpublished).

Chemical determinations: O.A.R. was determined
using the sodium sulfite method®. Reducing sugars
were estimated according to Somogyim. Total protein
was determined by the Kjeldahl method, and ash
content of yeast as mentioned in AOAC!.

Results

As the main object of this investigation was to
compare the relative efficiency of the strains tested,
to yield biomass and protein, results are presented
mainly as follows:

Sugar utilisation = gram sugar utilised/gram total
sugars X 100
Biomass production = gram dry yeast produced/gram
utilised sugar X 100

Biomass from molasses — To access the relat.ve
efficiency of growth on molasses, the three yédasts

under investigation together with Saccharomyces
cereviasiae were grown in the ‘bioflo’ fermenter.
Table 1 shows the results obtained (mean of three
experiments at least). For convenience results ob-
tained from earlier experiments® using a 14 liters

fermenter are also shown.
Almost similar results were obtained in both

fermenter types concerning C. utilis and C. pellicu-
losa. In the case of S. cerevisiae yield improved in the
‘bioflo’ experiments, yet in all cases it was the least
efficient yeast. |t was therefore not used in the
following experiments.

Use of bakers yeast effluent and vinesse as diluents
for molasses — Biomass production using molasses
and combination of molasses and other raw materials
was tried using C. utilis and C. pelliculosa. Experi-
ments started with molasses diluted with water to
2.5% sugar, one run for preparing the starter under
the same conditions of experiment then another two
runs for results, using 30m! of the immediately
preceeding liquor as starter for every run. Change to
molasses diluted with one of the other two raw
materials then took place, allowing one run to
accomodate yeast to new medium between every two
treatments. Table 2 shows the results obtained. It is
clear that the sugar utilised by both yeast in all
treatments was about the same. C. utilis benefited
from bakers yeast effluent and was harmed by the
addition of vinesse, while C. pellicullosa was affected
by both diluents with a much more pronounced
harmful effect of vinesse. Slightly better yields were
obtained using C. pelliculosa grown on either molasses
or molasses and bakers yeast effluent.

Comparison between either molasses or vinesse —
Vinesse with its low sugar content (0.65%) was tried
alone and compared to molasses diluted with water to
1% sugar. This set of experiments was run using a
starting volume of 90ml of water + 30ml of starter,
thus enabling the use of the ‘bioflo’ temperature
control instead of circulating water. Oxygen available
at the start did not vary if the whole volume was
taken into consideration

(30ml X 35 nMO,, and 120ml X 085 nMO,).

1000 1000

This is justified by the fact that all oxygen in the
whole volume is available to quantity of cells present
from the early beginning. Table 3 shows these results.

In the experiments of Table 3, higher sugar
percentages were utilised from molasses than from
vinesse by all yeasts. It is clear from the results that
C. pelliculosa was the best assimilator among yeast
tested and gave the lowest yield from vinesse. C.
tropicalis proved to be the best among yeasts tested
on vinesse alone. This suggest that it is the least
sensitive yeast to the inhibiting effect of vinesse.
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Efficiency of sugar utilisation

Table 1

and biomass production by different yeasts.

8Sugar utilisation %

bBiomass production %

bioflo 14 liters bioflo 14 liters
Yeast fermenter fermenter fermenter fermenter
(1) (2) {1) (2)
S. cerevisiae 80.4 780 48.1 43.3
C. utilis 86.2 88.8 52.8 51.2
C. pelliculosa 90.5 89.5 56.3 57.0

ag|ram sugar . utilised/gram initial sugar X 100

bgram dry yeast/gram sugar utilised X 100

(1) Starting volume 90ml starter + 120ml medium exponentially fed (2.5% sugar).

(2) Starting volume 3 liters, exponentially fed with double stength medium to reach 6 liters at the

end of fermentation (double strength medium = 5% sugar).

Table 2

Comparative productivity of molasses and
molasses diluted other raw materials?.

) C. utilis C. pelliculosa

TreatmentsP -
sugar biomass sugar biomass
utilisation production % utilisation production %
% %

Molasses + water 91.7 62.5 92.1 67.2
Molasses + bakers 91.0 63.4 90.8 65.9

yeast effluent
Molasses + vinesse 91.0 55.7 93.1 38.6

dExperiments performed in ‘bioflo’ fermenter using 30ml as starting volume

b2.5% initial sugar of molasses

Table 3

Comparison of biomass produced by different
yeasts, using dilute molasses and vinesse.

Sugar utiiisation%

Biomass production%

Yeast strain

Molasses? VinesseP Molasses?@ Vinesse®
C. utilis 90.1 86.3 57.0 50.4
C. pellicullosa 92.2 90.6 62.7 45.8
C. tropicalis 92.1 88.8 600 54.3

@19% initial sugar, salts added in proportion to sugar concentration

b0.65% initial sugar, salts added in production to sugar concentration
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Table 4

Protein and ash content of investigated yeasts.

S. cerevisiae C. utilis C. pellicullosa C. tropicalis
Protein% 48.0 512 54.7 54.2
Ash% 58 8.1 7.4 9.2

The histogram (Fig. 1) illustrates the relative
sensitivity of yeasts tested, and a comparison between
the yield obtained on different raw materials.

To complete the evaluation of the yeasts tested in
the present investigation, their protein and ash
content were estimated and shown in Table 4, which
indicates the superiority of C.-pellicullosa in protein
contents followed by C. tropicalis. '

Discussion

- The use of either bakers yeast eff!’uent or vinesse
(distiliery slop) for the production of fodder yeast is

possible in two ways: either straight or as a diluent
© was the most sensitive to it.

for molasses. In the last case bakers yeast effluent
gave the same or better growth for both C. utilis and

C. pellicullosa, calculated on sugar basis. No inhibi--

tory effect could be detected. On the contrary, some
growth promoting substances may be present as
evidenced by the little increase in C. utilis yield

obtained by using the bakers yeast effluent as a
diluent for molasses. On the other hand, vinesse
effected the yield markedly for both C. utilis and
C. pelliculosa when used as a diluent. It may contain
inhibitory substances that reduces efficiency in
utilising the sugar available including that of molasses.
C. pelliculosa is very much affected by this raw -

" material. The use of vinesse alone to restrict its effect

to.its contents of sugar was tried. The results obtained
with C. utilis, C. pelliculosa and C. tropicalis were less
than those obtained with molasses alone but stiil
were high and reached the limits of theoretical yields
{on sugar basis) as will be discussed below. The best
yield obtained was by using C. tropicalis which
showed less sensitivity to vinesse, while C. pelliculosa

- Bakers yeast effluent was not used alone in this
investigation, yet the results obtained from its use as
a diluent indicate that this material might be used
alone safely. :

It should be noted however that the yields
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Fig. 1 — Efficiency of sugar conversion to biomass
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obtained in this investigation were high and some-
times beyond the theoretical yields if sugar alone is
considered®!!. The high yields may be attributed
to assimilable carbon sources other than sugar in
molasses and/or the use for the full automatic device
for exponential adding of medium which is believed
to be unavailable in almost all research laboratories
with few exceptions®.

The consistency of results within one set of
experiments was evident in this investigation, and
even only 5% difference in efficiency was found
between different sets of experiment growth condi-
tions (Fig. 1). This is believed to be acceptable in
experiments with such complexity of factors affecting
the resuvlts. On the other hand, figures of the
percentages of sugar utilised in different cases indicate
the presence of nonfermentable sugars and other
reducing materials.

Samples analysed for protein and ash content were
taken from yeast propagated on molasses alone.
Analysis showed that C. tropicalis and C. pelliculosa
gave the highest percentages of protein. This result,

A.S. EL.Nawawy & col.

besides the productivity significance, also shows the
superiority of C. pelliculosa for production of fodder
yeast on molasses alone, molasses diluted with bakers
yeast \effiuent, or bakers yeast effluent alone. When
vinesse is considered it should be used alone for
growing C. tropicalis.

As the prices of molasses have been increasing
progressively, the use of sugar containing effluents
would reduce production costs from the raw material
point of view. Higher vields are possible because of
the little extra sugar and other utilisable materials
found in it. If the effluents could be reused without
the need for sterilisation, which is believed to be true
in the case of vinesse since it is heated enough in the
distilling columns, the possibility of using this raw
material is enhanced.

Finally, when vinesse or bakers yeast affluent are
disposed with less organic material, the BOD of the
water (current or pool) in the disposal area will not
be affected as much as when un-reused materials are
disposed. This offers a good partial solution for
environmental pollution in areas of such factories.
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A spontaneous Spo mutant of Bacillus licheniformis
with increased respiratory metabolism

L. Rabinovitch, M. L. Palmeira & S. M. da Silva”™

Summary

A spontaneous mutant strain Spo p-72 derived from Bacillus licheniformis 2390 has an increased
global respiratory metabolism (Q0;) as compared to the parental strain. Vegetative metabolism appeared
altered as seen from the growth curves, in both complex and semi-defined media in which the mutant
strain is less efficient, mainly in the first hours of growth.

Resumo

Mutante esponténeo oligoesporogénico (Spo) de Bacillus licheniformis com aumento do
metabolismo respiratério

Um mutante espontaneo oligoesporogénico {amostra Spo p-72) derivado de Bacillus licheniformis 2390,
demonstrou aumento de seu metabolismo respiratorio {QO;) global quando comparado 'a amostra
parental, O metabolismo vegetativo se mostrou alterado, quando foram observadas as curvas de cresci-
mento em meios complexo e de composicdo semi-definida, nos quais a amostra mutante é menos
eficiente, principalménte nas primeiras horas do crescimento.

47

Alterations of both vegetative and respiratory
metabolism have been found in oligosporogenic (Spo)
mutants of Bacillus, which served to establish
additional distinguishing marks between - parental
strains. '

Such events were demonstrated for instance by
Bott & Davidoff-Abelson (/. Bact., 92:229--240
1966) with mutants of B. subtilis induced by acridine-
-orange. Concerning -the respiratory metabolism,
NADH™ H* oxidase and glucose dehydrogenase,
necessary for sporulation were both altered in all
mutant strains. Previously, Szulmajster & Schaeffer
(Compt. Rend., 252:220-225, 1961) had pointed
out that NADH' H* oxidase activity was clearly
superior in sporogenic strains of B. subtilis..

The present communication reports some charac-
teristics of an oligosporogenic mutant of B. licheni-
formis which has its vegetative and respiratory
metabolism altered. The mutant strain Spo p-72
was obtained spontaneously from B. licheniformis
2390, which is able to sporulate in a very simple
mineral synthetic medium, with glucose as sole
carbon source and when Mn?* is present {Rabinovitch,
L., Rev. Bras. Farm., 51:205-208, 1970).

The Spo mutant’s condition and its identity in
relation to the parental strain were disclosed by
means of colonial characteristics, respiratory and
biochemical behaviour, and its capacity to produce
spo‘fes. Specific biochemical behaviour was investigated
according to Bergey’s Manual of Determinative Bac-
teriology (The Williams and Wilkins comp., pp.
613-634, 1957), and according to Lemille, de Barjac
& Bonnefoi {Ann. Inst. Pasteur, 116:808-819, 1969)
with both parental and mutant strains being placed
in the group |. Sporulation frequency was determined
as the ratio of the number of survivors from heating
and the viability before heating (85°C for 20 minutes),
from cultures grown 120hr without shaking. The
sporulation frequency of strain 2390 is 8.5 X 107!,
whereas in Spo p-72 is less than 1077, Furthermore,
the mutant is not able to produce endotrophic
spores in a non-nutritive buffered medium containing
mineral salts (Rabinovitch, L. & Silva S. M. da, Mem.
Inst. Oswaldo Cruz, 71:149-155, 1973). Spo mutant
does not show auxotrophism when cultured in a
minimal mineral medium containing 5.5 X 1072M of
glucose. With regard to checking the block possible
site in different stages of sporogenesis, according to

* Department of Microbiology and Immunology, Instituto Oswaldo Cruz, FIOCRUZ, Rio de Janeiro, Brazil.
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