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RiaMunto. - Lo studio della segregazione dei marcatori genet1c1 
situati intorno al luogo d'attacco del fattore di fertilità al cromosoma dello 
Streptomycts coelicolor ha portato a concludere che il fattore è legato al 
cromosoma in alcuni ceppi (donatori ad alta frequenza, NF), mentre è in 
sede extra-cromosomica in altri (donatori a bassa frequenza, IF). Esso 
sembra quindi riferibile ad un « episoma». 

Summary (The « episomic » nature of the ferrility factor in Streptomyces 
coelicolor). - The segregation of the markers around the site of the fer· 
tility factor on the chromosome of Streptomyces coelicolor is affected by 
the s ituation of the factor in the parents. When the factor is located 
on the chromosome of the donor strain and absent in the other (UF) the 
scgregation is highly distorted as if the sex factor acted as a selective marker. 
When the donor strain is of the initial fertility type (IF) the segregation 
is unaffected, as if the presence of 9 o'clock r egion (to which t he factor ia 
linked in the NF strains) was not compulsory in the zygotes. It is assumed 
that the fertility factor has an extrachromosomal seat in the IF strains. 

I~TRODUZIONE 

Una prima differ enziazione sessuale è stata messa in evidenza nello 
a ttinomicete Streptomyces coelicolor da SERMO~TI & CASCIANO (1963), che 
hanno distinto un tipo donatore (R+) e un tipo r ecipiente (R- ). 

Gli incroci risultav ano fertili se almeno uno dei genitori era di tipo dona· 
tore. Incroci R- X R- presentavano un basso grado di fertilità. Successiva
m ente HoPWOOD et al. (1969) hanno individuato un'altra classe di varianti 
di fertilità (UF) che davano ricombinazione ad altissima frequenza in alcuni 
incroci. Questi varianti furono detti « ultrafertili»; tale designazione può 
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tuttavia ingencrar<' <'on fu ione tWi<'h ì' i Yarianti UF r i,..ultano d i tipo rcct· 

p i<'nl t•. c gli incroci fra ,·arianti eli quc;o:to tipo danno --rar--i;.sima prog1'11i ~· 

r icumbinant<' (VI\' I A "\ & l 101' \\ oon, 1970). 
Jl fatto cht• in J·:.~chnifhia ro/i S OUO J I'H'ri tti Cù lnl' ceppi ad alta f r:c· 

ljurnza di ricomhina~iorH' (Hfr) i tipi donatori ( ILAYE~, 1968), m entre in 

S. rorlirolor stmo detti u lt ì-.tfertili i tipi r Pcipi e n t i, ha una spi<'gazion(' sern · 
p l i co·ntc nlt· l' rorwlugira. 

In E . coli i primi i11eroci ;;upt'rfertili sono !'nwr.;. i clalla ;;:coperta dci ecppi 

donatori ad alta frrquenza. clopo che i ceppi r cripicnti (l ·'-) erano giil cli~po
nibili. m f·n tre in S . coelitolor i ceppi r ecipien ti acl alta efficienza sono co rn

par;. i per ultimi l'solo in :c-cguito alla loro adozion<' :,.OliO ... ta t i r ealizzati inero1·i 
Mtperfc·r tili . 

l11 conclusione, in S. corlirnlor sono oggi ricorwsciut1· almc·no tre prin 
cipali clas~ i di varianti di f1•rt ilitit: ceppi superdonatori (designati da Ho
T'WOOD Pt al. (1969) com e NF c· corrispondenti ai l'eppi H··· di SFHMONTII."~ 

CA<.;f: l.\ '"\'0 (1963) ): e<'ppi donatori a bas1<a fr elJIICII1.:1 (d r .• ig na ti da Vn·JA"< &. 
H o Pwooo (1970) come IF c cnrrispondcnti ai ceppi H - di S I::RMONTI & CA

SCI<\ NO (1963) ): ceppi s upcrrCt'ipit•Jl ti ( tlt•;-: igna ti da llOPWOOU et al. ( l%9) 
rom1• UF ). In quc~to lavoro adl)ttercmo la ~imholo~ia propo!'ta da H oPWOOD 

rt al. (l 969) e YinA ~ &.. Hm•\\ ooo (19/0). 
TI fattore p1·r la ft· r t ili t;\ >o c m bra avt•rf' una ~~·d c· cromo;;omica. al cl'ntro 

(lpiJ 'arco sini ;o; tro d r lla mappa dello S. coelicolnr n1•i rc·ppi ::\'F ( U oPW OOD 

et al. , 19G9), mPntre parreiJIH' dc·l tutto as~ellh' Jll' i cq•pi UF (SEH\IO'iTJ , 

P ut:LrA, & FICARRA , .197 1 ). L:t ;,Ila situazioni' ,._ duhbia nei ePppi JF. llo
PWooo l' t al. ( L969; 1970) han11o o:;::-en ·ato cht· la r qrion t· l' lu· eont ie rw il fat 

tore del scsf'o ì· « obhlign toria» JU·gli inerol'Ì l'iFx UF, chP risultano forte· 
m ente <, polarizzati», nd :"C'11!-0 <'hc i marnltori d t·l et•ppo donatore sono tanto 

piìt frequenti n ella progt·n ic• lJuanto pitt sono pro;.:-irni a lla n ·gio11 e ohhli~a
toria. N egli incroci UF X l F t a l1· pularit à non ~i o,.,rrva. (Y I \'lA :'i & llo
PWOOO, 1970), com <' se la r egione doH ha S<'dt· il fattore di fe rtilità no n 

fosse indispensabile. 

Ciò può essere s pi egato snppon<"ndu eh,· rwi ('l'JIJIÌ TF il fattore del la 
fe rtilità (da ora in poi d es ig nato come sf) è m•t·c~;;ario alla formaziouc~ clc·gli 

z igoti ma si tront in una ~SC' tl e cxtracromo:::ornira. Qlll'"ta ipotf'~ i 1\ avvalo

rata dalle osservazioni di PuGLIA et al. (in preparazione), sulla «conta
giositù » di sf in incroci JF X UF <' s uJla prevcnzi()nc di tal P contagio in pre

senza di arancio di a<"ridina. 

Questo lavoro si propone di s tabilire, attranr o l'analisi genetica, se 

la r egione sf agisce com e marcatore scletti,·o negli incroci ' F x UF e se 

dimostra, in t ali incr oci, w1a situazione d i li nkagr con un marcat ore pro:;
simo a tale regione, il locus ura A. Comparativamente le st esse situazioni 

sono s tate studiate in incroci IF X UF. 
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MATERIALI E METODI 

I ceppi mutanti usati per questo lavoro (vedi Tah. l) derivano tutti 
dal ceppo selvatico Streptomyces coelicolor A 3 (2). I loci mutanti sono gli 
stessi localizzati e descritti da HoPWOOD (1967), e sono riportati sulla mappa 

T A.BBI..LA. l 
Caratteristiche dei ceppi 

NWDUO Fenotlpo rilpetto ai m.ueatori (•) Fertilit1 
del coppo 

.... Al l plt4 Al l Ili• DJ l "'3 Al l W. A l l !q AI <•> 

79 - + + - + + IF 
80 - + + - - - NF 

165 + - - + + + IF 
312 - + + - + + UF 
316 + - - + + + UF 
320 + - - + + + NF 

(a) li timbolo - indica la riohioota deUa aootanaa in ~•tione. Tutti l DOppi aono -lttellti alla ttroptomlcioa 
<•) NF, donatore ad alta !re<JUe&Ua; IF, donatore a baua frequenu; UF, reCiipieote, 

della Fig. l. I terreni usati sono stati descritti in lavori precedenti (HoPWOOD 

& SERMONTI, 1962). Le colture miste sono state preparate strisciando spore 
di entrambi i ceppi parentali su tubi a becco di clarino contenenti terreno 
completo. 

Fig. l. - La mappa dello S trepto
mycu coelicolor, secondo 
HOPWOOD 1967; sono indi· 
cati solo i marcatori impie
gati in questa ricerca. n 
rettangolo sulla sinistra 
(9 o' clock) indica la posi
zione presunta del fattore 
di fertilità ($/). 

hisAI 

srrAI 

Dopo tre giorni le spore, raccolte con l'ansa e sospese in acqua sterile, 
sono state seminate, a seconda dei casi, o su terreno completo (TCA) o diret· 
tamente su opportuni terreni selettivi. Nel primo caso si è poi fatta l'analisi 
totale. Nel secondo, i ricombinanti già selezionati sono stati saggiati per 
la fertilità. 

.· .. . • .l l A nn. Ist. Su per. Sanità (1912) l, 81-87 
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RI rLTATI 

Il fatt ore di fertilità (sf) come elemento s1•INtivo. 

Nell'ipotesi ch e il fattore s.f sia obbligatorio negli zigoti di incroci 
NF X UF, la sua presenza in condizione e terozigote deve d istorcere la segre
gazione nella r egione ad esso odiaccn tc. P er coutwllurc tjue,ta ipotesi son o 
s tati preparati incroci tra ceppi NF cd UF. nei quali un marcatorc non sele
zionato (ura) era compr eso fra Wl marcatore selezionato (phe+) e reiemento 
sf. In due tipi di incrocio l' r lcmcnto s.f i: stato posto in arcoppiamento o 
in r epulsione rispetto al marcatore non ~elezionato. Gli incroci sono rappre
sentati in F ig. 2: i triangoli indicano i marcatori clczionat i, mentre l' ele
mento s.f è indicato con un r ettangolo nella posizion<· « ore 9 » della mappa. 

>l 

a 

b 

Fig. 2. - Localizzazione dei marca
tori in incroci ::'\F X UF. 
I triangoli indicano gli 
alleli selezionati , il rcttan
ftOlo il sito del fattore del 
sesso (sf). 

n) :if c phe.A - sono in re
pulsione. Cerchio esterno, 
ceppi 320 NF o 165 JF; cer
chio interno, ceppo 312 UF . 

b) sf e phe.A -'- sono in ac
coppiamento. Cerclùo ester
no, ceppo 316 UF; cer
chio interno, ceppi 80 NF 
o 79 IF. 
Sono riportati solo i mar
catori selezionati c il mar
cntore non selezionato ur(l . 

Le colture miste sono piastrate su t erreni sclcttÌ\'Ì per i marcatori indi

cati con i triangoli n ella Fig. 2, in presenza di uracile. 
Le colonie sviluppate sono quindi saggiate per la richiesta di uracile. 

A nn. h t. Super. Sanità (1972) l, Si...S7 
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Il marcatore ura A è compreso fra l'elemento sf ed illocus selezionato 
phe A+, a 17 unità dal primo e 11 dal secondo (HoPWOOD et al., 1968). Quando 
l'elemento sf e l'allele phe A+ sono in repulsione (Tab. 2, a sinistra in alto) 
le frequenze dei due alleli ura A- e ura A + sono pressochè uguali nei ricom
binanti e non si discostano dall'attesa (17:11) nell'ipotesi di due fattori selet
tivi ai due lati dellocus ura A (zt = 1,5, P > 0,20). Quando invece sf e phe A+ 
sono in accoppiamento e comprendono l'allele ura A-, questo è in grandis
simo eccesso sull'allele ura A+ (Tab. 2, a destra in alto). 

TABELLA 2 

Segregazione del marcatore ur·a A in incroci reciproci 
(per la posizione dei marcatori vedere la Fig. 2) 

Incroci NF X UF 

(320 x 312) (80 x 316) 

ura A- e sf in repulsione (Fig. 2a) ura A- e sf in accoppiamento (Fig. 2b) 

Fenotipi uraA- ura A + ura A- ura A+ 

~ osserv. 23 22 84 4 
IUcombinanti . 

% tot. SI 49 95 5 

Incroci IF X UF 

(165 x 312) (79 x 316) 

ura A - e if in repulsione (Fig. 2a) ura A + e sf in accoppiamento (Fig. 2b) 

Fenotipi uraA- uro A .._ ura A - ura A + 

~ osserv. 342 34 22 l 
Ricombinanti 

l % tot. 91 2 96 4 

In effetti, sempre n ell'ipotesi che stiamo trattando, un genotipo (sf)+ 
ura A+ phe A +, richieder ebbe un doppio crossingover nelle r egioni ai due 
lati di ura A, con una frequenza attesa di 0,17 X 0,11 = 0,019. 

La frequenza di tali genotipi risulta appena superiore (4:88 = 0,045). 
Questi dati provano cb.e esist e effettivamente una forte distorsione della 
segregazione di ura A , do·vuta alla presenza dell'elemento sf che risulta quindi 
situato sul cromosoma e selezionato negli incroci NF X UF. 

Incroci s imili a quelli rappresentati nella Fig. 2 sono stati preparati 
utilizzando ceppi IF in luogo dei ceppi ~F. I risultati della segregazione 
del marcatore ura A sono riportati nella parte inferiore della Tab. 2. Dai 
dati riportati risulta ch e la posizione dell'elemento sf è indifferent e per la 
segregazione di ura A. 

La frequenza degli alleli di questo locus non si discosta significativa
mente da quella atte::.a nell'ipotesi che la selezione sia esercitata solo 

.! nn. lat. Super. Sonità (1972) 
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sulr allel e 'i cino pht· A +. ch e si t ro\ n a l J uni t ~• di cli,.t:mza . L' aUdt· ura _j - . 

in nccoppiunw nt o ron r a lll•le ~dl'ZÌ(matn ph(' A - . l- Ì t rm a in ami w i ca!! i iu 
gronde CCt'CbSO. 

Linka!-1' rra << if» •' « ura A» 

egl i innoei F x UF unn piccola prO]lorzimw •ll'i riNunhinant i t' 
di tipo l:!F (St:nruo~n . P uCLJA &. ftL A!Ut.\. 1971 J· f.iv ;.H t a proYarc che 
l'elemento sf . ch e ,, iudisp cns.ahi lt· p er la formazione· ùegli zi~u t i c• proba
biJmcnt~: JH' r la Cn 'I-IC'ita degli c tc•rn!'loni. può c,. ::.cn · e~ c·ha ... o ùa l c· romo~omn 

cir l'olar c' a l momento dcllu ricomhiuaz iuall' r n on <· indi-.p r n,.abilt· alla r rf'
scit a dei ric•omhinanti. 

E sso nun agi::-.cc• quindi COll i<' un fn ll urt• r: tr r t ta nw nt t• s •· lc•tt i,·o per i 
ricombinallfi. ma solo per gli zignt i. In CJUI' '-lf' coudizioui .:;j r cn<l•· po~sibilr 

studiare il « linkagll » tra il gen e um A c· l'dE-m ent o if. l'baminmuln tutti i 
ricombinanti disponibili p er In r it•laic;,. ta di uracilP l' l'l' T il tipo ili fcrtilitìt. 
l r b ultati di quest e analisi ~> onu riportat i nella Ta h. 3 t' .. ono P Lrl'm am cnt c 
chiari. TI fa ttore sf segrega qua!'i esdu, i' nmrntr in;.Ìf'llll· a ll'aJlrh• del locw 
ura A con r ui s i troYant :th~<ociuto nel l!rni torc F . 

Se amdoglù C!>Jll' rimcnt i sonn rondutt i in iucrof'i l F X CF il rislÙLato 

(· profondamente diJI'creJltC ('l'ah. 3. in un'"ù). l ri r vmhina nt i porta tori 

l 

T\DELL•\ 3 
F requenza (u) di rieombinaziouc tra ura A c sf 

ln<'roci :\I li-

I ncrocio 320 (sf)+ uro A - ;,. 312 (!.,() uro .-1 80 (~/) + uro . l '· 3 1(1 (•f)- ura A-

Fuutlpl Frtquf'utr f"f'UHlÌpi l rf'qut'Oie 

sf ura !1:! ·V 3(1 
r arentolj 

o ·l- o 

sf ; : l 11icomLinomi 2.4 ~~ 
o Urfl 

Il ura 

l 
2 

.~l UY( I ~ 

l l-3 "' '· l o 
Il t) 

-----
Incroci n 1 1-

lucrocio 16:l (sf)+ uro A - >\ 312 (sj')- uw .r 79 (:../t urn . l ... 316 (~{) ura .·1-

F""otlpl Frtqur1uc l enutatH f nqurn1t 

sf 1- !l s.f tlf(l ..tJ 
PurenLali 

o ura 21 o (l') 

Ricombinonli l sf(b} IIT(& 3 

3-l f 
5'; ,3 °~ 

o .,.. 
sf ,. 2 

';3 0 0 

o uru 300 

(n) Lo frequt!ntc riportata rnflvrenntano Je :aow Ule ùeUe frequcu.ze o .. H n ntC! in l'&ri iacrocl. 
(b) l ""PPÌ (•J)+ aooo tutti eli t ipo l F. 

·' '"'· /te -"" 1"'' :;,o,~" tu J9n• s. Sl -87 
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JeU'elemento sf rappresentano innanzhutto una piccola minoranza, e in ogni 
caso suno di tipo IF. L'elemento sf si può trovare associato s ia all'allele con 
ru.i. era in accoppiamento che a quello con cui e ra in repulsione, senza 
a lcuna preferenza per il primo (si osserva St'mrnai la t endenza opposta). 

DISCUSSlON E 

Il prc>sen t e lavoro fornisce' , !:ulla semplice base dcU'analis i genetica 
l'ormai<' , la prova t•hc il fattore Ji fertilità dc' Jio S treptomyce.s coeliwlor (sf) 
si trova in due l: ituazioni chiaramc:nte difl't>renti n ei ceppi donatori ad alta 
frequenza (NF) c nei ('cppi donatori a bassa fr equenza (IF). 

N el primo caso lo sf ba .~edc sul eromosoma, nella posizione «ore 9» cosl 
rome climostruto <la HOPWOOD et al. (1969) in base alla misura della polarità 
clt•gli incroci <' da SERliQ::>~Tr , P uGLIA & F tCARRA (l 9il) in base nl t r mpo 
di tras ferime11 to di marcatori in ~'l'perimt•nti dj accoppiamento interrotto. 

L ' analogia con !P rlue RÌtunzioni tiPI fa ttore F di E scherichia coli K12, 
nei ceppi Hfr c F + ( HAYES, 1968) (o eYitknte ma altrettanto cvidt>nte sono 
le discr epanze . )[cntre in . roe/irolor il fattore sf agisce come t' lemruto 
ubbligato negli zigoti ( HOPWOOO N al.. 1969, c cptel'>to lavoro) , in E. roli il 
fattore F cì quasi re-golarmente esdu o dagli zigoti. La funzione di sf in S. coe· 
licolor non è quella di s tnbilire tan ptmto d ' inizio n~> l trasferimento del cromo· 
::oma, ma quella di <n·olgcre, in seguito a trasferimento nella cl'llula rctipien
t(' . qunlcuna tle ll~· funzioni essenziali n e l proce~>so di formazione degli zigoti. 

n ~Cb'11 Cnte lavoro Ìl ~tato O!Igetto della !.C$i di la•m~a di una di noi (Sara Culotta), 
qvoha presso l'Istituto di Gt netica cleU'Unin rs.it à di Palermo. Gli AA. desiderano rin· 
grnziare il Prof. G. Sennonti , per averli indirizzati e guidati durante queJ.l O lavoro, e per 
ili ! UO tliuto nello st ~wrn e uclla rcvi~ione dd manoscritto. La ricerca si è giovnta l li un 
contributo d el C. '. R. 

R icevuto il 4 l):ennaio 1972. 
A ccellato il Hl febbraio 1972. 
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Chemica) sympathectomy and spontaneous diabcte.s 

in chinese hamsters 

PIETRO U. Al'iGELETTl and Lutct CARRATELU 

Department of Bi.ological Chemistry, Istiluto Superiore di anità 
and Laboratory of Cell Biology , CNR 

Summary. - Chinese h amsters wi th moderate or severe diahet es 
mellitus wcrt' snbjectcd to a chemical sympath r·ctomy by 6-hydro"X"}'d o
paminc. A significant and long lasting ùecrease of glycemic values, parallel 
to thc decrcasctl concentration of n orcpin cphrim• in pr riphcral tissue.s, was 
obsen ed. Similarly cluonic treat ment of diaber ic animals with a-m cthyl
clopa prodnrcs a decrcase of hloo<l s ugar 1('\ eh. Thc rcsults are discussed 
in connection with tbc rolr of sym!)nthetic innt>rvation in r egulating tht· 

acti vity of panr rcatic islcts . 

Riassunto (Simpatectomia chimica t• dial•eiP spontaneo in hnmster cinesi ). 
ltam tcr ci nesi con dinLc tc >- pontaneo ùi gradu SPn ro t· modl'ratu sonu 

sta ti ~o ttoposti a simpatectomiu chimiea metlinn l l: 6-idru•s itlopnmiua. Si 
è os,en ata una s iguifìcati' a e Jurc,·olc dimiJiu zio•w dci valori glicl'mi t•i 
paraUPiamentc a lla d iminuzione di noraùrena liua n t·i tt'ss uti periferici. 
AnaJoghi ri rmltat i s otiO stati ottenuti trat taiHlo nonicamenlc gli animali dia· 
h etici con a· mctildopa. I risultati souo d iscu!!!!Ì in rduzionc al ruolo della 
innen azion•· simpatica n ella regolazionr dd la funzionl' endocrina de l 
paucrt:a~ . 

I:\ T RODL CTIQ'\ 

The dcvdopmcnt of a spoutaneous hereditar~· t.liabett::-; mcllitus iu chi
n ese h am:-ter :> has l ong bcing knowu {M EYER & ì EltGA~IA~, 1959). The 
chemiea l and biochemical fca ture of this t ypP of diabete;; dosely rescmble 
those oLsen ·Nl in human diabete, . 

From thc ruorphoJ<,gical v.i:c\\'poiut it j ,.. of intt! rcst to note that au WlU· 

sual fr ctJuenr y of adrcnergic ncn·eb and ncn e terminai - in intin1at c asso· 

.~ 11 11. /st. S ll j)cr • .Sunitò (1972) 8, 88-94 
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ciation with thc ~-celi.;; of t ne pancrra~ ha,. h~'Nl oh,:,·n ,.,J in th.:~·· animal:. 

(C.\ n.\. \IlA. unpuhli,.;h ctl observations). Thc· relatÌ•HL"hip of Lll\''l' ~ympathetir 

hypo·riouervation of ~-rdl o; to tht· high fr .:•1w ·nc~· ol " l'vlllnno:ou.• tliabclt-. 

mdlitu~ in thc chine~c harust r r j .;; iotrigtÙn!!. 
Qf r c t'l' llt it hai' hrtn l:- UOWU L!-tat a lon~ Ja,.t ÌII!:( ~~ ~·miraJ ~~·mpatht•t· 

tu•n~ t'an Lll' protluct•Ù in udult and n t: ,,·lJn: n ani mal,. (TI (ùF' E'i & TR.\ 'iL(H. 

l'lhB: \\GF.LETTI & L r-:n ·"'[t)'iTAIA. I"'iJ. 1971l) b~- i ujt•t·ti n~ :1 clt•pamiu~· nnalu

l;.'l l t' . u-h~·droxidop:uuinc {6-0HD \ ) . 'l'h·· ~.·1.- .· ti,·\. o h·~trltiun t•f .ulr~·nc·r~ic 
t 1·r111inul" (in :Hlult animali') or nl' tht· ,..Jwl•· "' ~ mpathe tic n o:u ron • (in lW\\"· 

horn anim:ù,) rr~uJt,. in a l1 )11g la~tin~ ur p.-rtnallo•n t tl•·pl etio n of Jtnratlrrna

li rw in ali pcripheral ti~~ ur'. 

[t ,..ccrnr d , tlll'rd'orr. of in t•·•·•·' t ltl in' ··· t igilt•' tlw ,.fl'eet uf t•ho•mit·;~ l 

,., mpatht•t·t(lmy on th•· Ctltlr::-t• of ntuol,·rat•· or .. ,., en· oliabrte ... in chine-e 

h :un~trr,., Th c n·:ml l ' of tlti ,. ... tuoly wi ll ht• ret•urted hen•lwl"". 

\1.\TERUL:' .\"\l) \ll:.'lllllD..; 

t:hiur <' ham,tcrl- ,,;tu JiahNe-. m t>llitu,. uf '.~riou'- tl••gr···· '"<"r<' uLtuinetl 
from Tierztu·ht I n l:i litut , Univcr~ it~· nf Zu rid t: 11-uyolru:-..itlopruuine was 

obtaitwtl from )ll' rck , harp & Dohmt· Lah. (Rnhw.t;.. :\t.m Jerst:y) through 
t Ili' t' llltrtcs.y uf Dr. C. \"\;' . )[~elt: ll·tnf'l hyltlopa. injN·t.tbll' form. ,,·a:- a l'o 

a )!ift of )I.S.O. 
Frc,b solution uf b-O HD .\. " as pn·p:m ·d in :t(' Ìtlifìed ... a liu f• ,ulution, 

jn"' t before u::t•. Tht· anim~tl::o \H' rt' iuj er·ted intTaJ'<'ritOnt;>a lly at a dose 

of W rug 1kg body W1•ight. In t' \.P t' ri n u·ut:; ,,·ith u-mcthyldopa. tlw tlrug 
'"a" injt•cted tlaily n t a dose of O .l mg g body wcight. lllood ::ampie:: wcrc 
o·ullc·c·trtl from the orbital-Hin in animnls fa ,: ting for 1::> hour... Blood 
)!IIU'I):.(• ''a tlctcrmuwtl c·ulorim<"trir ally u_,.in~ the G.O.D. m r thucl .,( Bio
··hl:' tnÌt'a ( Bochringer ~[annlll'im Cmhlf). Glyc·H·uri.t wa,. .l~t.:rntino:d by 

lo··t-tnpt• ( Lill~ ) . 
l n unkr to t·h ct•k tl1e d i'erti\ <' ttt·~,. of l h(· b-OHD.-\ trt';t tnwut iu rc1luriug 

1 h.· norepi111·phriue cuntPnl in pautrc·a'. uurm;Ù :.!ultl,·u hdlll't•·r~ ,,·,•n · 
illjt't't o•ol ,,jth tbc :;anw o lo,.., •~ ol' (,.() HO \ and ·a••rihn·d a l ,·ariuu.' IÌIIll' 

itllf·n a l-: lht• pant·rc':l<- wc·rt· t tu kkl~ h•oOJol!eiiÌt.t•ol Ì tl ;; " ., T f. \ nncl '\F. 
o·un lo•uL ".t;. f'>'timntf'cl L) fl noriutl'lrit nu· Jhool. 

HES{ I .T..:: 

f hc• c•xperiuH·nlal animuls '' '' re k~'J•l .tt .1 ~t :u .. larcl .lid "itlwut .111~

in:-.~din trea tm•·nt, ftJr a pcriotl u f '''o muntlt~ . IJiuotl ;:! Ili l 'O:-•• ,, .• \,. ·•'··a~ t·d 
,., o·n \\ el'k ano l g lyc•t•:.uria ,,·a l- cl r l t' rUi iJtn l ,. , c· r ~ ~··• ontl •Ll~. r:w <UIÌIIlab 

"·l'n· thr n !li\ itlcd into twtJ grvup' .tr:n•rJiug t u lh•·ir ·l' ··rai;!•· dy•·Pmic 
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valuc~ : onc group , comprÌ!'('Ù thc ham~ters with bloocl sugar lcvels bet
wecn 200 and 300 mg0 

:, : in t hl' other group wer c tue hams tcrs with more 
SC\ crt: ùiabetes. ,,-ith glycemi(• , ·a lu•·s ahovc 300 mg~' ;, up to 500 mg% . 

A single inje•:tion of Ci-Oli UA a t a dose of 40 mg/kg bod y weight was 
admiJLi:,len •cl intraperitoucally. (;Jycrmic valucs and glycosuria wcrc then 
regularly determinetl eYcry '' cck up thc three montbs. 

Thr result, are !>hown in l'ig,.,, ] ancl :!. As it can bt· Hee.n, following 
thP trcatmcnt in aH animah, th..: hluod sugar ,-aluc~ markcdly d ccrf'asecJ. 
Practically. two weeks aftL·r thc• treatment in chincst: ùnms t er j; who had 
a mod,·rat.· diahl'l t•,. _ tht: gly('('mia f'l' tttrncd to uormal valu,'s. In the 

2 

6 OHDA 

' 

60HDA 

~ 

f 60HOA 

4 6 e 

CASE N°70 

CASE N° 75 

6 OHDA CASE N° 69 

• 

12 14 16 
TIME(WEEKS) 

Fig. l. - Fasting blood sugar le"el" in chinese hamsters with moderate diabetes before 
aud after 6-hydrox) dopa mine injection (arrows). The dashed area indicates 
the range of norma! glrccmic values. 

Ann. l st. Supcr. Sa 11 ità !1972) 8, S3-94 



ANGELETTJ E CARRATELLI 91 

other group ther e was a marked fall in the fasting blood ugar levels although 
they ncver reached the range of normal Yalues. Parallcl to the rcduction 
of glycemic ·valuc thcrc was a reJuction of glycosuria, which again in some 

60HOA CASE N° 71 

+ 
300· 

200• 

100 ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ 

f 60HDA f 60HOA 
CASE N°65 

300 

200• 

100-~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ 

f 60HOA 
6 OHDA CASE N°72 

400· t 

300 

200-

100 ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ 

2 4 6 8 10 12 14 16 
TIME ( WEEKS) 

Fig. 2. - Fusting blootl sugnr l evel~ in chincse hamsters with se ,•ere cliubcte& beforc 
and aftcr 6-h ydroxydopcunine injection (arrows). The ùashed arra ind icat ea 
the range of norma! p;lycemìc , -alues. 

cases complf'tcly di;,aptwarcd. Fivc to :-: ix Wf'eks after thc 6-0H DA trcat
ment in fon r out of tbe s ix animals ,.ttulit•d, the glycemic ,·a lues ~tartcd to 
incr ease again ~radually approacbing tbc originai levels (Figs. l aud 2) . 

l 1111. ( Al. otpc r . Suroilà 119n) l, lòS--Il' 
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Norepinephrine assays performcd in normul hamstcrs, trcated with 
the same doscs of 6-0 HDA, showed that, al this timc, a Jlartial r ccovery 
of thc adrenergic stores in pancreas, spleen and heart h_ad occurrrd (Fig. 3). 

PANCRE AS 
100 

"' -o .... 50 ... 
c: o 

l v 
...... 
o 

~ 
SPLEEN o 

uj 100 l"' 

~ 

50 

• • 
100 HEART 

50 

l 
l l l l l 

2 4 6 8 10 12 
T/ME ( WEEKSJ 

Fig. 3. - No{epineph.rine content i n normal bamsters at var ious timc intervals after 
injection of 6·hidroxydopamine. Tbe experimental values (black bars) are 
expressed as per cent of normal values (wbite bars). 

Therefore, a second injection of 6-0HDA was given to thesc auimals who 
had a renewal of the diabetic condition. Following tbis second inj cction 
there was a further fall of the hlood sugar levcls (Figs. l and 2). 

In another series of experimen ts, the effect of chronic administration 
of cx-methyldopa which r educcs the sympathetic activ ity by causing the 
formation of a false transmitter was investigated in a group of diabetic 
chinese hamsters. Five animals, with values ranging from 200 to 300 

A nn. ht. Super. Sanità (1972) l, S&--11~ 
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mg % wcre injccted daily with ~-methyldopa at a dose of 0.1 mg/g. The 
r esults are shown in Tahle l. lt can be seen that upon repeated admini
stration of thc drug, all the animals s tudied showed a consist('nt decrease 
of their glycemic values. 

l 
l 

l 

TABLE I 

Effect of chronic administratioo of ~-metbyJdopa (0.1 mg/g) 
oo fasting blood sugar levels of tliabetic hamsters 

Ca.n oo. l pre l o fu!r l after l after 
treacment l"'"" :! Wtd'J 3 week_l 

l 

biMd • ugar n• p; % 

61i 190 165 B S 150 

67 205 180 165 160 

73 215 :100 HS 170 

i6 235 172 180 165 

80 300 190 175 205 

mean ± SO 2:!9. 0 -1- ·~2.9 Hll. J. ± 27.9 162.0 ± 16.4 170.0 ± 20.9 

l p < 0.001 p< 0.001 p < 0.001 

l>ISCGSSION 

Diocbemical stmUcs haYe shown t hat the pancreas is c·apable of uptake 
ancl synthE's is of catecholamines us otber sympathc•tically innerYnted organs 
(SntCHOWICZ et al. , 1968). 

The biological function of catechoJamine in the pancrPas bas not been 
established, althongh seYcral lincs of "' idence indirate that the sympathetic 
nervous system may play a role in the rcgtùation of insnlin release (C ECRELL, 

FALK & HELL.ì\JAN, 1964; P o RTE & WtLLLL"''S, 1966) . It has been shown 
that norepinephrine both in vitro nnd in vivo inhihits the instùin release from 
~-ccJis of pancreas (PoRTE & WtLLLnr , 1966: MALAISSE et al. , 1967; WoNG 

et nl., 1967). 
The extraonlinary abuntlanc<' of adrenergic nerves in the pancreas islets 

of t•hinese hamllters suggest the possihility that the cxccssive sympathetic 
activity may rontrihute to the dcvelopment of diabetcs in these animals. 
lndeed tbe r esults reported abovc support this hypothesis. U pon chcmical 
sympathcctomy aclùt!ved by a s ingle injection of 6 -0BDA in ali animals 
s tudied tbere was a signiflcant dccreasc of the glyccmic values parallel to 
the decrease of NE (•oncentration in tbe panrreas. Since in a1lnlt animals 
the 6-0HDA induced sympathectomy is of trmporary nature and a pro
gy-essive recovery of t be adrell(·rgic tcrminals rakes piace io few weeks period 

A nn. l $t . Super. Sanitd l t 972) 8. ,.<S-g4 
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the graduai increase of blood sugar levels observed after 5-6 weeks could 
be attributed to the restored sympathetic function. 

The results obtained with a-methyldopa are in agreement with those 
obtained with 6-0HDA and further strengthen the hypothesis that catecho· 
lamine have an important role in the appearance of diabetes in chinese 
hamsters. There is also some clinical evidence that a reduction of the 
sympathetic function by «·methyldopa in diabetic patients r esults in a 
decrease of fasting blood sugar, uring sugar and a reduced insulin requi· 
r ement (MoruXAWI & K OHAMA , 1966; PAQUET & BLITTERS DORF, 1967) . 

It r emains to be seen whether the reduction of the glycemic values 
in our experimental animals is due mainly to an incrcased insulin secretion 
from the pancreas or to some other more generalized effect brought about 
by the chemical sympathectomy. Experiment s along this line are in 
progress. 

Received February 15, 1972'. 
Accep~ March 10, 1972. 
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Effect of aeration on the growth of Candida lipolyticcr 
in batch fermentation of gas oil 

LUCIA MARTI NOLl (• ), NICOLA ODDO (**) and ANTONIO TO:"'OLO 

Department of Biological Chemi!' ry 

Summary. - The submerged culture of a strain of Candida lipoly tica 
utilizing as carhon source the gas oil fraction from Lihya A-1/ H)() 250- 3500C 
is reported. 

Growth of Candida lipoly tica is directly proportional to the aeration 
efficiency. Thus, in flasks with three hafHes, it is possible to obtain an aera
tion equal to 700 ml 0 2/100 m1 of nutritive medium per hour. Under these· 
experimental condit ions, the dry weight reaches approximately 9 g/100 ml. 

Riassunto (Effetto dell'aereazione sulla crescita di Candida lipolytica 
in coltura sommersa). - Viene descritta la coltura sommersa di un ceppo di 
Candida lipoly tica capace di utilizzare, come fonte di carbonio, la frazione 
25Q-3500C di gasolio A- 1/100 proveniente dalla Libia. 

La crescita della Candida lipoly tica è direttamente proporzionale alla 
aereazione. Infatti, in beute con t re frangiflut ti, è possibile ottenere una 
aereazione pari a 700 ml 0 1/100 ml di t erreno nutri tivo per ora. In queste· 
condizioni sperimentali , il peso secco raggiunto è circa 9 g/100 ml. 

INTRODUCT ION 

Severa! publications and patente r eport the growth of fungi or bacteria 
in nutritive media containing different types of gas oils or n-alkanes 
(DAVIS, 1967). 

Recent st udics (DOSTALEK et al. , 1968; MUNK, DosTALEK & VoLFOVA, 
1969; KLUG & .MARKOVETZ, 1969) performed with strains of Candida lipo-

(*) Guest in tho Department of Biologica! Chemietry. 
(••) Present addre&& : Snam P rogetti S.p.A. - Laboratorio Processi )ficrobiologici -

Monterotondo (Roma). 

&nn. lat. Super. Sanitd 11972) t, 11r.-102-. 
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lytica ha w suggcsted thc possibility of cxtcnding these investigations in ordcr 
to find a corrclation between dry weight and pcrcent of n-alkanes addcd 
to the medium and efl'ect of aeration on the rate and amount of gro-w1.h. 

.MATERL-\LS AXD METHODS 
Strain . 

A strain of Candida lipolytica, kindly obtained from Prof. G. Tam
burasev of Zagrcb Univcrsity, Yugoslavya), was uscd. 

Gr01cth media. 

a) A gar media. A glucosc-potato agar mcdium was used. 

b) Liquid media. Thc basai meclium ha d the following c<1mposition 

( l\fiLLE R & JOR!"SON. 1966): 

KII2P04 ••• 

l\1gS0.1 • 7H20 
N aCl 

FcS04 • 7H20 
MnS04 ••• 

CaC12 ••• 

yea;;l extract Difco 

tap watcr 

0.57 c;~ 

0.05 % 

0.05 % 
0.001 % 
0.001 % 
0.001 % 

0.1 ~~ 

Carbon and nitrogeu sources werc modified in tbc coursc of thc diffe
Tent cxperiments and reported in thc cxperimental scction. 

Sterilization. 

Media werc sterilized at 100oC for 20 min and at 1200C for further 20 min. 

Subnre1'Eed cui t w e:: . 

Subm«-rged culturcs wcre prepared in 500 ml Erlenmeyer flasks contain
ing 100 ml of mcdium, shaken at 200 rotations per min (having a stroke 
-of 5 cm) at 240C in the dark. 

Furthcrmorc, scveral fermentations using 500 mi Erlenmcyer flasks 
with thrcc baffies, werc performed (CnAIN & G UALANDI, 1954). 

The inoculation flasks contained the basai medium added with 2 mi 
of A- 1/100 gas oil and werc inocuiated with C. lipolytica cells 10 days old 
taken with a loop from a slant. 

The fermcntation fiasks , containing tbc differcnt n utritive media used 
in tbe course of tbe exper iments, wcre inoculated with 10 ml of a 24 br 
~ulture in broth, obtained from the inoculation flasks. 

A. nn. I st. Super. Sa nit4 (1972) l, Qr>-10!! 
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The dry weight was detennined by filtration of the content of one flask 
(100 ml approximately) through Buchner filter. The residue was taken 
up by meana of a spatula and subsequently dr~~d at 9()oC for 24 hr. Values 
are given in · g/100 ml. 

Ga oil. 

For ali experiments a Lybian oil fraction (boiling point 250-3500C) 
waa used. Analytical data and composition of the crude oil were as follows: 

- spécific· weight at 150C 

- ASTM distillation: 

initial point . . . . . 

distillate 5% volume 

di.tillate 10% volume 

distillate 20% volume 

distillate 30% volume 

distillate 40% volume 

distillate 50% volume 

distillate 60% volume 

distillate 70% volume 

distillate 80% volume 

distillate 90% volume 

distillate 95% volume 

final point . . 

Oow poin,t . . 

aniline poin t . 

Diesel index . 

cinematic viscosity lOOOF 

cinematic viscosity SOOC 

n·paraffi.ns content . . . 

aromatic compounds content . 

naphthenea + isopataffi.na 
total sulfur . 

buie nitrogen 

chlorine .. . 

0 .8042 

239<>C 
257oC 

263<>C 

272 .50C 

281.50C 

289 .50C 

2970C 

3050C 

3140C 

323<>C 

3340C 

342 .soc 
356<>C 

+ 16<>C 
930C 

87.7 

3.99 
3.11 

57% of weight 

7% of weight 

36% of weight 

45 ppm 

1.4 ppm 

l ppm 

..t n ti. Irt. Su p el'. Sani t<\ (1972) 1, •tot 
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RESl..iLTS 

Effect of carbon and nitrogen sources on the growth of Candida lipolytica 

In the abovc mentioned works (DosTALEK et al. , 1968; MuN K , DosTALEK 

& YOLFOYA , 1969; KLUG & MARKOYETZ, 1969), n-alkan es concentrations 
varied from l to 3% vfv. Using the same conccntration of gas oil our 

i.4 

1.2 

El 
8 
.:;. 0.8 
01 

~ o , 
04 

0.2 l 
l 

' 

' , 

Fig. l. - Effcct of different gas 
oil conccntrations on 
the growth of C. lipo
lytica. Values obtained 
after 73 hr. Basa! mc
dium + NHJ r0 30.5% ; 
flasks without baffies. 

o o.s 15 2 2.5 3 3 5 4 4 5 5 
ml gas oil jroo ml 

rcstùts agrcc with thosc of litcrature; incrca~ing th<' gas oil concentration 
in broth cultures (Fig. l ), the incrcase of biomass is not proportional to tbc 
corresponding increase of carbon source for conccntrations highcr tban 1.5% . 

Fig. 2. - Dry weight obtained aftcr i2 hr 
of submerged culture of C. lipolytica 
grown at different f!BS oil and am
rnonium nitrat c conccntrotion•. 
Baso l mediurn. Flasks witbout ballles. 

• - --- • 2 ml gas oil / 100 mi 
0- --- -- -0 4 mi gas oil f l OOml 

C::. - · - ·-·- C::. 6 ml gas oil / 100 mi 

12 

E t 
8 
~0.8 
~ 

~ :.:t 
0:~~-~o~:5~-1~· --~1,·s~~~r------

NH1Ho3 9/ 100 mi 

Tbercforc it was suggested that this ab cnce of correlation could be due 
t o a nitrogen deficiency. 

This suggestion was not confirmed by the cxperiment shown by Fig. 2 
where it is possible to observc that, by increasing in the culture medium 

Ann. h t. Supcr. Sanitd (1972) l, 95-102 
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the r clative percentages of ammonium nitrate aud gas o il, the dry weight 
is practically tmchanged. In the course of ali these experimcnts, it was 
uoted, howenr, that the pH of the culture in br oth tendcd to decrease 
from initial values of 7 to final values 
of 3.5- 3. Thus, tcntatively thc am· 
monium nitratc was substitutcd with 
urea. \Vith this las t compound, tbc 
pH prcscnts the samc Yalues through 

Fig. 3. - Dry weiJZht obtained aftcr 72 br of 
submergcd culture of C. lipolytica 
grown a t difTfrent gas oil, urea and 
ammonium nitrate conccntrntions. 
No remarkablc differcnces are no-

•. 6 

1.2 

e • 
(""') 
'-> 

~0 8 
~ 

-o 
06 

led bctwecn the two nitrogen 0 4 
sources. 
Ba~al medium. Flasks " ·it hout 02 
haffics. 

,o--
l 

l 
l 

l 
l 

l 

l. 

... -
l 

-_ ... ... ~~ 

0- - - - - -- O 0.5 % urea 

• • 0.5 % NH4N03 

o~--+---~z~.~J~--4~--+s--
ml gas oil / 100 ml 

the whole coursc of the experiment (fìnal , ·alucs being between p H 6.3 
to 7). In contras t , the final dry wcight docs not r each valucs higher 
than those observ('d in the case of ammonium nitrate (Fig. 3). 

Identica! negative 
1.6 • results were obtained 

• 

o~~~~~~~~~~~~~~~ o. 0.2 o. 3 0.4 0.~ 0.6 0.7 0.8 o 9 
urea 9/ 100 mi 

by incrcasing a t the sa· 
me time the phosphate 
salts concentration. 

Fig. 4. - Effect of ditfe
rent urea concen
trations on tbc 
growtb of C. lipo· 
ly tica. Values ob
tained after 72 br. 
Oasal mcdium 
added witb 4 
ml/ 100 mi gas oil. 

On the otbcr hand , at vcry iow concen trations of gas oil (Fig. l) or 
n rea (Fig . .t), a corrclation be t" ce n the arno un t of gas o il or urea prcscnt 

l 1111. l~t . Su per. Sa11it ù (1972) 8, 05-102 
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in the culture medium and the attaincd final dry weight , was observed. 
On the hasis of these results, i t was suggested that this abscnce of correlation 
was due t o an aeration deficiency. 

Effect of aeration on the growth of Candida lipolytica 

W arhurg measurements ha ve given values of Q0, (f!l 0 2/mg dry weight/h) 
of approximately 75 for our strain of Candida lipolytica. On the basis of 
CHAIN & G-uALANDx's work (1954), t he aeration in flasks rotated on a shaker 
is greatly incr eased in baffled flask , therefore, using 500 ml flasks coutaining 

2.4 

2 

E 1.6 
o 
~ -01 1.2 
j 

-o 

0.8 

48 
h 

72 

Fig. 5. - Growt.h curves of C. li.polytica 
in fiasks with and without 
baffies. It is possible t o oh· 
serve how growth is influen
ced by the higher 0 1 amount 
present in the fiasks with 
baffi es. 
Basai medium ad d ed with 4ml 
gas oill100 m1 and 0.5% urea. 

•----4 without baffies. 

• ----• with baffies 

t2 24 36 h <48 60 72. 

Fig. 6. - Growth curves of C. lipolytica 
al different gas oil concentra
tions in baffied fiasks. 

• ----• l ml l 100 ml 
• • 4 ml l 100 ml 
• • 8 ml l 100 ml 
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100 ml of medium, aeration values (given as ml 0 2/100 mlliquid/h) of 35 are 
r eached; in contrast , under the same conditions, but with three-ba.ffled flasks, 
aeration values of700 are obtained . 

Fig. 5 shows the rcmarkable 
diffcrcncc in growth fm· the two 
types of flasks used in the expe
rimcnt. After a 24 hr fermcn
tation in norma! flasks, the ob
tained clry weight .is only 0.6% , 
whilc .in the case of flasks with 
bafBes, tbc dry weight reaches 
values by three timcs higher. 

Fig. 7. - Corrclntion bctween gas oil 
concentrntion (g/ 100 rn l) aud 
dry weight. 
A lioear correlntion bctween 
gns oil concentrntion in the 
culture medium :md nttaioed 
dry weight is noted. 

J 

' -oz 

Bnsal medium added ·with 0.5% 
uren. Flasks with bnflles. oL---~--*2---~~!~~---.~;~,~--~~s---+--~7 

Fig. 5. 6 ancl 7 show how this proportion can be reached even at high 
conccntrations of gas oil in the etùture medium. At higber gas oil values 
(i. e. 16%) urca and phosphate contents r each the peak , therefore optimal 

9 

e s 
o 
o -
~ 
~ 7 
~ 

6 

o~--~o.~s----~~----~~~. 5~--~2~

uru. g/100 mi 

Fig. 8. - Dry weight 48 hr after 
C. lipolytica fermentation at 
different nren concentrntions. 
Dnsnl medium ndded with 
1.14 % KHaPO, nnd 16 ml 
gas oil/100 rnl. Optimal con
centration is l % • 

value of dry weight equal to 9% approximately, are reacbed by the corre
spondent increase of the relative urea and phosphate eonccntrations (Fig. 8) . 
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COì\"CLuSIOì'\ 

As it has heen shown in many work~ . aeration has a markNI cffcct ou 
the growth of Candida lipoly tica. 

Since thc Q0, of the strain uscd in thi ~< work wa cqual to 75. by means 
of a simpl <.' calculatiou, it was possible to detcrminc a subsequent 02 uptakc 
(based on a d ry weight of 9 ~0) of about 675 ml/100 of culture per hour. 

lO 
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4 
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'/ 
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/ 

/ ,o 
/ 

/ 
/ 
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/ 
/ 

/ 
/ 

/ 
/ 

/ 

.P 

Fig. 9. - • • tht•orctical cur-
ve of wcij!'bt incr ease in sub
merged cultun·s of C.lipolytica 
calculated o n thc b asis of 0.63 g 
dry weightfml of gas oil. 

O- - -- --- O experimental 
curv e of wei~tht increase in 
submerged culture~ of C. lipo
ly tiw. The first thrct• values 
w ere obtaincd in a uu triti ve 
medium cousisting of ba sal me
dium added with 0.5 % urea. 
The last valuc was obtained in 
a basai medium od d ed ";th l% 
urea and 1.14% KH!PO~. 

6 IO 12 14 18 20 

The linear correlotion between 
gas oil conccntration and dry 
weight is to be noted. V alues 
cnn be considered ~~ ~ maxirnal in 
rclation tothe aeration cffiricncv 
ohtaincd in fla• k• "ith baffic~. ml gas oil/100 ml 

Tbc acration efficicncy in flasks with thre<' haffi es is equal to 700, whieh 
is adequate to the uptak e rcquiremeuts. Furthcrmore, sin(·c· the pt'rcentagc 
of n-alkanes prt>sent in the gas oil Uf;ed in tht• C'X]Wriments i ~ 57° ;) by wcight, 
the maximal theoretical dry weight thal can be rt>ached hy C. lipolytica. 
on our gas oil could b e of 10(;~, which is Yer y clost· to the 9 '; 0 found in otu 
experiments (Fig. 9). 

Many thanks are due to Dr. Raffaella Catanzaro Quint iliani for thc Q0, measurements. 
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