36. Wendy M. DION e R. KAUSHAL. (*) — L’effetto dell’agitazione mec-
canica sulla morfologia di alcuni funghi comuni sviluppati in
coltura sommersa.**

Riassunto. — B’ stato studiato leffetto dell’agitazione meccanica
sul comportamento di dieci comuni funghi filamentosi, in culture som-
merse.

Si & dimostrato che agitatori con eguale velocita periferica, ma con
differente numero di rotazioni per minuto, danno un effetto similare sul
comportamento di un dato micete.

I dieci funghi reagiscono in varia maniera all’effetto meccanico,
usualmente perd nei fermentatori con intensa agitazione si ha un piu
alto peso secco di micelio.

La morfologia degli Stachybotrys atra e dei Cephalosporium acremo-
mium non rimane quasi influenzata da differenti velocita di agitazione.
Negli Aspergillus e Paecilomyces invece le ife si presentano corte rami-
ficate e parzialmente autolisate sotto l'influsso di una agitazione intensa,
mentre rimangono lunghe e filamentose con una blanda agitazione.

Specie di Mucor e di Haplosporangium formano con una forte agita-
zione solo pallette compatte, mentre con agitazione meno intensa for-
mano pallette fioccose e micelio filamentoso.

Rhizopus sp., sviluppato in fermentatori fortemente agitati cresce
prima in forma filamentosa ma forma clamidospore ¢ pallette compatte
in un secondo tempo.

Summary. — The effect of mechanical agitation on the behaviour
of ten common filamentous fungi grown in submerged culture was in-
vestigated. It was shown that propellers with equal peripheral speeds
but different numbers of rotations per minute had a similar effect on
the behaviour of a given fungus.

The ten fungi reacted in various ways to the eifect of mechanical
agitation, but a higher dry weight of mycelium was usually produced
in the fermenters with intense agitation. The morphology of Stachy-
botrys atra and Cephalosporium acremonium was almost unaffected
whereas the hyphae of Aspergillus and Paecilomyces became short
branched and partially autolysed with intense agitation and remained

(*) Membro dell’OMS.
(**) Questo lavoro & apparso nei Selected Scientific Papers from the Istituto Su-
periore di Sanita, 2: 357 (1959).
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long and filamentous with mild agitation. Species of Mucor and Haplo-
sporangium formed only compact pellets with intense agitation whereas
with mild agitation loosely constructed pellets and filamentous mycelium
were produced. Rhizopus sp. grew first in mycelial form later forming
chlamydospores, and compact pellets in the well agitated fermenters.

INTRODUZIONE

In una comunicazione antecedente (') & stato dimostrato che l'agi-
tazione meccanica ha un elfetto pronunciato sull’aspetto morfologico
delle ife di P. chrysogenum sviluppato in coltura sommersa. Con un’in-
tensa agitazione meccanica le ife si sviluppano in unitd corte, rigide e
ramificate, mentre restano lunghe e filamentose quando l'agitazione mec-
canica & blanda. In considerazione di questi risultati si & ritenuto interes-
sante studiare la risposta all’agitazione meccanica di altri funghi fila-
mentosi in coltura sommersa. Per questo scopo si scelsero alcuni funghi
comuni del terreno: le ricerche riguardano principalmente osservazioni
morfologiche sullo sviluppo delle ife, e non il comportamento biochimico
dei funghi.

METODI E MATERIALI

Orcanismi. — Per questi studi si impiegarono nove funghi, isolati
tutti dal terreno: Aspergillus fumigatus Fresenius, Aspergillus niger van
Tieghenn, Aspergillus glaucus Link, Paecilomyces varioti Bainer, Stachy-
botrys atra Corda, Cladosporium herbarum (Pers.) (Link), Cephalospo-
rium acremonium (Corda), Rhizopus sp., e Mucor sp. Il decimo fungo
esaminato, che fu isolato da una pigna in putrefazione, era una specie
di Haplosporangium.

PREPARAZIONE DELLA SOSPENSIONE DI SPORE

Si produssero spore in bottiglie di Roux su agar contenente un ter-
reno sporulante della composizione indicata sotto. Dopo dieci giorni le
spore furono lavate via con acqua distillata. La sospensione fu portata
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ad una densiid fale che quando 10 ml furono inoculati in 3 litri di ter-

reno di coltura il numero finale delle spore nel terreno di coltura su-
perava 2.000/ml.

TERRENI DI COLTURA

PER LA PRODUZIONE DI SPORE., — Il terreno (i sporulazione, avente
come base quello di Movgr e CogHiLL (%), aveva la seguente composizione :

Saccarosio 30 ¢
KH,PO, 1,0
MgS0, | 6.5
KCl 0,5
FeS0, 0,01
agar 30
corn steep liquor 10 ml
(contenente 509 di solido)

acqua di fonte 11

PER LA PRODUZIONE DI MICELIO VEGETATIVO NEI FERMENTATORI AGITATI:
lutti gli organismi furono sviluppati in un terreno di coltura della se-
guente composizione :

Solidi di corn steep _ 62
Glucosio (commerciale) 3%
preparato con acqua di fonte

Carbonato di calcio , 19

pH aggiustato a 5,0 con acido cloridrico.

CoxpizioNt p1 STERILIZZAZIONE : Per la sterilizzazione i fermentatori
contenenti 1l terreno di coltura furono tenuti per 20 minuti a 100°, e poi
per 40 minuti a 125°. Il carbonato di calcio fu sterilizzato separatamente
(50 g in 200 ml d’acqua a 125° per 60 minuti).

FERMENTATORI, CONDIZIONI DI AGITAZIONE E DI AERAZIONE: Si adopera-
no fermentatori in acciaio inossidabile da 10 1 (%) con 8 1 di terreno di
coltura, impiegando sia il sistema di aerazione a vortice sia quello anti-
vortice a diffusore. Nella Tabella 1 sono riportati il diametro ed il nu-
mero di giri delle eliche adoperate, noncheé le corrispondenti velocita di
aerazione misurate con il metodo al solfito (*).
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Ciascun fungo venne sviluppato in una serie di quattro fermenta-
tori, e si scelsero le condizioni di agitazione e di aerazione in modo da
avere velocitd elevate di aerazione in due di essi, e velocitd basse negli
altri due. Si realizzarono le velocitd elevate di aerazione mediante il si-
stema a vortice, adoperando due eliche le cui pale avevano diametri dif-
ferenti, che furono fatte ruotare con un numero di giri tale che tutte e
due diedero velocith di aerazione uguali. Si vede dalla Tabella 1 che,
mentre il numero di giri con cui ruotavano le pale delle due eliche dif-
feriva quasi del 1009, le loro velocitd periferiche differivano soltanto
del 269, circa.

Taserra 1
Sistema Diametro Giri Velocita Sovra- TFlusso aria | Velocita aerazione
pale periferica pressione (ml Og per ml 100
di aerazione eliche minuto (em/min.) (atm) (1./min) soluzionejora)
1. Vortice ; 90 mm 750 212 1.0 e 220
2. Vortice . 65 mm 1450 200 0.5 e 230
3. Vortice . 65 mm 750 154 0.5 - 70
4. Antivortice 75 mm 360 0.5 2.5 60
con diffusore

Le basse velocitd di aerazione furono ottenute sia con il sistema di
aerazione a vortice, sia con quello antivortice a diffusore, ma quest’ulti-
mo causd frequentemente fastidi in seguito alla crescita del micelio oltre
il diffusore ed il tubo presa di campione, ostruendo cosi 'entrata del
I’aria e rendendo difficile la presa di campione.

La temperatura di fermentazione era di 30°C.

Tutti gli esperimenti furono eseguiti in duplicato e ripetuti.

INOCULAZIONE

Tutte le fermentazioni furono inoculate con 10 ml di sospensioni
di spore per escludere i possibili effetti a cui potrebbe andare soggetto
un micelio vegetativo che fosse sviluppato da spore dapprima in un fer-
mentatore da semina in una data serie di condizioni di agitazione ed aera-
zione, e, successivamente, trasferito in fermentatori di produzione, in con-
dizioni differenti.




ANALISI

Furono determinati ogni 24 ore cambiamenti del pH, peso percen-
tuale secco del micelio e consumo di glucosio, impiegando metodi con-
venzionali.

OSSERVAZIONI GENERALI

Nel sistema di aerazione a vortice, sia la capacita di disperdere aria
sia 'azione di attrito meccanico delle pale dell’elica sul micelio fungino
sono determinate principalmente dalle loro velocitd periferiche. E quin-
di prevedibile che si possano ottenere effetti similari sull’aspetto morfo-
Jogico di un dato fungo con eliche ruotanti a velocita periferiche uguali,
benche con numeri di giri largamente diversi. D’accordo con queste pre-
visioni & stato trovato con le due coppie di fermentatori con elevate ve-
locita di aerazione (prodotte da eliche di differente diametro ruotanti con
differente numero di giri, ma a velocitd periferiche uguali) si comporta-
vano in modo simile per quanto riguarda I’aspetto morfologico, cam-
hiamenti del pH, utilizzazione dello zucchero e pesi secchi del micelio
formato (figura 1).

I due fermentatori con basse velocitd di aerazione, realizzate in un
fermentatore dal sistema a vortice e nell’altro dal sistema a diifusore in
presenza di piastre antivortice, diedero anch’essi risultati simili. Il fer-
mentatore munito delle piastre antivortice incorse perd in frequenti fa-
stidi dovuti a difficoltd tecniche come la crescita del micelio oltre il dif-
fusore e il tubo presa di campione cosi da bloccare I'entrata dell’aria e
rendere difficile la presa del campione. Con il sistema di aerazio-
ne a vortice non sorgono tali difficolta. Gli effetti morfologici osservati
in condizioni di bassa aerazione sono il risultato combinato di una ri-
duzione dell’azione di attrito meccanico e di una carenza di ossigeno.

Nonostante il danno meccanico al micelio, le colture bene aerate si
svilupparono piu rapidamente e raggiunsero un peso secco finale piu
elevato di quelle che erano meno aerate e non manifestavano alcun danno
meccanico. Lo sviluppo delle colture con intensa agitazione era ordina-
riamente caratterizzato da un aumento costante del pH, che spesso rag-
giungeva valori superiori a & dopo esaurimento completo degli zuccheri;
con blanda agitazione I’aumento del pH fu molto lento, con valori che
rimanevano generalmente tra 5,5 e 6,3. Questi fatti sono illustrati, per
quanto riguarda il Paecilomyces variott, nella figura 1.
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Fig. 1. - Andamento caratteristico delle fermentazioni in condizioni di agitazione in-
tensa e blanda. Organismo: Paecilomyces variati Bainer,
a) agitazione intensa (elevata velocitd di aeraziome):
sistema a vortice, diametro delle pale dell‘elica 90 mm, 750 giri al
minuto, 1 atmosfera di sovrappressione;
————— sistema a vortice, diametro delle pale dell'elica 65 mm, 1430 giri
al minuto; 0,3 atmosfere di sovrappressione;
b) agitazione blanda (bassa velocita di aerazione):
sistema a vortice, diametro delle pale dell’elica 63 mm, 750 giri al
minuto, 0,6 atmosfere di sovrappressione;

————— sistema antivortice a diffusore, diametro delle pale dell 'elica
75 mm, 360 giri al minuto, 0,5 atmosfere di sovrappressione.

[] pH O Glucosio /N peso secco
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L'autolisi, misurata da una caduta della percentuale di peso secco
del micelio, si verifico soltanto in due funghi, il Paecilomyces varioti e
il Rhizopus sp., agitando sia intensamente sia blandamente, benchd si
potesse vedere all'esame microscopico che, per la maggior parte dei fun-
ghi, il micelio sviluppato in condizioni di agitazione intensa diventava
vacuolato e incominciava a subire autolisi quando gli zuccheri erano
esauriti. Questo fenomeno era meno evidente in condizioni di agitazione
blanda.

Furono fatte alcune misure della lunghezza delle ife al momento del
massimo peso secco, immediatamente dopo l’esaurimento del glucosio.
Questo si verifico tra 72 e 96 ore nella maggior parte dei casi, ma prima
con funghi a sviluppo rapido come 1'dspergillus niger ed 11 Rhizopus.
Questi valori sono riportati nella Tabella 2 e vanno presi come semplici

TABELLA 2
Valutazione delle Iunghezze di unitd di ife
| Lungheszza delle unita
i Eta
i Fungo
i ¢ | 750 givi/min. | 1450 givi/min. | 750 girij/min. | 360 girij/min.
| diam. 90 mm diam. 656 mm diam. 65 mm diam. 75 mm
1 s
A. miger . . . . .| 66 130 0 | 130 p 300 1 370 u
A. fumigatus . . .| 96 150 p 158 1 400 ;o 400
A glavens . . . .| 06 160 . 160 1 225 n 315 p |
P. varioti . . . .| 72 160 130 o 270 p 305 |
S. atra s oz oz o8 96 350 w 350 p 370 p
C. herbarum . . .| 96 100 p 250 p 205 p e J

valutazioni, dato che nel caso di ife lunghe risultd impossibile misurare
con precisione la lunghezza, e che in seguito ad aggrovigliamento 'r
ogni campione poterono essere misurate solo le ife lihere che tendevano
ad essere le pitu corte.

OssERVAZIONI MORFOLOGICHE SUI SINGOLI FUNGHI.

1) Aspergillus fumigatus (Figure 2a e b).

L'effetto dell’agitazione meccanica su questo fungo era simile a
quello gia descritto per il Penicillium chrysogenum. (Y). In condizioni di



il { Y

agitazione intensa le ife erano pil corte e ramificate che non con agita-
zione blanda, e le singole cellule nelle ife erano accorciate. E’ tuttavia
evidente che nei fermentatori sottoposti ad agitazione intensa si ebbe in
misura considerevole danno meccanico in quanto le ife erano spezzate
e presentavano molte pareti cellulari vuote (Figura 2a). Si rilevo anche
un ritardo di circa 24 ore nella crescita di queste colture; queste tuttavia,
una volta avviate, si svilupparono piu rapidamente di quelle che erano
state fatte crescere in condizioni di agitazione blanda.

2) Aspergillus niger (figure 3a e b).

Questo fungo si sviluppd molto rapidamente, ed esauri praticament.
tutto il glucosio dopo 48 ore, nei fermentatori bene aerati. II micelio
adottd la forma tipica delle colture bene agitate, diifferendo da quella
dell’4. fumigatus per il fatto che le unitd corte ramificate presentavano
pochi eventuali segni di danno meccanico fino a che il glucosio non fosse
stato esaurito, dopo di che incominciavano a frantumarsi.

Quando l'agitazione era blanda, specialmente nel sistema antivorti-
ce, fu interessante notare che le ife, benche lunghe, contenevano cellule
viventi soltanto alle estremitd mentre la loro parte restante consisteva
in pareti cellulari vuote (figura 3b). Cid & probabilmente dovuto ad una
carenza di ossigeno.

I fermentatori bene aerati produssero grandi quantitd di acido (che si
dimostrd non essere acido citrico), in quanto il pH calo a 2,3 mentre non
fu prodotta quantitd apprezzabile di acido dalle colture con basse velo-
citd di aerazione.

3) Aspergillus glaucus (figure 4a e b).

Le sospensioni di spore di questo fungo avevano una densitd piut-

tosto bassa, e di conseguenza il micelio aveva tendenza a sviluppar-
si nella forma di pallette, specialmente nel sistema antivortice. Con agi-
tazione intensa queste pallette furono ridotte a piccoli ammassi di ife ed
alle normali ife libere ramificate corte, mentre in condizioni di agitazio-
ne blanda quasi tutto il micelio era costituito da pallette fioccose soffici
con ife periferiche lunghe, a guisa di coda.

Nei due tipi di agitazione si formarono abbondanti conidiofore, i
cui sterigmati si sviluppavano spesso direttamente in nuove ife senza
produrre conidi. Queste anormalitd erano maggiormente pronunciate con
agitazione blanda che con una intensa, dove l’eccessivo sviluppo delle
conidiofore era impedito da forze meccaniche.

~ow
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W. M. Do~ e R. KausuaL - L’effetto dell’agitazione meccanica sull

Fig. 2-11 - x 2co0. Fotografie del micelio di differenti funghi in condi-
zioni di agitazione intensa e blanda. In ciascuna pagina la foto-
grafia superiore (a) mostra il micelio dei fermentatori ad intensa
agitazione. (Per le condizioni vedasi la leggenda alla fig. 1, a
meno che non sia altrimenti specificato). La fotografia inferiore
di ciascuna pagina (b) mostra il micelio di fermentatori a blanda
agitazione. (Per le condizioni vedasi la leggenda alla fig. 1, a
meno che non sia altrimenti specificato).
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Fig. 2 a e b - Aspergillus fumigatus (g6 ore).
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Fig. 3 a e b - Aspergillus niger (66 ore) (a:
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(72 ore)

5 a e b - Paecilomyces varioti

Fig.
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Fig. 6 a e b - Stachybotrys atra (96 ore)
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Fig. 7 a e b - Cephalosporium acremonium (8g ore)
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Cladosporium herbarum (g6 ore).
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Rhizopus sp. (66 ore).

Fig.gaeb
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Fig. 10 a e b - Mucor sp. (161 ore) (a
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Fig. 11 a e b - Hasplospcrangium sp. (120 ore) (b: sistema ad antivortice e a
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4) Paecilomyces varioti (figure Ba e b).

Questo fungo rispose in maniera analoga al Penicillium chrysogenum
agli effetti dell’agitazione meccanica. Una agitazione intensa diede come
risultato un micelio ramificato accorciato che produsse abbondanti co-
nidi dopo due giorni. In condizioni di agitazione blanda le ife rimase.
ro lunghe e filamentose ¢ non produssero conidi.

Tranne nel caso dei fermentatori antivortice, si notd un netto calo del
peso secco del micelio non appena gli zuccheri furono esauriti (figura 1).
Le ife si vuotarono e disintegrarono nei fermentatori impiegando il sistema
di aerazione a vortice, ma rimasero in buone condizioni nei fermentatori
antivortice fino alla fine della fermentazione.

5) Stachybotrys atra (figure 6a e b).

Questo fungo era interessante in quanto non sembrava che I'agita-
zione avesse alcuno effetto sulla forma del micelio. In tutti i {ermentatori
le ife erano fini e lunghe. Non si produsse alcuna spora né fu osservato
alcun segno di autolisi; il micelio rimase infatti in eccellenti condizioni
per diversi giorni dopo esaurimento degli zuccheri. Vi fu una tendenza
alla formazione di pallette in tutti i fermentatori; quelle formate nelle
colture bene agitate erano piccolissime e molto compatte mentre con
una agitazione blanda si ebbero pallette pitt numerose e pit grandi.

6) Cladosporium herbarum (figure 7a e b).

Le ife di questo fungo apparvero molto facilmente frantumabili me-
diante agitazione meccanica. Anche con una bassa velocita di agitazio-
ne, le ife presentarono continuamente fratture e ramificazioni laterali
danneggiate, .in maniera non osservata con altri funghi. Nonostante
cio, tuttavia, l'utilizzazione del glucosio fu rapida ed il peso secco crebbe
costantemente. In un esperimento lo sviluppo risultd molto migliore nei
fermentatori con agitazione blanda, applicando il sistema a vortice, ma in
un esperimento successivo i fermentatori sottoposti ad agituzione intensa
diedero uno sviluppo migliore.

Le ife di Cladosporium mostrarono una certa differenziazione, in
quanto le unitd consistevano in una ifa principale piuttosto spessa, con
un apice rastremato e un estremo distale che era normalmente spezzato,
¢ ife laterali molto pit fini e pit flessuose.

7) Cephalosporium acremonium (Figure 8a e b).

Variazioni nell'intensita dell’agitazione meccanica ebbero scarso ef-
fetto sullo sviluppo di questo fungo. Tranne nel caso dei fermentatori an-
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tivortice, tutte le colture utilizzarono glucosio alla stessa veiocita e mo-
strarono aumenti analoghi del peso secco. (Quando il glucosio fu esaurito,
si ebbe un calo immediato nel peso secco. Dopo il primo giorno le col-
ture erano costituite quasi interamente da masse di conidi rosa. Nei fer-
mentatori aerati mediante il sistema a vortice era visibile pochissimo
micelio e in futti i casi le ife erano corte e finissime. Nei fermentator:
antivortice aerati mediante un diffusore di aria le ife erano piu lunghe,
ma anche queste colture consistevano quasi interamente in conidi. Que-
sto tipo di sviluppo & anche caratteristico delle colture sviluppate in
heute agitate, e sembro che 'agitazione meccanica non avesse alcun ef-
fetto sullo sviluppo di questo fungo.

8) Rhizopus sp. (figure 9a e b).

(Juesto fungo si sviluppd con estrema rapidita, e, come nel caso del-
I’A. niger, crebbe oltre i diffusori ed i tubi presa i campione nei fermen-
tator1 antivortice.

Nella coltura sviluppata con intensa agitazione, le ife erano molto
irregolari e distorte, producendo ammassi di ife digitiformi a partire dalle
cellule terminali ed abbondanti clamidospore di diametro variabile
da 18 a 30 micron. Con l'invecchiamento di queste colture si formava
un numero considerevole di piccole pallette compatte che sembravano aver
avuto origine dagli ammassi di ife formati dalle cellule delle ife terminali
Il peso secco massimo in queste ultime si manifestd dopo circa 66 ore, ed
in seguito subentro l'autolisi.

Nei fermentatori muniti del sistema a vortice e provvisti di agita-
zione blanda lo sviluppo fu meno distorto e il micelio raggiunse un peso
secco piu elevato che negli altri fermentatori. Si formarono anche qui nu-
merose clamidospore che tuttavia erano pit piccole, avendo generalmente
un diametro da circa 15 a 20 micron. Benche le ife manifestassero una
tendenza a svilupparsi in ammassi aggrovigliati, non furono visibili le
pallette bene organizzate che si formarone con l'agitazione intensa.

Nei fermentatori antivortice le ife erano lunghe e regolari e non si
formarono clamidospore, ma poiché il passaggio dell’aria era bloccato e
I'elica era ricoperta di micelio, questi fermentatori furono scartati.

9 Mucor sp. (figure 10a e b).

Fu osservato con il Rhizopus che le colture sviluppate con agitazio-
ne intensa mostravano un deciso mutamento dal tipo di crescita filamen-
toso a quello a pallette. Anche nei primi stadi, i1 Mucor e UHaplospo-
rangium furono incapaci di svilupparsi in una forma filamentosa e nei
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due funghi il micelio si presentd sempre in forma di pallette, nelle col-
ture bene agitate. Talvolta nelle colture vecchie alcune delle ife perife-
riche furono staccate e si dimostrarono capaci di sopravvivere.

Le ife erano molto ramificate, dotate di larghezza irregolare e di
aspetto distorto in condizione di agitazione intensa. Erano dapprima
non settate ma sviluppavano setti in colture pitu vecchie, specialmente
quando le ife diventavano prive delle pallette. Dopo circa 72 ore di svi-
lappo, emersero dalle pallette ife rigonfie a forma di clava, larghe tal-
volta fino ad 80 micron. Contenevano molti globuli di olio ed un denso
protoplasma granulare, ed erano generalmente in numero non maggio-
re di due o tre per ciascuna palletta (figura 10a). Rimasero fuoriuscenti
dalle pallette e non si svilupparono ulteriormente.

In condizioni di agitazione blanda, il micelio era composto di un
miscuglio di pallette ¢ di ife filamentose, ma in questi casi le pallette
crano pit grandi, a struttura fioccosa sciolta con lunghe ife periferiche
a guisa di coda. Le ife erano pit regolari e meno ramificate, e le ife cla-
viformi ingrandite comparivano molto piu tardi nella fermentazione ed
erano in minor numero.

La dilferenza di struttura delle pallette formate con agitazione in-
tensa ¢ di quelle formate con agitazione blanda era molto netta, le pri-
me essendo piccole, di un diametro di circa 230 micron, compatte e dure,
con appena qualche eventuale ifa periferica sporgente, mentre le secon-
de avevano un diametro maggiore di oltre 100 micron ed erano soffici
e disposte in maniera non compatta con una frangia circostante di 1ife
filamentose. Si otteneva tuttavia sempre una maggior produzione di mi-
celio nei fermentatori bene agitati.

10) Haplosporangium sp. (Figure 11a e b).

La crescita di Haplosporangium era molto simile a quella del Mucor:
infatti si formavano pallette compatte piccole nelle colture in condizioni
di agitazione intensa, mentre si formavano pallette soffici pit grandi
nelle colture in condizioni di agitazione blanda. La differenza di gran-
dezza era anche pit netta che nel Mucor, e per i primi due giorni non
si ebbe affatto sviluppo nei fermentatori intensamente agitati. Dopo que-
sto ritardo iniziale, tuttavia la crescita fu rapida, benché la miglior pro-
duzione di micelio si verificasse nel sistema a vortice con agitazione
hlanda.
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DISCUSSIONE

Dei sette funghi settati, esaminati in questo studio, le tre specie di
Aspergillus e di P. varioti reagirono in maniera analoga al P. chryso-
genum agli elfetti della agitazione meccanica. Vale a dire che, con una
agitazione intensa, le ife diventavano corte e ramificate con proporzioni
variabili di cellule vuote e autolisanti. Con agitazione blanda, le ile ri-
manevano lunghe e mostravano generalmente pochissima autolisi. Gon-
trastavano con questo gruppo di funghi lo Stachybolrys e il Cephalospo-
rium acremonium sulla crescita dei quali la agitazione meccanica ebbe
scarso effetto; infatti il micelio si sviluppava in maniera analoga a quello
fatto crescere in beute agitate. Sembrava che il Cladosporuun
herbarum occupasse una posizione intermedia tra questi due gruppi. Per
quanto avesse una tendenza a crescere nella forma filamentosa lunga,
appariva particolarmente sensibile all’effetto dell’attrito meccanico delle
pale dell’elica, sotto le quali era ridotto in frammenti. La {rantumazio-
ne dovuta all'effetto dell’agitazione meccanica non fu osservata in mi-
sura cosi marcata in nessuno degli altri funghi esaminati. Questo feno-
meno pud forse essere spiegato con la grandezza delle ife di Cladosporium
herbarum che sono molto larghe (tra 4 a 6 micron) per cui sarebbero .
suscettibili di rompersi pit facilmente di quelle, per esempio, dello
Stachybotrys atra che sono larghe solo da 1,5 a 2 micron. Un altro tipo
ancora di risposta all’agitazione meccanica fu presentato dai Phycomy-
cetes. Questi funghi mostrarono una tendenza a svilupparsi in forma
di pallette in tutti i fermentatori, ma pilt marcatamente in condizioni di
agitazione intensa.

Si notarono in questi esperimenti due fattori che determinavano un
tipo di crescita a colonia di pallette. Il primo di questi, che & ben noto,
& la grandezza dell’inoculo di spore; allorché 'inoculo non era sufficiern-
temente concentrato, come nel caso dell’dspergillus glaucus, e, quando
I’agitazione era blanda, le colture si sviluppavano sotto forma di una
massa di pallette spugnose. Con energica agitazione, tuttavia, queste
pallette non furono in grado di formarsi oppure furono frantumate, ed
il micelio risultd essere composto da ife ramificate corte, caratteri-
stiche delle colture bene agitate. Il secondo fattore che determinava la
formazione di pallette si manifesta nella crescita dei Phycomycetes
Mucor e Haplosporangium. Qui si verifica la formazione di colonie com-
patte piccole nei fermentatori in condizioni di agitazione intensa. Puo
darsi che si tratti di una forma di autodifesa, e di un mezzo per impedire
che le ife delicate non settate siano maciullate dall’elica. In questi funghi
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la. formazione di colonie era fortemente ridotta in condizioni di agita-
zione blanda; infatti una parte delle ife era in grado di sopravvivere in
forma filamentosa, e nelle pallette a struttura non compatta un numero
molto maggiore di ife si trovd a contatto con il terreno che non nel
tipo compatto duro, dove le pallette erano spesso circondate da un in-
volucro di ife vuote o autolisanti. 11 Rhizopus era un tipo intermedio
che produceva in un primo tempo un micelio filamentoso nelle colture
bene agitate ma successivamente cresceva principalmente in forma di
pallette, mentre non si formavano affatto pallette nelle colture sottopo-
ste a scarsa agitazione.

Fu dimostrato molte volte che si otteneva la migliore produzione
di micelio con colture bene aerate e ben agitate, probabilmente in se-
guito all'impiego piu efficente dei carboidrati per la sintesi dei materiali
cellulari. Questo micelio tuttavia non era necessariamente nelle mi-
gliori condizioni per la produzione di materiali biologici, dato che era
costituito da una proporzione variabile di ife vuote od autolisanti, a
seconda della specie, oppure presentava un tipo inadatto di crescita a
pallette.
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