Fermentacao da gelose pelas bacterias anaerobias *

por

(renesio Pacheco, Italo Viviani Mattoso e

Gobert Araujo Costa

Tém se lornado frequentes nos ultimos lempos as referencias a
germens capazes de ulilizar a gelose para suas necessidades metabolicas.
O agar é fermentado, sendo ulilizado seus productos de degradacido pelas
bacterias, liquefazendo-se o meio. O largo emprego do agar em bacte-
riologia torna seu estudo sob esle aspélo sobremaneira valioso, especial-
mente quando usado em meios semisolidos para provas de fermentacio
bacteriana.

O agar-agar ¢ retirado de algas marinhas pertencentes aos generos
Gelidium, Gracilaria, Eucheumua, Cloiopeltis ¢ outros, abundantes no Japio,
mas existenles tambem em varias oulras regides do globo. Denltre ellas &
a Gelidium amansii, a mais usada, sendo contudo empregadas varias
oulras — Gelidium polycladum, G. elegans, G. japonicum, G. subcoslalum
(mais modernamente classificada como Acanthopelltis japonica), Gracilaria
lichenoides ¢ a Eucheuma spinosum segundo Fredichs, Arends e Zornig.

O agar-agar contém, ao lado de varias impurezas, cerca de 40
de gelose, a subslancia gelificante. Segundo Frerichs, Arends e Zornig,
sua composicdo seria:

Gelose (Pararabina) | 37,0 %
Paramylana 0,0 %
Metarabina 1,3 9%
Subslancias gomosas 3,0 0%
Celulose 10,0 o/
Substancias proleicas 7,9 %
Cinzas 4,0 o/
Humidade 15,0 0/

-—

* Recebido para publicagdo a 22 de Janeiro de 1940 e dado 4 publicidade em Abril de 1940.
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A gelose ¢ uma hemicelulose. Com iodo d4 coloragiio violela. Por
(ratamento com acidos minerais diluidos a quente se hidrolisa, dando
salactose. Pirie obtem hidrolise completa pelo aquecimento com H2S50!
4 fervura durante 1 hora.

A gelose ¢ uma galaclana, isto é, d4 principalmente galaclose por
hidrolise, embora nio seja um polisacarideo, « sensu strictu », pois contém
em sua molecula outros elementos além do carbohidrato galactose. Ad-
mile-se que seja consltituida principalmenle pela combina¢iio esterea do
carbohidrato com -acido sulfurico.

Samec e Ssajevic sugeriram que a férmula da gelose losse
(C:H003)5: SO,H. e Fairbother e Marlim opinam que seja antes um
sal de calcio de um ester sulfurico o elemento principal, tendo por Ior-
mula:

R. OSO20 Ca —— 0.5020. R

Para Neuberg e Ohle o agar é¢ um esler de acido sulfurico mono-

basico com um atomo de enxofre e um peso molecular aproximado de
9.000.

Trabalhando com o agar relirado de 6 variedades diferentes de
algas marinhas, observou Yanagigawa grandes diferencas enire as varias
especies. Os elementos metalicos mais comuns sdo o CGa e o Mg, embora
aloumas especies conlenham ferro e aluminio. O principal constituinle
quimico ¢ a galaclose que se apresenla em combinacio eslerea com O
acido sulfurico. FEsla combinacio se faria sob duas formas: (R.0SO,).M
e R (0SO,0)R’, onde R e R’ sio polisacarideos ¢ M um elemento me-
lalico. Pirie, estudando a gelose, realizou a acetilacio do agar em po,
dessecado, com anhidrido acetico e acido sulfurico sob resiriamento, e
subsequente aquecimento lento até 38°. A unica substancia cristalina
que poude isolar desse tratamento foi a heplaacetil-dl-galactose (D, "
1320). Ap6s hidrolise parcial da gelose poude isolar a o -pentaacetil-d-
salaclose e a o-penlaacelil-dl-galaclose, mas ja nfio mais a heptaacetil-
galactose. Estes resultados siio compaliveis com a hipolese de que no
agar, pelo menos a dl-galactose ndo ocorre em lorma ciclica, furanica ou
piramica, sendo a acetilacio que d4 a hepaacelil-galactose realizada anles
que se processe hidrolise completa. Depois da hidrolise o carbohidrato
se cicliza e entdio ja nfio se oblem mais o heptaacetil-galactose, s6 sendo
isolado o pentaacelil. Podemos supor que, pelo menos em parile, pois
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o ledr de hepaacetilgalactose oblido é de cerca de 20%, que o fenomeno
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O agar foi valiosa conquista de bacleriologia. Admile-se a priori
ser ele inatacado pelas baglerias, servindo como suporle nos meios nulri-
livos gelificados.  Sido ja numerosas as baclerias ciladas na lileralura
doladas de capacidade de se aproveilar da gelose como meio nulrilivo.
Em 1902, foi descrilo por Gran pela primeira vez, uma bacleria iso-
lada da agua do mar nas coslas da Noruega, a que denominou Buacilliis
gelaticus, Gran, alualmente Pscudomonas gelatica, Bergey et al. E um
bastonele curlo, mesofilico, anaerobio facultativo, atlivamenle movel e me-
dindo 0,6 w por 3u. Descreveu Gran 3 variedades de baclerias gela-
linolilicas: var. genuina, var. energica e var. bergensis.

Mais larde Panek descreveu um germen mesofilico, anaerobio [a-
cullalivo, o Bacterium belae viscosum, que em meios sem assucar se
desenvolve sob a forma de bastonele muilo curlo, as vezes em cadeias,
¢ apresenlando-se em meios assucarados, principalmenle com sacarose,
cm bastdoes maiores. Nesles meios a bacleria forma grande quanlidade
de mueilagem.. Em agar com sacarose as colonias sdio circulares e gra-
dualmente coalescem tornando-se achatadas ou concavas, com 0,5 a 1 cm.
de diametro. A liquefacio do agar ¢ parlicularmenle notavel quando &
semeado em estria; ahi o meio se torna tdo amolecido que cae ao fundo
do tubo.

Biernachi descreveu tambem um bastonele, egualmente mesofilico
¢ anaerobio facultativo, o Achromobacter Nenckii, Bergey el al. (Bacle-
rium Nenckii, Biern.).

Northrup refere-se tambem a um germen que isolou da lerra,
crescendo muilo lentamente em anaerobiose 4 superficie do agar e capaz
de liquetaze-lo. |

Em 1925 Aoi isolou de monte de palha de arroz em decomposiciio
¢ do solo, nas vizinhan¢as de seu laboratorio, um germen decompondo
energicamenle o agar, associado com bacterias celulosoliticas. E’ um
bastonete de 0,7 por 2 a 3 u, encurvado, que supoz ser um vibrido. Se-
meado em agar, por picada em camada alta, da fusio fundibular; em
esiria as colonias se tornam gradualmenle cor de palha e o-agar lique-
feito se acumula no fundo do tubo, mosirando acentuada acio redulora
sobre o liquido de Fehling.

Posteriormente Aoi e Orikura redescreveram este germen, deno-
minando-o entdo Vibrio andoi, Aoi e Orik.

Gray e Chalmers tambem isolaram do s6lo um microorganismo que
liquefaz o agar, denominado por eles Microspira agar-liquefaciens, baslo-
nete curto, encurvado, muilas vezes se assemelhando a coco. Movel,
aerobico, decompde o agar na ausencia de oulros hidratos de carbono
mais facilmente atacaveis. Ataca tambem energicamente a celulose em
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meio liquido, em contacto com o ar. E o Vibrio agar-liquefaciens (Gray
¢ Chalmers) Bergey ef al.

E’ razoavel supor que enire as baclerias do mar sejam enconlradas
muilas especies capazes de decompor o agar. Sendo ele provenienli
de algas marinhas, estas, quando morlas, devem ser decomposlas pelas
baclerias da agua do mar. Talvez por isso Lundeslad poude isolar
da agua do mar muitas baclerias decomponedoras do agar. Assim, des-
creve uma quarta variedade do B. gelaticus, de Gi'an, a var. [luorescens,
que da pigmento verde no meio de cullura agar-peixe. Isolou da agua
do mar de Drobak, os B. droebachense, o B. Granii, B. rhodomelae, b.
polysiphoniae, B. delesseriae, os DB. ceramicola, ¢ ainda de agua do mar,
mas em Bjonsund, o B. boreale (quasi lodos incluidos hoje no genero
Flavobacterium, Bergey et al.).

Waksman e Bavendamm isolaram do sedimento de agua do mar,
perlto da ilha Williams, nas ilhas Bahamas, um germen que ataca rapida-
mente o complexo hemicelulosico do agar e o uliliza como fonle de energia.
Grande parte do carbono ¢é libertado como CO, e parte empregada par:
a sintese da substancia celular. Necessita esta bacleria, para seu desen-
volvimento, outra fonte de nilrogenio, pois o N do agar nio ¢ ulilizado
com facilidade. Verificaram mais ser o N dos nitratos muilo melhor
lonle de energia que o dos saes amoniacaes.

Goresline descreve ires novas bacterias que podem liquelazer o
agar: o Achromobacter pastinator, o Pseudomonas lacunogenes ¢ o P.
seqgne.

Nichols descreve tambem um germen que isolou da lerra e que
liquefaz o agar. Anaerobio facullalivo, cresce melhor em aerobiose. Nio
deu nome especial ao germen, que nido se assemelha a nenhum dos alé
enlio descrilos, a ndo ser do Bac. gelaticus, var. bergensis de Gran, pois
a descricio incomplela desle ndo permile individualizacdo nem disling¢ao
perfeila do B. gelalicus.

A maioria das bacterias acima referidas tém como habital, ou.
o sedimento marinho, ou a lerra, ¢ ficam proximos dos germens de
decomposicio dos detritos vegelaes, formadores de humus, as baclerias
celulosoliticas, pectinoliticas, lignoliticas e oulras degradadoras de maleria
vegelal.

As Dbaclerias geloliticas levam o alaque da gelose a uma degra-
daciio muilo grande, chegando, como vimos, a provocar liquefacio do
agar do melo.

Muilos oulros germens, entretanto, sio capazes de produzir cilases
ou enzimas capazes de hidrolizar hemiceluloses, sem que o alaque seja
o inlenso. Waksman e Diehm fazem estudo delalhado sobre a capaci-
dade dos germens em decompor varias hemiceluloses. Observaram, por

-
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exemplo, que a galaclana, produlo obtido por eles do musgo irlandez
(Chondrus crispus), de composicio semelhanle & do agar, foi mais resis-
lente a decomposicdo pelos micro-organismos que oulras hemiceluloses
enldo ensaladas, a manana e a xilana.

Os cogumelos, especialmente os phycomycelos, atacaram as he-

miceluloses ulilisadas por Waksman e Diehm, causando desprendimento

de CO; ¢ pequenas quapntidades de acidos organicos. Comparando o tedr
da decomposicio da hemicelulose pelo computo da quantidade de CO,
desprendida, observaram esses pesquisadores ser o alaque pelos cogu-
melos mais ativo no inicio do periodo de incubacio, diminuindo essa
produccio com a evolucio da cullura, apés uma semana. 0Os Acfinomyces,
no inicio decomponedores mais lentos das hemiceluloses que os demais
- Iungos, apresentaram, no entanto, acio mais uniforme no correr do
lempo, terminando por se tornarem decomponedores mais energicos.

Com baclerias do solo observaram Waksman e Diehm ataque cons-
lante das hemiceluloses, com grande numero de germens aerobios ou
anaerobios. Sob acdo dessas baclerias foi a galaclana a hemicelulose mais
dificilmente atacavel.

A purificacdo quimica pareceu-lhes tornar as hemiceluloses mais re-
sistentes a4 decomposicio, especialmenle pelas baclerias anaerobias. Ha
na decomposi¢io das hemiceluloses producido de acidos organicos —
acido bulirico, propionico, acelico e oulros, além de varios gazes, prin-
cipalmente sob acido dos germens anaerobios: H, CH, (CO,. A obser-
vacio de serem diversos os acidos e gazes oblidos no final da decompo-
sicdo e variaveis as respeclivas quanlidades, moslra serem tambem di-
versos os processos quimicos realizados pelos diferenles microorganisimos
nesse irabalho. |

E’ muilo importanle a observacio que fizeram eles da pequena
especificidade dos varios microorganismos no alaque as varias hemicelu-
loses, muilo menor que dos germens celulosolilicos em relaciio a celulose,
cmbora moslrem esses microorganismos cerla preferencia por delermi-
nadas hemiceluloses. A decomposicao das hemiceluloses mais comuns,
xilanas e oulras penlosanas e mananas, ndao ¢ limilada a um grupo espe-
cial ou a algumas especies de baclerias ou cogumelos.

E’ facil supor que nao sido apenas os microorganismos banais
da agua e do sO0lo os unicos capazes de realizar a decomposicio de he-
miceluloses; resullados semelhanles se iriam obler com germens palho-
genicos ou nao, enconlrados habilualmenle nos seres organisados.

De nossas observacdes mostraram-se muilo alivos decomponedores
os germens da flora do inlestino de cavalo, ¢, de modo geral, a maioria
dos germens anaerobios ¢ capaz de crescer em meios com alguns sais

v



v

Abr., 1940 Pacheco, Mattoso e Costa: Fermenlacdo da gelose... 199

no qual a unica fonlte de carbono foi a gelose. O alaque, ¢ obvio, ¢
pequeno, ¢ um pouco irregular, mas suficienlemenle nitido.

Decomposicio do agar pelos anaerobios

| = " om0l F ~ Acidez

Germens 0% Na OHn/10 em ac. latico

~ e P gy oo ce. p. 100 ce. mgrs. por 100 cc.
CL. histolyticum (Cl. 105) T T 320 28,8
Cl. histolyticum (Cl. 100) 0,56 0 0
Cl. tetani (Cl. 232) 8,70 0 0
Cl. tetani (Cl. 240) 0 0,10 0,9
Cl. perfingens (Cl. 5) 5,93 3,40 30,6
Cl. septicum (Cl. 50) 0,37 0,40 | | 3,6
Cl. Novyi (Cl. 160) 0,93 0,50 45
Fezes de cavalo (1) 24,45 5,70 51,3
Fezes de cavalo (2) 26,1 2,50 22,5

— e e = s = e e, T —— e = == =
=
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Leitura apdés 72 horas a 37-C, num meio mineral com 0,250/o de agar.

DISCUSSAO

Nao ¢ somenle importante saber da exislencia frequenle de bacle-
rias celulosolilicas no so6lo ¢ na agua, cujo papel na decomposicio das
hemiceluloses dispensa encarecimenlo para a agricullura. Waksman e
Diehm enconltraram decomposicio das hemiceluloses, as quais mcluem
a gelose, no teor de 3 a quasi 300, enlre 34 amoslras de planlas, humus
ou restos vegelais examinados, ¢ de penloses na maioria das 31 amoslras
de plantas, por germens mais diversos. Viram eles que o prolonga-
mento da acio no tempo amplia consideravelmenle a decomposicio das
pentosanas e que a juncio de cerlos nulrienles inorganicos como (CaCQO,,
fosfato de amonio e KCIl favoreciam consideravelmenle a decomposi¢cio
das hemiceluloses, de 300 ou mais.

O assunlo se nos moslrou relevanle na pralica bacleriologica
quando tentamos estudar a fermenlacio dos anaerobios no meio semi-
solido proposto por Spray e noulro meio do mesmo lipo por nos usada
desde muito. Spray ja nolara acidificacio do tubo de meio de conlra-
prova sem lhe ler dado explicacio, ¢ procura obviar a dificuldade fa-
zendo a leitura dos (ubos com assucares em comparacio com (ubos les-
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lemunhas. Adeante mostraremos os inconvenientes de uma (al pralica
na leitura dos resultados das provas de fermentacio com o meio Spray.
Por ora nos limitaremos a assinalar que ha acidificacio dos meios de
lermenlacao ordinariamenle usados com as baclerias anaerobias quando
estes contém proleinas e, uma vez por oulra, estas e mais agar. Em
relacado as proteinas, Pacheco e Araujo Cosla mosiraram recenlementle
(que no processo de desaminacio da molecula proleica pelos anaerobios
geram-se acidos diversos, capazes de abaixar per se o pH do meio com
eles semeados, independente da fermentacio dos assucares e concorrenles
com esta. A demonslracio ora realisada, da fermenlacio da gelose pelas
baclerias anaerobias, veio complicar mais a execucio de provas de fer-
mentacio para especilficacio dessas baclerias na sua analise bacleriologica,
quando se ulilisa o agar para lornar os meios semi-solidos ¢ facililar a
prova de fermentacio com dispensa de aparelhos ou com arlificios de
anaerobiose. |

Nio admira a verificacio da hidrélise da gelose pelos anaerobios
do genero Clostridium, sabendo-se que essas baclerias fazem parle da
[lora normal das aguas, e principalmente do solo, onde tantos pesquisa-
dores dos releridos acima enconlraram numerosas, provavelmente dentre
as inumeras especies geloliticas ali exislenles. E' possivel alé que seja
essa uma propriedade geral das baclerias do solo, ou pelo menos per-
linenle a um grande numero de generos denlre os quais se ineluem oS
clostridios.

Waksman e Diehm exprimem em mgs. a hemicelulose decomposla,
exprimindo em (GO, somenle a decomposicio da xilana e da manana.
NOs preferimos exprimir em (GO, os resullados, gaz sempre presenle e
resultante da fermenlacdo carbohidralica. Na decomposicio da xilana

aqueles pesquisadores enconlraram de 1.2 a 125 cc. (1.7 — 1.0 — 5.8
— 2.9 — 125 — 3.6 — 13.6 — 1.2 cc.), nas. diferentes dosagens reali-

sadas apos 4 dias de incubacdo num meilo mineral, numeros bem apro-
ximados dos alcancados por nos lendo a gelose como fonle de carbono.

Os valores de Waksman e Diehm se acresceram consideravelmenle
com o lempo e cerlamente o mesmo nos sucederia si porvenlura nos in-

leressasse a capacidade lotal da decomposicio da gelose. Mas cuida-

vamos unicamente de verificar a existencia do alaque desse corpo por
aquelas baclerias denlro de curlo lempo, uma vez que nao se prolonga
a incubacio por espaco de lempo superior a 4 dias para as provas de
fermentacio dos. assucares com os anaerobios. Numeros analogos en-
conlraram ainda Waksman e Diehm com a decomposicio da manana
naqguele praso de lempo, expressos ainda em (GO,. As presenles verili-
cacoes demonslraram a exislencia de acidificacoes sempre enconlradas por
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Spray nos lubos com seu meio, independente da fermenlacio em meios
nao adicionados de assucar. Por oulro lado, nos meios minerais sem
gclose, os closlridios ndao se desenvolvem, o que torna extremamente
complexa e falha a realisacio da prova de fermentacio de anaerobios.

As provas da fermentacio no meio de Spray apresenta oulros in-
convenientes. Ile propde, a vista da acidificacio expontanea do meio
cuja inlerpretacio niao ¢ dada, uma prova em branco, com a cullura do
germen no mesmo meio, sem adicdo do assucar. Aqui aparecem dois
inconvenientes — o germen alacando o assucar do meio preferirda este 4
gelose e entdo a indicacdo da acidez ficara aquem da real, ou o germen
nao alaca o assucar mas pode atacar o agar e a lermentacio encon-
lrada tambem nfdo exprime a realidade.

Nas nossas provas utilisamos amosliras sacaroliticas como Cl. Wel-
chit ou nao sacaroliticas, como o Cl. fetani, tendo as primeiras decom-
poslo o agar mais inlensamente que as nfio sacarolilicas.

SUMMARY

1 — Anaerobic bacleria of the Closfridium genus acidify mineral
media withoul sugars when agar 1s added.

2 — Acidulalion resulls from lhe altack on the agar as a source

ol carbon.
' 3 — The quantity of CO, produced by the decomposition of (he
agar 1s approximaltely that oblained with soil bacleria as shown by
Waksmann and Diehm working with hemicelluloses. Although galaclone
is less alacked than the olher hemicelluloses the acidily produced is
sufficient to disturb the fermentalion tests in semi-solid media with
agar.

4 — The acidulation of Spray’s sugar-free confrol medium 1is
probably due to the decomposition of the agar by anaerobes. The
acidity produced may interfere with the acidily of the fermentation of
lhe sugar in Spray’s test or may be added lo it, thus giving a false in-
dication of the real acidily.
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