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UL TRAESTRUTURA DO VACUOLO PULSATIL DE MONODINIUM BALBIANI™®

Milden Rodrigues de Santa Rosa

Laboratorio de Microscopia Eletronica
Instituto de Microbiologia UFRJ

Caixa Postal 68040

21944 Rio de Janeiro RJ, Brasil

Resyano

Microscopia fotdnica de Monodintum balbiani, obtida de im-
pregnacoes ao Protargol, evidencia o aspecto geral e a loca-
lizacZo do vacuolo pulsatil, assim como os poros excretores,
localizados na parte posterior do animal. Descreve-se aspec—
tos ultraestruturais do vaclolo contratil, com observagdes
gsobre o0s poros excretores ¢ a cortina heliceoidal de microtd-
bulos que os envolvem no sentido longitudinal. Caracteristi-
cas da membrana seladora do poro excreter (diafragma) e ob-
servagdes sobre o sistema de canalicules que constituli o esw
pongioma ou nefridioplasma.

Summary

Ultrastructure of the contractile vacuole in Monodinium
balbiant

Light microscopy of Monodinium  balbiani  after  silver
impregnation vrevealed the morphelogy and the localization of
the pulsating vacuole and excretor pores, both of them placed
at posterior end of the animal. Some ultrastructural aspects
of the contractile vacuole, excretor pores and the helical
band of microtubules surrcunding longitudinally the pore are
described, with details of the pore-sealing membrane
belonging to the excretor pore (diaphragm) and the system of
"rubules" that comstitute the spongiome (nephridioplasm).

Introdugse

M. Balbiant & wn ciliado dulcicola da familia Didinddae, muito freguente em aguas
claras. Tem a forma aproximada de um barrilete, 50-80um de comprimento, por ca.60um
na parte mals larga, dele havendo ja varias descricdes (8, 15). Este ciliadc apre-
senta uma SO cintura ciliar, com cerca de 50 cindcias no terco anterior do corpo, ©
que ¢ faz distinguir de Didiniwm, que apresenta duas, Alén da cintwra ciliar, apre-
senta uma proaminéncia anterior, denominada rostro, por onde se da a ingestdo de
presas. O rogtro constitui uma boca tempordria, que se fecha apds a ingestdo das
presas (8, 15). Wa regiao antapical localiza—se o vacGolo pulsatil, com 7-9 poros
excretores.

O vacholo pulsdtil dos ciliados, ten gerado muervsas e inportantes Observacdes,
remontando, as primeiras descricfes, a Spallanzani. Esta organela produz a expulsdo

* Trabalho realizado no Instituto de Microbiologia da UFRJ, com awuxilio do CEEG/
UFRJ e do CNPg (Processos 30.0653/80 e 40.1940/81}).

Rev. Microbiol., S3o Paulo, 16(2):83-8%, Abr./Jun. 1985,
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periodica de liquido da cflula, através de poros excretores permanentes, mos cilia-
dos. HA sobre ¢ assunto, mumercsas e extensivas revisdes (4, 5, 9-12). Observaces
recentes sugerem que o vaciolo pulsitil & contrdtil ou contrativel (9, 10, 13); te—
ria associado a ele um sistema de canaliculos e funcionaria com wma "bexiga". B en—
volvido por um complexo de finos tibulos, 20-50nm em difmetro, designados de tibu-
los nefridiais ou aparelho excretor (11). los ciliados, a ligacdo do vaciolo pulsi-
til com os poros excretores poderia ser permanente ou tamporaria {3, 6, 7), havendo
no poro uma menbrana seladora ou diafragma, que separa o vaclole pulsatil do medio
exterior {6).

Neste artigo, relatam-se resultados dos estudos feitos sobre a ultraestrutura do
complexo vactolo/pore excretor no ciliado.

Material e Mebtodos

Figura 1 — Preparacgac a¢ proteina- Figura 2 — Preparacao, segundo o método
tc de prata segundo o meétodo de de Chatton-Lwoff, ao mnitrato de prata.
Tuffrau. Mostra o aspecto geral da Quatro poros excretores do vaclolo pulsa-
celula com ¢ rostro anterior em til s3ec visivels no canto inferior (fle-
regeneracao {(apds a ingestio de cha). 4000x. A barra corresponde a 2um

uma presa). Notar a cintura ciliar
e a regidc demsa gue corresponde a
massa macronuclear. Na regido an-
tapical aparece o vacuolo pulsatil
em didstole (v). 1600x. A barra
calibradora corresponde a 10um

1

M. balbigni & predador de cutros ciliados e extremamente cinodo de ser  cultivado
“in  vitro". E manipulado através de pipetas capilares e cultivado em tubo ou, pre-
ferencialmente, an siici-as (Syracuse Dishes-Saliéres), com dgqua mineral nio gaso-
sa, acrescida de presas. »s wais usadas foram Tetrahymena pyriformis ou Colpidium
campylwn. As culturas foram observadas diariamente e, quando necessiric, acrescen—
tado um pouco mais de presas, con pipeta Pasteur.

Nas impregnagbes ac proteinato de prata, seguii-se o método de Bodian, sequndo as
variantes de Dragesco ou de Tuffrau {14), quando prefere-se a fixagdo, em saleira,
com Bouin alcodlico durante 3 a 5 minutos; em seguida, foi feits lavagem can tyés
banhos de &gua destilada e clarificacéo canr solugdo bem diluida de hipoclorito de
sodio. Apds breve lavagem, em Agua destilada, os animais foram transferidos e ade—
ridos a laminas, com albumina glicerinada de Mayer. Posteriormente a3 reidratacio,
houve imersio das liminas em solugdc de protargol a 0,5%, onde permaneceram por 24
horas, em temperatura ambiente, A revelacdn foi feita com hidroquinona a 1%; em se—
guida, as 18minas foram lavadas, desidratadas e montadas en balsamo do Canada.
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Nas impregnacdes ao nitrato de prata, foi usado o método de Chatton-Lwoff (2). Os
animais, en saleiras, foram fixados oom Champy durante 1 a 3 minutos e, et seguida,
com Da Fano, por 2 horas. Apds lavagem, os ciliados foram transferidos para laminas
e revestidos, apds homogeneizagao manual, com gelatina fimdida a 10%. Imediatamer}te
apds, procedeu-se a gelificagdo da gelatina, scbre placa de gelo e as  preparagoes
foram recobertas cam solucdo de nitrato de prata a 3%. Dm seguida, foi realizada a
reducio da prata, através de exposicdo a irradiacio ultravicleta, até obter-se co-
loracio um pouce mais clara que o Champy. Depols, procedeu-se a lavagen, desidrata—
c3o e montagem em balsamo do Canada. _

Os animais forem triados e concentrados através de micromanipulacoes com  pipetas
capilares, com o auxilio de microscopio esterioscOpico, com iluminagdo epidiascopi-
ca.

Figura 3 - Micrografia eletronica passande pela regido antapical. Notar o vaclole
pulsatil (V) em inicio de diadstole. Envolvendo o vacdclo aparecem tubules do espon-
gioma do tipo "decorated tubules” (flechas). Na parte inferior aparecem varias mi-
tocdndrias bem densas e mais abaixo o cortex. Na regizo cortical sdeo vistos diver-
sos mucocistos (flecha branca) com o corpo mucigeno central bem denso. Notar final-
mente o© poro excretor (p) em corte lomgitudinal que apresenta cerca de 0,8um de

comprimento por aproximadamente 1,2um de diametro. Notar ainda a esquerda do
uma reglao

poro,
desestruturada da regiao cortical, provavelmente em processo de refa-
zer-se apos danos sofridos na sistole anterior. 17.100x. A barra correspondente
0, 5um

a
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Para a microscopia eletrBnica, os animais foram concentrados, também, com pipetas
capilares e fixados em saleira, com misturas fixadoras cojas concentracdes finais
variaram, mas foram geralmente: glutaraldeido a 2,5% em tampdo fosfato ou tampao
cacodilato & 0,14, Ands lavagens no tampio os animais foram pCs fixados em solucio
de tetrdxido de Osmio a 2%, em tampdo cacodilato de sadio 0,14, Apds lavagem, os
ciliados foram pré-incluidos em solucdc de dcar a 1%, desidratados e incluidos, de-
finitivamente, em Epon 812.

Os cortes foram obtidos com o ultramicrdtomo Ultratome V da IR e, apds serem co-
ihidos em grade de cobre de 200 meshes, Foram duplamente contrastados ac acetato de
uranila e ac citrato de chumbo, Os documentos electronomicrograficos foram obtidos
ao microscpio EM 301 da Philips sob tensic de 60-80%v.

Imﬂ_taioseDimusséo

Ao microscépio de luz, verifica-se que o vaclolo pulsatil de ¥. balbiani, ocupa
uma  expressiva porcao da parte posterior da cflula (Fig. 1) e elimina seu conteldo
através dos 7-9 poros excretores, agrupados também na regido posterior (Fig. 2},
geralmente numa depressdo. Esta poderia representar um artefato de fixacdo ou uma
concavidade formada Icgo ands a sistole vacuolar.

Figura 4 — Microelatronografia semelhante & anterior com uma maior definigdo do po-—
ro excretor. Nesse caso ¢ poro tem aproximadamente a mesma alturz da camada corti-
cal (0,5um) e um diZmetro de aproximadamente lum. Notar gue a parede do poro & re-
forgada por uma cortina helicoidal de cerca de 17 microtubulos com 250 a 300 & de
diimgtro (seta). 44£.000x. & barra corresponde a 0,25ur
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Figura 5 - Asgecto geral da parte posterior da celula passande pelo vacdolo pulsa-
til (V) em diastole. £ bem visivel o diafragme do poro excretor (D). 7.500x. A bar-
ra corresponde a 10um

i secofes ultrafinas, ohservou-se certa variacao no tamanho dos poros excreto-
res, sendo o valor medio 1,2um de difmetro por 0,8um de altura, até o diafragma.
Estes valores sdc ompatlvels aos descritos por Mckanna (6, 7), em Parameciwn. Nor-
malmente, a altura do poro € igual & da chamada cortical, mas valores maiores, ate
o dobro, puderam ser cbservados (Figs. 3, 3).

Exames detalhados dos poros excretores revelaram una cortina helicoidal de cerca
de 17 mwicrotibulos, logo abaixo da mewmbrana plasmitica , na pa:ede lateral da es-
trutura (Fig. 4}, e gque coz:r:esponde a0 que Mckarma (6) chamou de “"annulus®. Nao fo-
ram notados em M. balbiqni outros microtibulos que pudessem tomar a divecdio do  va-
civlo pulsatil, come relatados por Mokanna (7) e Patterson (2, 11), em outrcs ci~
liades.

Na zona citcplasmitica, adjacente ao vacholo pulsatil encontra-se um complexo de
estruturas tubulares, umas mais delgadas de ca.50mm de difmetro, de paredes lisas e
outras, de calibre maior, ca.80nm de diametro, com paredes “"decoradas” (Figs. 3,
§). Von Gelei, em 1925, havia sugerido o termo nefridicplasma ou espongicma a re-
giZo ommidfila de canais, gue envolviam o vactolo pulsatil e que se revelou & mi-
croscopia eletrnica como sendo uma estrutura formada por tibules e vesiculas {6,
7). Tem sido demonstrado também que esses tibulos podem ter paredes lisas ou provi-
das de gramlos ou mlcrofz_brj_las na parte citoplasmatica {1, 3, 7). No caso de M.
balbiani, cbservaghes cuidadosas dos tibulos "decorados" mostraram que eles apre-
sentam, @n sua luz, reforgos anelados, samelhantes & "traguéia" (Fig. 7), fato este
ainda ndc assinalado para outros ciliados. O carplexo tubular observado em M. bal-

-

biani junto ac vactolo pulsitil corresponde ac espongmma Verificou-se neste, que
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apenas os tibulos lisos desembocam no vaciolo puisatil (Fig. 6), como ocorre em ou-
tros ciliados (6, 7, 9-12) e também, que ndo haveria continuidade aparente dos
elgrentos do espongioma com os do reticulo endoplasmatico.

Conforme j& descrito em outros ciliados, observou-se nos poros, na fase Jde
pré-sistole, o diafragma ou a membrana seladora do poro (Fig, 5).

Apesar de algumas pequenas particularidades, o aspecto geral do camplexo vactolo
pulsatil, espongicea e poro excretor de . balbiani corresponde, sob o ponto de
vista wltraestrutural, ac dos demais ciliados 3a estudados.

Figura 6 - Detalhe do espongioma {S) mostrando grandes dilatacdes do vaedolo pulsa—
til (V). Observar canaliculo liso do espengioma intercomunicando este com o vaciolo
pulsdril (flecha grossa). Observar também, que certos tabulos do espongioma apre-
sentam reforgos anelados (flecha fina). 18.200x. A barra corresponde a (,5um

Figura 7 — Detalhe ampliado da microeletronografia anterior. 72.800x. A barra COxrm
responde a O, 1lum

1. Caraseo, N.; Faurd-Fremiet, E. & Favard, P. - Ultrastructure de 1'appareil,
excrétevr chez quelques ciliés péritriches. J. 4icrosc., 1:455-468, 1962,

2. Corliss, Y.0. - Silver impregnation of ciliated protozoa by the Chatton: Iwoff
technic. Stain Tech., 28:97-100, 1953.

3. Elliot, A.¥M. & Balk, I.J. - The contractile vacucle and related structures in
Tetrghymena pyriformis. J. Protozcol., 11:250-261, 1964,

4. Fawré-Fremiet, E. & Roiller, C. — Le cortex de la vacuole contractile et son
ultrastructure chez les cilids. J. Protozool., 6:29-37, 1959,

5. Hausmann, K. & Allen, R.D. - Membranes and microtubules of Paramecium caudatum
{excretory apparatus). Cytobiclogie, 15:303-320, 1977.



10.

11.
12.

13.

14.

15.

89

McKanna, J.A. — Pine structure of the contractile vacucle pore in  Paramecium.
J. Protozool., 20:631-638, 1973.

McKanna, J.A. — Fine structure of fluid segregation organelles of Parameciun.
J. Ultrastruct. Res., 54:1-10, 1976.

Santa Rosa, M.R. de & Didier, P, - Remarques sur 1'ultrastructure du cilié
Gymnostame  Monodinium balbiant (Pabre-Damergue, 1888) . Protistologica, T. XI,
4:469-479, 1975.

Patterson, D.J. & Sieigh, A. - Behavior of the contractile vacucle of
Tetrahymena pyrifcrmis W: a redescription with comments on the terminolegy. WJ.
Protozool., 23:410-417, 1976.

Patterson, D.J. — On the behaviour of contractile wvacuoles and associated
structures of Parameciwm cqudatwnm (Ehrbg.) Protistologica, T. XIII, 2:205-212,
1977.

Patterson, D.J. - Contractile wvacuoles and associated structures: their
crganization and function. Biol. Rev., 55:1-46, 1980.

Patterson, D.J. — Contractile vacucle complexe hehaviour as a diagnostic
character for free-living amoebae. Protistologica, T. X®VII, 2:243-248, 1981.
Sleigh, M.A. & Patterson, D.J. - Cinematographic chservations on the
contractile wvacuole cycle in fetrahymena pyrifermis. J. Protozcol., 2Z:56A,
1975. .

Tuffrau, M. - Perfectiormements et pratique de la technique d'irprégnation au
protargol des infuscires cilifs. Protistologica, 3:91-98, 1967.

Wessenbery, H., - Capture and ingestion of Paramectiun by Didiniwm nasutwm. J.
Protozoology, 17:250-270, 1970.



90
SRTO DE INFECCAD HOSPITALAR POR SERRATIA MARCESCENS™

Sinval Martins de Melo
Paulc Eustaguio Brito Santos
& Maria Imaculada G. Fontenelle

Dept?® de Micreobiologia

Instituto de Ciencias Bioldgicas UFMG
Caixa Postal 2486

30000 Belo Horizonte MG, Brasil

Resumo

Serratia mareescens provocou surtc de meningite em crianmgas
internadas com gastrcenterite, que recebiam hidratacdo paren—
teral. O germe foi isolado do ligquor e/ou sangue das criancas
e _em amostras de soro, quando em perfusao. O surto de infec—
cac hospitalar foi eliminado, assim que as seringas descarta-
vels, que eram reaproveitadas, apds esterilizacdo quimica,
deixaram de ser utilizadas.

Outbreak  of  hospital-aequired  infection by  Serratia
marcescens

Serratia marcescens caused  an cutbreak of wmeningitis in
children on treatment for gastrenteritis, that were receiving
parenteral hydratation. The germ was isolated from children's
cerebrospinal fluid, blood, and/or serum samples, when in
perfusion. The outbreak of hospital ianfection Ffinished as
soon  as  the plastic syringes were no more used again, after
chemical sterilization.

Introcdugao

As infecgdes hospitalares s3o responsiveis por altas taxas de morbidade & morta—
lidade en muitas instituicdes. A situacdo no Brasil revelou incidéncia de 4,1 a
13,2% {(1CG, 11).

Os bastonetes Gram negativos (BQR) sic os mais frequentes e estdo ligados a casos
graves de dcencas como septicemias e weningites (7).

Considerada inofensiva, até hd rcucos ancs, 5. mareeseens, produtora de pigmento,
foi utilizada como marcador biolSgico. Lstudava—se a dispersac microbiana em am—
olente hospitalar espalhando-a en locais convenientes (9).

Ate 1964 a literatura registrou trés casos de infecgdes atribuidas & Serrotia. A
partir de entin, foram infmeras as publicacdes mencicnando esta bactéria em casos de
septicemias, meningites, otites médias, peritonites, osteomielites, infeccdes Por
ferimentos, etc, (5).

* Trabatho executado no Dept? de Microbiologia ICB/UFMG, com auxilio da CADES » NPy
e FINEP.
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Os sequintes meios de transmissdo tém sido implicados: desinfetantes (hexacloro-
feno, compostos de amfnio quaternfrio), nebulizadores, solugbes intravenosas, caté-
teres de polietilenc, broncoscdpios, equipamentos de oxigénio. Infecgdes por Serratia
podem ser també@n iatrogénicas, como na manipulagdo do trato geniturinario, dialise
peritoneal, hemodidlise, transfusdo de sangue, cateterizacho venosa e puncdo lom-
bar.

A dispersZo do patdgenc parece ser do tipo mdc-a-mic, pelo pessoal do hospital
{9). O trato geniturinirio constitui importante reservatOrio natural de §. marces-
cens, enquanto O trato gastrinstestinal ndo parece ser relevante, em se tratando de
adultos. © uso de antibidticos & aceito como um fator de risco para o desenvolvi-
mento de 5. marcescens (9).

Neste trabalho, tratamos de um surto de infecgdo hospitalar, envolvendo criancas
internadas com gastroenterite, e que estavam sendo hidratadas parenteralmente. O
exame de liquor e sarnxue das criancas, bem como o de soros em perfusfo nos pacien-
tes, revelou a presenca de 8. marcescens.

Material e Metodos

Foram examinados, bacteriologicamente, 17 espécimes, assim distribuidos: liquer,
6: sancue, 2; soro em perfuso, 4; soro estocado para hidrataczo parenteral, 5.

O isolamento das amostras foi feito em caldo tripticase soja citratado a 1%, apds
incubacdo a 37°C. As culturas negativas foram desprezadas, decorridos sete dias de
chservacio. Cano as culturas mostraram tratar-se de BGN, estas foram reisoladas em
PB-igar (Difco), submetidas a testes bioquimicos para identificacio genérica (1) e
a testes de utilizacSo de carbono a partir de carboidratos e de crescimento (a 5°C,
40eC e em concentracio de 8,5% de NaCl) para a determinacic da espécie (6, 8). Uma
antibioticotipagem foi feita empregando-se o dgar Mueller-Hinton (Difco) e discos
{(Difco) para 13 antibidticos (técnica de Kirby-Dauer). A determinacio antigenica
para as amostras identificadas fol realizada ccm soro anti "o de titnlo 1:10, ob-
tido em coelho immizado com antigeno "O" de uma delas {2). O teste usado foi o da
sorcaglutinacdo répida em lamina, com o soro @iluido a 1:10 em solugdo fisiologica.

Resultados

De 17 especimes examinados foram cbtidos seis isolados que se comportaram  Camo
Serratia, segundo testes bioguimicos para reconhecimento de géneros de Entercbacte-
riaceae {1). A proced@neoia das seis amostras fol a seguinte: paciente A, de soro,
em perfusio e liquor; paciente B, de soro em perfusdo e sangue; pacientes C e D, de
liquor. Esses microrganismos nfo produziram pigmento, cresceram em terperatura de
5C e 400C, an caldo tripticase soja cam 8,5% de NaCl e em KCN de Brown. Nao produ-
ziram gas em glicose, utilizaram carbono a partir do adonitol, D-sorbitol e deixa-
ram de utilizar a partir de i-arabinose, D-xilose, celobiose, lactose, melizitose,
relibiose e rafinose. Esses resultados sfo coampativeis com Serratia marcescens (6,
8). Além das provas acima, que provam tratar-se de um meswo bidtipo, foi feito an—
tibiograma com as seis amostras, que apresentou o seguinte resultado: todas elas
foram sensiveis 4 anicacina, canamicina, cloranfenicol, gentamicina, nitrofurantoi-
naz, sisomicina e tobramicina e resistentes a carbenicilina, cefalotina, estreptomi-
cina, rifampicina, sulfametoxazol-trimetoprim e tetraciclina. Finalmente, foi
constatada aglutinacio com um soro de titulo 1:10 obtido com wuma delas.

Discussan

0 aparecimento de um surto de meningite em criancas com gastroenterite, que rece-
biam hidratacic parenteral, levou a diregdo da instituicdo a solicitar uma investi-
gagdo bactericlogica. Bsta resultou no isolamento de um mesmo tipo de Serratig mar-
cescens caracterizado por diferentes marcadores epidemiclogicos (bictipagem, anti-
bicticotipagem e sorctipagem). O encontrco desse meswe tipo ou sub-especie
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bacteriana presente, simultaneamente em soro em perfusdo e em sangue e/ou ligor em
pacientes que estavam recebendo tais soroz, sugere um tipo acidental e grosseiro de
contaminacao hospitalar, ligado ao sistema de hidratacfo. Todavia, mudancas na con—
duta de tratamento, como hidratacfo oral ou o nio regproveitamento de seringas des-
cartaveis na administracio dos scros foram suficientes para erradicar o surto.

Serratia marcescens & un patdgeno oportunista, cuja importincia cresce a cada
dia. Sua participagio em meningites e sua resisténcia a antibidticos e a certos de-
sinfetantes usados indevidamente para esterilizar materiais descartiveis, tem sido
motivo de preccupacdo (5, 9).

Acreditaros que problemas semelhantes nio sdo raros em nosso meio. Surto de di-
mensioc e consequéncias malores ocorreu mam grande hospital desta cidade ha alqum
tempo. As bactérias isoladas, conforme commicacio pessoal, eram do grupo Entero-
bacter, Klebsielle, Serratia, nio podendo ser afastada entdo a hipdtese do envolvi-
mento de Serratia mareescens ndo produtora de prodigiosina,
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Romrn

Yersinia entevocolitica foi pesguisada em 276 amostras de
fezes de individuos gque mao apresentavam sinais e sintomas de
gastrenterites. Apds o enriquecimento em tampao fosfato por
tres semanas, as amostras de fezes foram semeadas em meio Y e
incubadas a 289C por 48 horas., Houve apenas um isclamento
(0,472) de Yersinia enterocolitica.

Supmary

Search Yersinia enterocolitiea in heqlthy humans

Yersinia enterocoilitica was searched in 276 stool samples of
healthy humans. After three weeks enrichement in phosphate
buffer at 4°C the stool samples were inoculated in Y medium
and  incubated at 289C during 48 hours. Only one Y.
enterocolitica was found among all samples analysed.

Yersinia enterocolitica & uma das principais causas de enterite nos palses escan—
dinavos e Canada. No Brasil, o primeiro isolamento de origem humana deu-se em
1976 (Piszolitto, A.C.; Falcdo, D.P.; Shimizu, 4.T.; Galvao, S.H.4. & Giraldini, E.
- Contr. Microbiol. Immmol., 5:16%-173, 1979).

N&o ha evidéncias definitivas de que o homem seja reservatOrio de Yersinia ente-
rocolitica. Em vevisio realizada por Swaminathan {Swaminathan, B.; Harmon, M.C. &
Mehlmann, J.J. - J. Appl. Bacteriol., 52:151-183, 1982), podewse cbhservar que Vae
rios autores pesquisaram. esta bactéria em individuos assintomaticos: Kanezawa &
Tkemura isolaram Yersinia enterccolitica de 10,4% de 1706 individuos sem sintomato-
logia. Os sorotipos isolados eram diferentes dos sorotipos normalmente implicados
em doengas hmanas. Asakawa & col. examinaram 4673 individuos assintométicos e ob-
tiveram somente 0,39% de isolamento. Shayegani & col. pesquisaram Yersinia entero-
colitica em 95 individuos sem sintomas, tendo encontrado Yersinia enterocolitica
sorotipo OB em duas pessoas (2,1%).

Com © objetivo de pesquisar Yersinia enterocolitica de individuos assintomaticos
em nosso meio, foram analisadas 276 amostras de fezes de pessoas cujas idades va-
riaram de 4 meses a 84 anos, sendo 142 pertencentes ao sexo feminino e 134 ao sexc
masculino.

Fm paralelo a técnica usual de isolamento de entercbactérias, utilizando fezes
recentamente emitidas, foi sequida a técnica preconizada por Soltesz (Soltész,
L.V.; Schalén, C.E.; Mardh, P. - Acta. Path. Microbiol. Scand. Sect., 88:11-16,
1980) . Ccorreu apenas um isolamento (0,4%) de Yersinia enterccolitica em adulto jo-
vem 4o sexo feminino. A cepa fol isolada apenas no meio de Soltész, cam coldnias
pequenas, nao fermentadoras de lactose. As provas bioquimicas, realizadas a 28°C

Rev. Micrcbiol., S&o Paulo, 16(2):93-94, Abr./Jun. 1985.
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(exceto guando especmflcada} , iostraram que a c¢epa isolada apresentava ocmpor’ca:ren
to bioguimice tipico de Yersinia enterceciitica-celobiose +;lactose —,neh_blose -3
ramnose -; Sacarose +; trealose +; glicose (acide) +; glicose (gas) —; wéia +:
indol ~; HpS (TSI} —; VM +; VM 3'70C +; VP —; VP 37°C -; motilidade +; motilidade
37¢C —; lisina descarboxilase —; arginina dihidrolase ~; ormitina descarboxilase +3
ONPG +; ONPG 37°C +; oxidase -; fenilalanina desaminase —.

A tipagem identificou-a como pertencente ao sorotipo 03, biotipo 4 e fagotipo
VIII. O antibiograma (Baver, A.W.; Kirby, Z.M.M.; ;:herrls J.C.; Turck, . -~ Amer.
J. Clin, Path., 45:493-496, 1966), revelou ser a amostra sensivel a tetraciclina,
cloranfenicol, carbenicilinag, . canamicina, oolistina, sul fametoxazol~trimetoprim,
sulfadiazina, neomicina, sulfato de gentamicina, ce;.oxztma, amicacing e resistente
a ampicilina e cefalotina.
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Resun

Escherichia coli enteropatogenica foli pesquisada nas fezes de
80 criancas, com diarréia aguda e de 33 criancas, sem diar—
réia, de até 2 anos e 3 meses de idade, em Belo Horizonte, no
periodo de junho/1981 a agosto/1982. Foram isolados sorogru-
pos entercpatogénicos classicos de 10 pacientes (12,53%) e de
apenas uma crianca do grupo coantrole (3,0%). Fscherichia coli
enterotoxigénica foi isolada de 18 pacientes {22,5%) e de
duas criancas sem diarréia (6,0%). Amostras produtoras apenas
de enterotoxina termoestavel (8T) e produtoras, simultanea-—
mente, de enterotoxinas termeestavel e termolabil (ST/LT) fo-
ram isoladas apenas de criangas com diarréia. Todas as amos-
tras de Escherichia coli produtoras de enterotoxina ST e 60%
das amostras produtoras de ST/LT exibiram fatores de coloni-
zacio {CFA). Nenhuma amostra de Fscherdichia coli invasora fol
isolada das 113 criancas estudadas. TForam ainda executados
testes de susceptibilidade’ a antimicrobianes das amostras
isoladas.

Summary

Enteropathogenic Escherichia soli isolated from children with
acute diarrhea, in Belo Horizonte

Enteropathogenic Escherichia coli were searched for im  the
feces of 80 children with acute diarrhea and 33 children
without diarrhea, all of them vyounger than two years and
three mwmonths, in Belo Horizonte, MG, Brazil, from June/1981
to August/1982, Classical enteropathogenic ZEscherichia coli
serogroups (associated with infantile diarrhea) were isolated
from ten patiemts (12,3%) and from only ore child of the
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A Tabela 4 mostra os fatores de colonizagdo (CFA) encontrados nos diferentes fe—
notipos de Escherichia coli enterotoxigénica isolados de criancas com diarrdia. As
amostras de Escherichia coli enterotoxigénica, iscladas de criangas sem diarréia
(produtoras apenas de enterotoxina L) nao apresentaram nenqum dos fatores de colo—
nizacdo pesguisados.

A maioria das amostras de rsci‘vemcma coli enteropatogénica iscladas das criancas
com diarréia foi susceptivel 3 amicacina, 4 gentamicina & ao colistin. Foi observa-
da baixa susceptj_bilidade ds cefalosporinas de 12 geracfo, i necmicina, & associa—
gdo sulfametoxazol-trimetoprim e as tetraciclinas, bem como resisténcia miltipla a
5 ou mais antibacterianos em 23 amostras (82,0%).

Discussio

A literatura brasileira & escassa no que se refere a trabalhos que relatam, si-
rultaneamente, a frequencia das trés classes de Escherichia coli enteropatogénics.
Oz resultados deste estudo mostram a importincia deste grupo de microrganismos na
etiologia dos processos dlarréicos da infancia (35,0%), & sexelhanca dos +rabaihos
desenvolvidos por Magalhfes & col. {12) aque, estudando 60 criancas com diarréia em
Recife, isclaram Fscherichia coli enteropatogénica em 33,5% dos casos e Murahovis—
chi & Trabulsi (13), em Sdo Paulo, gue relataram ¢ encontro destes colibacilos em
25,2% de 350 criancas diarréicas sstudadas.

£ importante salientar as diferentes frecquéncias de isolamento relatadas em cada
regiao. BAssim, neste estudo, Zscherichic coli enterctoxig@nica foi o colibacilo
rmais frequente (22,5%), sequida de Fscherichia coli entercpatogénica classica
(12,5%). Diversas publlcagoes, entretanto, mostram uma menor incid@ncia de amostras
enterotosigénicas, em criancas diarréicas, Linhares & col. {11}, en Bel&u, relatam
¢ encontro destes colibacilos em 3,5%, Sagalhdes & col. {12}, en Pernambuco, em
12,0%; Reis & col. (15}, em S3c Paule em 13,4%; tcheverria & col. (5), nas Filipi-
nas, en 10,8% e Pickering & col. (14), em Houston e México, em 6,0%. Por outro la-
do, altas incidencias de Fscherichia coli enteropatogdnica cléssica foram relatadas
por Alvariza (1), en Sdc Paulo, (31,0%); por Magalhdes & col. {12), em Recife
{22,5%) e por Trahulsi & col. {19} em S30 Paulo (21,0%).

No grupo contrele, nido foram isolagas amostras de colibacilos produtorss de ente-
rotoxina ST ou LT/ST. Entretanto, ampstras produtoras apenas de enterotoxina IT fo-
ram identificadas, praticamente na mesma proporcdo, nos grupos de criancas cam e
sem diarréia. Este achado, também chservado por outros pesqulsadores {5, 10, 14},
acrescido do Zfato de que estas amostras invariavelmente nfo apresentam fatores de
colonizacao (CFA), tem levado autores como Trabulsi {18) e Reis & col. (15) a ques-
tionar o papel desempenhado pela Zscherichiq coli produtora apenas da  enterotoxina
LT na doenca diarréica em S30 Paulo.

Esta hipotese necessita ser analisada cuidadosamente, pois existem trabalhos que
relatam a associacdc entre amostras produtoras apenas da enterctoxina LT e doenga,
diarrdica, tanto em criangas quanto em adultos (8, 22). Experimentos em voluntarios
mpancs demonstram que estes colibacilos sdo capazes de causar doenga diarr@ica,
quando administrados en dose adequada (9). Além disto, a ausdncia de CFA/T ou
'CFA/II nestas amostras ndo significa, necessariamente, que elas nic sejam capazes
de aderir, pois pedem possulr outros fatores de colonizagdo ainda ndo descritos.

A baixa susceptibilidade a varios antimicrobianos apresentada pelas amostras de
Escherichia coli enteropatogénica isoladas neste estudo pode estar relacicnada ao
aparecimento de resisténcia em consequéneia da pressio seletiva exercida pelo uso
amplamente difundido destas drogas em diversas situagbes clinicas ou ndo, tanto em
hunanos quanto en animais (21).

Tanto na resisténcia decorrente de mutacdo cromossOmica, quanto na resisténcia
mediada por plasmidios, a presenca da droga favorece a selegio da amostra resisten—
te. Entretanto, a resisténcia mediada por plasmidios pode ccorrer, sz:nuitaneanente,
para varias drogas, mesmo para as ndo relacionadas estmturalmente. Assim, un Onico
agente antimicrobiano pode exercer pressdo seletiva e propiciar ¢ aparecimento de
amostras multi-~resistentes.
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Uma multi-resisténcia foi verificada, ndc apenas com as amostras de  Escherichia
coli enteropatogénica cléssica, oo tamb@m com as amostras enterotoxigénicas, o
que pode dificultar a terapButica especifica, guando indicada.
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ResueEn

De 1369 cepas de Shigella aisladas duraate los  ados
1968-1982, el 897 de ellas son resistentes y el 847 de la re-
sistencia es del tipo multiple. No se observa resistencia pa-
ra gentamicina, tobramicina, colimiciaa, polimixima-B, acide
nalidixico, furadantina vy trimethoprim-sulfametoxazole. La
resistencia mds frecuentemente encontrada es Su 88%, 5t 847 y
Te 47%. La vresistencia es para Kn 6%, Nm 167, Cm 13%, Am
13%, Cb 13% v Cr 6%. Resistencia para ampicilina estd presen-
te en 8. flaxneri (1972), 8. sonmnet (1973) y en el serotipo
A2 de S. dysentertae (1974). Una marcada disminucion en la
resistencia para cloramfenicol se observa a travées de los
afios del estudio. Aunque la resistencia mdltiple mas frecuen-
temente presente en estas shigelas es para 2 y 3 agentes,
Su-8t v Su-St-Te, su complejidad puede comprometer hasta 8
(22 & 9 (0.3%) antimicrobianos. La resistencia miltiple mas
compleia, Su-St-Te-Cm-Ko~Nm-Am-Cb-Cr, ha aparecido en £.
Fflexneri desde 1972 y esta presente en sus serotipos By, By ¥
Bg. Los niveles de resistencia en las shigelas estudiadas son
clinicamente significantes. Se hace un analisis sobre la uti-
lidad que tienen en la actualidad los diferentes agentes an-—
timicrobianocs en el tratamiento de la shigelosis en nuestro
medio. EI uso de ampicilina esta perdiendo vigemcia y ella no
deberia ser utilizada en el tratamiento de la infeccion si ia
sensibilidad no es soportada por un estudio de sensibilidad ¥
resistencia. Acido nalidixico, acido oxonilico y principal-
mente trimethoprim-sulfametoxazole, son en nuestro medio,
nuevas alternativas para el tratamiento de la shigelosis am-
picilina resistente.

Sumary

Prevalence and evolution of resistance in Shigella from Ve~
nezuela

In Venezuela of 1369 Shigellc strains isolated between
1968-1982, 89% is resistant and 847 of it has multiple
resistance. There were no  resistance to  gentamycin,
tobramycin, polymyxin B, colymycin, nalidixic acid,
nitrofurantein  and sulfamethoxazole-trimethoprim. The
resistance most freguently found is: Su 88%, St 84% and Te
47%. The resistance to Kn is 16%, Nm 16%Z, Cm 13%, Am 13%, Cb
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13Z and Cr 6%. Resistance to ampicillin is present in
Shigella flexneri (1972), Shigella sonnei (1973) and Shigella
dysenteriae Ap (1974). Through the study a decrease on
cloramfenicol resistance is observed. The multiple resistance
most frequently found in Shigella strains is for 2 and 3
agents, Su-St and Su-St-Te, but its complexity could
implicate up to 8 (27} or 9 (0.3%) antimicrobial agents. The
most complex multiple resistance Su-St-Te-Cu—En-Nm-Am-Ch-Cr
has appeared in Shigella fleameri since 1972 and is shown by
its serotypes By, Bz and Bg. The resistance levels are
clinieally significant. Comments about utility of differents
antimicrobial agents in the treatment of shigellosis in
Venezuela are made. Ampicillin use is loosing utility and the
necessity to know the strain susceptibility is stressed.
Nalidixic acid, oxolinic acid and sulfamethoxazole-trimetho-—
prim are in this country the new alternative for the
treatent of  shigellosis due to ampicillin resistance
strains.

Introduccion

Durante las tres lltimas décadas la humanidad ha estado sometida a un experimento
de cardcter universal a través-de la difusidn mundial que se le ha dado &l uso de
los antibidticos. En la actualidad los resultados finales de tal experimento o
mueden predecirse, no obstante, algunas consecuencias del miso se han hecho evi-
dentes. Ios antibidticos han emergide como un factor ecoldgico significante y han
logrado producir viclacicnes importantes en el evolucionado equilibrio natural
existente entre las especies microbianas y las poblaciones. En el mismo sentido se
ha interferido la interrelacifn huésped-pardsito afectando con ello la estructura
de la patologia moderna, la naturaleza y formas de los procescs infecciosos cuyos
diagndsticos clinico y de laboratorio se han complicado. Ios patrones fenotipicos
de resistencia que muestran las bacterias estin relacionados, en las diferentes
dreas geograficas, al uso en ellas de determinados antibidticos v esto es m3s evi-
dente cuando tal usc ocurre en commidades relativamente cerradas came es la hospi-
talaria,

Venezuela, donde el uso indiscriminado de los antibidticos es tan notorio que
bien puede constituir un buen ejenplo de la utilizacidn en forma irracional de este
recurse médico, ro ha podido escapar a esta verdad wniversal. Ios altos porcentajes
de resistencia y la frecuente contribucidn a la misma de la resistencia extracromo-
samal. han sido demostrados por Prieto & col. (22, 23, 24, 25) en nuestras pcblacic—
nes bacterianas, especialmente en enteropatdgenos camo Shigella, Salmonella v Es-
cherichia coli entervpatdgena. '

fn el transcurso de los Gltimog 15 afios cambics en la evolucidn de esta resisten—
cia han acontecido en nuestro medio relacionados muy probablemente a variaciones
ccurridas en la frecuencia de utilizacidn de determinados antimicrobianocs v al in-
tenso usc que, por lo general, sigue a la introduccidn de otros en el arsenal tera-
pelitico médico y veterinario. En el presente traba’jo reportamos la prevalencia vy
evolucidn de la resistencia plasmidial a los agentes antimicrobianos en 1369 cepas
de Shigelle aisladas durante ese periode.

Materiales v Metodos

Cepas bacterianas - En 1369 cepas de Shigella aisladas durante el pericde de 15
afos  (1968-1982) de coprocultives procedentes principalmente de ninos con ¢linica
de disenteria bacilar, se determina el estado de susceptibilidad v resistencia ante
16 agentes antimicrobianos entre los cuales se incluyen agquellos de uso rutinario
en el tratamiento de la shigelosis. La metcdologia para su aislamiento e identifi-
cacidn ha sido descrita en el trabajo anterior.
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Susceptibilidad a los agentes an- Tabla 1 — Guiaz para interpretar el tamafo del
timierobianose - El método del halo de inhibicionm.

disco imico de alta potencia se- Simbolos: * = incluye: cephalotin, cephalori-
gn los criterios establecidos dine, <c¢ephalexin, cefazolin, cephacetrile y
por Bauer y Kirby, es usadoc para cephapicin; *% = El disco de tetraciclinas es
1z detexminacién del patrén de usado para las prusbas de susceptibilidad de

susceptibilidad a los agentes an— todas las tetraciclinas, clortetracidina, de-~
timicrobianos {2, 3, 6). La con— mechocycline, wethacycline, doxycycline, OXY-
centraciin de los discos usados y tetracycline, rolitetracyeline, minocycline v
los difmetros de las zonas de tetraciclina

inhibicidn que permiten estable—
cer sensibilidad o resistencia a

. - Zona de inhibici al

jos agentes antimicrobianos apa- Potencia Geo o
recen en la Tabla t. Agente antiRICTEDIAND  ag) giger ToSistente  Intermedis  Sensibic
Anpicilina {Am) 10 wor 11 o menos 12 - 13 14 o mis
Concentracion Inhibitoria Minima Carrenicilina (Co) 100w 17omess  16-22 23 onmds
(C.I.M.}) - Pa determindr los ni- Cefalosporimas* (Cr} 30 v 14 o menos 15-17 18 onas
veles de resistencia em microgra— Cleramfenicol (Cu} e Rommes 13-17 1Boms
mos por mililitro se utiliza la Colimizina (1) 0igr Bomnos  9-30 T1omis
té{c:nica de diluci.én seriada en Gemtamicina (Gm} 10 gy 12 © menos 13 - 14 15 ¢ mis
it ] Kanamicina (¥n} 30 ugr 13 o menes 4 - 17 18 o mis
(6], el ind o utilizado es Zcido Nalidixico (An) 30 uwgr 12 o menos 1418 19 omis

aproximadamente 10° bacterias por

Neamicina (Mm} 30 wgr 12 o menos i3 - 16 17 o mas
ml. El medio empleado es caldo Furadantina (Fd) W0 pgr  tdomencs 15— 16 17 omis
Muelier Hinton y la concentracion Tolimixina-d (Pb) 300 9T 8 o meos $-11 12 omis
inhibitoria minima es determinada Streptemicina (S8) 10w NMomenss 2-14 5 omds
por ausencia de turbidez en el Sulfas (Su) 2505300 ugr  12omenos 13- 16 17 onds
tuko. Tetraciclinas** {Te} 30 wgr 14 o mencs 15 - 18 1% omds
Tobramicing {Tb} 10 wgr 11 o menos 12-13  1donis
rimethoprin-sulfa 25 wgr 10 o renos 1 -13 16 o mis

R Hi=ados ‘methenazole {Ts)

De las 1369 cepas estudiadas s0lo 153 {11.17%) son sensibles a los 16 agentes an-
timicrobiancs utilizados en este estudio, mientras que las 1216 (88.82%) restantes
han desarroliado resistencia a wno © WAs agentes. Fl Ficgura 1 muestra los porcenta-—
jes de distribucidén de ésta sensibilidad y resistencia para los diferentes agentes
antimicrobianos. Ninquna de las cepas ha desarrollado resistencia para gentamicing,
tobramicina, colimicina, polimixina-B, acido nalidixico y furadantina. Tampoco se
cbserva resistencia al trimethoprim-sulfametoxazole en 489 cepas estudiadas con es-—
te antimicrobianos. Ia resistencia encontrada con mis frecuencia es en orden decre-
ciente: sulfas B88%, streptomicina 84% vy tetraciclinas 47%. la resistencia para
otros agentes como kanamicina, necmicina, cloramfenicol, ampicilina, carbenicilina
y cefalosporinas oscila entre el 16% cbservade para los dos primercos v el 6% para
el dltimo.

Tabla 2 - Shigella, 1369 cepas (1968 — 1982). Porcentaje de resisteancia

Igentes -

ANt imICTObLANOS 1968 1969 1970 19N 1972 1973 1974 1975 1976 1977 1978 1979 1980 1981 1982
Sulfas 100 93 100 94 91 a5 88 89 88 80 87 79 82 -7 62
Streptomicina 97 93 95 82 83 87 85 87 a8 82 82 78 80 73 60
Tetraciclinas 86 63 55 50 50 49 46 34 45 32 41 43 51 44 34
Cloramfenicol 83 83 45 24 23 12 13 12 7 - 1 - 1 10 6
Kanamicina 17 3 - - 10 & 1l 15 18 21 22 26 30 10 14
Necmicina 17 3 - - i0 8 2 15 18 el 22 26 30 16 14
Aupicilina - - - - 7 5 17 16 18 24 18 15 37 ES 10
Carbenicilina - - - - 1 5 17 18 18 24 18 15 17 s 10
Cefalosporinas - - - - 4 4 4 10 [ 10 5 5 [ 3 [
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Figura 1 — Saigella, 1369 cepas {1968 — 1982), Susceptibilidad y
resistencia a 16 agentes antimicrobianos.
Simboles: { 1= 7 sensibilidad; [= % resistencia
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En la Tabla 2 se puede apreciar, durante los 15 afios del estudio, los morcentajes
de resistencia para cada wno de los 9 agentes antibacterianos a los cuales las shi-
gelas han desarrollado resistencia. En tSrminos generales para sulfas y streptomi-
cina ge chseyvan porcentajes elevados de resistencia en todas las 4 especies, las
cuales oscilan entre el 60% v el 100% dwrante todos los afos del estudio. Para te-
traciclinas se observan variaciones en la resistencia presente gn las 3 especies
mas frecuentemente aisladas, oscilando del 86% al 32%. La resistenciz para 1982 es
del 34%. Hay tendencia a disminuir los porcentajes de resistencia para sulfas,
streptomicing v tetraciclinas. Una disminucidn mis marcada para cloramfenicol es
registrada. Esta disminucidn de resistencia se ha operado en las 3 especies mas
frecuentemente aisladas. 5. dysenteriae desde porcentajes altas de resistencia,
71%, al inicio del estudio se muestra sensible desde 1978. &. flexneri para 1968
muestra porcentajes de resistencia del 90%, no observandose aislamientos con resis—
tencia para este agente en los afios 1977 v 1979, El porcentaje de resistencia que
se registra en 1982 es del 13%. 5. sonnet que inicialmente muestra 50% de resisten—
cia, no esta presente en aislamientos producidos en los Ultinos 6 afog del estudio,
con excepcion de wn 14% registrado en 1981.

En la resistencia para agentes como kanamicina Yy necmicina que al comienze del
estudio esta presente 5510 en S. flemneri, se chserva una tendencia a sufrir peque-
fas oscilaciones que le mantienen cerca del porcentaje inicial del 17% de resisten—
cia registrado en 1968. Para 1982 se cbserva un 14% de resistencia para este -agen—

- Esta misma tendencia tanbiZn se chserva en la resistencia para ampicilina y
carbenicilina, la cual siendo detectada en 1972 {7%) en cepas de 5. Flezneri, se
hace extensiva en 1973 a 5. sonnei, en 1974 a &. dysenteriae v en 1979 a 8. boydii.
El porcentaje mis alto de resistencia para éste agente es de un 24% en 1977, Ia re-
sistencia registrada para 1982 es del 10%. Para cefalosporinas, resistencia que
también se detectz en S, Flewneri en 1972 en un 4% de las cepas aisladas ese ano,
permanece sin variaciones de incremento importantes en los afos siguientes del es—
tudio.
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Ia Tabla 3 muestra en las cuatro espe— Tabla 3 - Shigella, 1369 cepas {1968 -
cies de Shigella la distribucidn porcen~ 1982). Porcentaje de resistencia por
tual de la resistencia para los 9 agen— especies
tes antimicrobianocs a los cuales han de-
sarrollado resistencia durante el perio-

do0 1968--1982. Bn S, dysente%ae, s. S.éyserz;;;mias S'ﬂﬁ;‘m S.ai;;ngi S.bo‘z{g;li
Flexneri y 5. sonnei se cbservan porcen— P ” = po p
tajes de resistencia para sulfas vy Streptomicina 80 8 8 53
streptemicina, 1o0s cuales oscilan entre  Geeteste b4 i “ =
el 80% al 89%, Todas las 5 cepas de 5. Kamanieina g b I3 3
boydii gque muestran resistencia en las Ampiediing 9 16 8 13
primeras tres especies para tetracicli-  comeeerims 2 - 2 i

nas es del 48%, 46% y 48% respectivamen—
te. El mayor porcentaje de resistencia
para cloramfenicol es observado en 5.
dysenteriae 25%, mientras que en 5. flexneri es del 16% v en 5. sonneit lo eg del
6%. Para kanamicina y necmicina por el contrario, la resistencia en S. flexneri y
5. somnet es del 17% para ambos agentes, mientras que en 3. dysenterice es sOlo del
8%. El mayor porcentaje de resistencia para ampicilina (16%), carbenicilina (16%) y
cefalosporinas (8%) estd presente en 5. flexneri. En 5. sonnei tambi&n se observa
este tipo de resistencia en el orden del 8%, 8% y 2% respectivamente. 5. dysente-
rige aun cuando ha desarrollado resistencia para ampicilina (9%} y carbenicilina
(9%) no lo ha hecho para cefalosporinas.

Ia distribucidn de resistencia en el serotipo Ay de 5. dysenteriae vy en los sero-
tipos By y By de S. flexneri es nostrada en la Tabla 4. Es notorio la evoluciin de
la misma en el serotipo Ay de S. dysenterize, el cual muestra al inicio del estudio
resistencia s0lo a sulfas, produce nuevos aislamientos en 1972 resistentes a sul-
fas, streptamicina y tetraciclinas, desde entonces, ésta resistencia estd presente
frecuentemente en los anos gue siguen del estwdio. Resistencia al cloramfenicol se
detecta solamente en los afios 1974 y 1975. Es este serotipo de 5. dysenteriae el
Tnico que aumnque infrecuentemente ha logrado desarrollar resistencia para kanamici-
na, neomicina, ampicilina v carbenicilina.

Tabla & — S. flexneri serotipos By y By y 5. dysenteriae serotipo Aj.
Porcentajes de resistencia

i iiea g 1968 1969 1970 1971 1972 1973 1974 1975 1976 1977 1978 1979 1580 1981 1982
Sulfas Ay 100 &7 10 88 100 - 75 57 50 % - 50

7] 106 100 109 100 84 57 LX) %6 76 95 82 50 28 88 100
3y 100 92 100 10¢ 48 98 8% 36 a1 92 87 96 e8 5 70

Streptemicing  Ag - - 67 100 88 WO -~ 75 57 S0 S50 50 50
B, 100 300 - 10 58 95 65 60 72 8 58 30 83 63 33
B5 100 92 106 89 93 100 8 93 91 92 97 9% 38 160 7

Tetracilinas A2 - - 3 - S0 20 - 5 14 5 - - =
By 100 6 - 160 37 37 43 S6 56 1% 21 21 8¢ 63 33
Bo 100 S8 8 8 77 79 68 sS4 48 % 52 26 56 33, 30

38

4

38

Cloramfenicol &2 - -
B 100 56 - 86 2% -
Bz 100 86 78 33 35 13

20 - - -
§ 8 - 5 « & 13 33
¥ - - - - - 8 10

Ranamicina ¥ aAp - - - - - - - 25 14 25 - - -

Neamicina By 67 n - - 26 - 18 8 16 24 25 21 44 - 33
} By - - - - - 19 24 21 27 28 3 17 3 8 20,
Ampicilina y Ay - - - - - - k-] - - - 14 78 - - -
Carbenicilina By - - - - 32 3 18 15 28 43 32 14 33 13 33
) B2 - - - - 2 1c 29 30 27 e 3 28 13 27 - 20
Cefalosporinas Aj - - - - ~ - - - - - - - - - -
By - - - - 16 3 6 4 28 24 5 - 17 - 33

By - - - - 2 4 18 21 15 8 7 4 ~ - 20
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Tabla 6 — Shigella, 1369 cepas (1968 ~ 1982). Patrones de resistencia

Tizo de patron 1968 1969 1970 1971 1972 1973 1974 1975 1976 1977 1978 1972 1980 1851 1982 Total %

5t z2 1 3 4.2
Su 1 1 4 7 12 9 11 3 3 £ 1 1 1 2 5 4.07
Te T 3 4 0.29
Su-3t 3 10 ] 17 38 43 43 69 41 37 36 34 22 12 10 423 30.89
Su~Te 2 2 1 1 5 0.43
St~Te 1 1 G.97
Kneidn H 2 3 6.21
An-Cho 1 1 z 8.14
Ane-Ch-Cr 1 1 2 d.14
Su-5t-Te 1 2 2 12 3z 45 35 45 30 ) 20 22 24 10 M 38 ™2
SpeSt-0m 2 1 1 3 3 1 1 1 0.87
Te-nh 1 i 0.07
Su—AmCbeCr 1 1 0.07
Su-5t-Te-Cm 19 2z g 11 1% 8 & 7 3 2 18 B8.47
Su-Etmin-tn 2 2 2 2 3 1 2 4 1.02
Su-St-Am-Ch 1 1 2 o
KrM-2m-Ch 7 1 2 4 0.23
Su-St~An-Ch-Cr 1 3 4 Q.29
SE-StwTe-an-Ch 1 2 3 1 1 3 2 13 0.94
Su-St—le—n-n 1 2 3 3 5 3 & 13 14 z 1 54 6.8
Su-St-Cm-Kn-Nn 1 3 1 5 0.36
Su-Te-On—2m-Ch 2 2 G.14
So-HneNm-raeCh 3 1 4 .29
St—rn—tm-SmCh-Cr 1 1 6.07
Su-St-Te-fm-Ch—Cr 2 2 € 4 1 2 1 18 1.5
S-St-Knmdm-Am-Ch 2 3 5 2 5 2 T 3 24 1.75
Su-St-Ta-On-AmCh 3 2 5 0.36
Su-St-TewOm-In—rm 5 1 5 4 4 1 1 2 22 1.68
Su-St-Kn-=Nm-AmneCo—Cr 1 1 5 3 3 2 2 17 1.24
Su-St-T 2 1 3 1 5 0.36
Su-St-Te-Kn-tmim-C 2 5 ¢ 2 7 8 3 3 42 3.06
S St Fn—NrAm-Th 1 1 2 6.14
Su-StaTe-¥n-m-An-o-Cr 3 z 4 3 1 3 4 2 22 1.50
Su-St—TeLrHn—r-Am-Ch 1 1 1 3 on
Su-St-Te-n—Hn-Am-Lo-Cr H 2 1 1 5 0.36
Sensible 3 3 11 ] 17 23 1% 10 2 18 7 -4 17153 11,17

Para tetraciclinas el porcentaje de resistencia es del 47%, a lo cual si sumamos
el hecho de los efectos adversas que &sta provoca sobre los tejidos dsecs y denta~
rios, lo cual limita su use en pediatria, especialmente en los grupos etarios en
los cuales el mayor nitnero de casos de shigelosis tiene Iugar, no es dificil con—
cluir que éste agente tiene poca cabida en el tratamiento de la shigelosis en nues—
tro medioc.

La disminucién notable de los porcentajes de resistencia cbservados para cloram—
fenicol en éste estudio pudieran estar relacicnados a la limitacidn que en los Gl-
timos anos ha ocurrido en su uso en nuestro medio. Ia alta proporcién de shigelas
sensibles en la actualidad a &ste antibidtico pudiera dejar ver la posibilidad de
su utilizacidn en el tratamiento de la shigelosis, desafortunadsmente, sus conoci—
dos efectos colaterales indeseables no Justificarian su empleo para el tratamiento
de wa infeccifn que como &sta se autolimita,

Tabla 7 - 3. dysenteriae, 77 cepas (1968 - 1982). Patrones de resistencia

Tipo de patron 1968 1969 1970 1971 1972 1973 1974 1575 1975 1577 1978 1979 1980 1981 1982 Totar %

Su 1 1 1.29
St 1 1 1.2%
S-St 1 4 3 2 4 1 4 2 T 22 28.57
Sy~Te H 1 1.29
Su-St~Te 1 2 3 1 5 d 13 16.88
Su-St-Te-(m 5 3 2 2 ] 16 20.77
KN Am-Cly 7 1 1.29
Su-St-Te-Kn-m 1 1 1.29
Su-5t-Te—Am-Ch 2 2 2.59
Su-St~Te-Cm-Kn-Nm 1 1 1.2¢
Su-St-Te—AmLh 1 1 1.29
Su-St-Kn-tm-amCh 1 1 1.29
Su-5t~Te-Kr-hn-Am-Ch 3 1 1.2%
St~ St=Te—Crom K- Nn-Am-Ch 1 1 i.29
Sengible 1 2 1 1 1 3 1 2 1 1 14 18.18
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Tabla 8 - Shigella flexneri, 870 cepas (1968 - 1982). Patrones de resistencia

Tigo de patron 1963 1869 1970 1971 1972 1973 1974 9975 1976 1977 1978 1979 1980 1981 1982 Total %

st 1 1 0.1
sS4 1 1 § 11 4 11 k| 3 4 1 k| 2 46 5.28
Te 1 1 ¢.11
Su-St 2 8 3 4 24 2 22 41 19 23 29 22 16 12 7 268 30.80
St-Te 2 2 6.22
Su-Te i t 1 1 4 .45
Xn-Nm 1 1 o.11
AneCh 1 1 0.1
AmChLr 1 1 2 b.22
Su-St-Te 1 s 25 39 25 23 1% i2 g € 10 5 179 20.57
Bu-St-Lm 2 1 1 3 1 1 § 103
SR Cx 1 1 0.1
Su-St~e-Cr 13 13 b} 4 9 4 4 13 3 2 91 10.45
Su-St-Kn-Nm 1 2 1 1 1 & 0.68
Su-St-Am<h 1 1 2 0.22
Er=m-Am-Clo 1 1 2 4 0.45
Su-St-smLo-Cx 3 3 0.34
Su-St-Te—Am-Co 2 3 1 1 7 0.80¢
Su-St—Te~-HKrr-Nm 1 2 3 2 4 1 3 3 E} 24 2.75
Su-St—Crn-RKre=¥n 1 H .11
Su-Te-n-2m-Ch 1 1 0.1
St-Ko—n—2m-Co-Cr 1 1 0.11
Su-Kn—r-Ere-Co 3 1 4 0.45
Su-St-Ka-Nm-pa-Ch 2 2 2 8 2 4 17 1.95
Su-St~fe=lm-Co-Cr 2 1 3 4 1 2 15 1.72
Su-St—Te—Cm-Am-Ch 2 2 4 0.45
Su-St= e Kn-m 5 3 2 4 1 1 14 .60
Su=St-Kn-Nm-An-Co-Cr 1 1 3 3 2 1 2 15 1.72
Su-St=le-Kn-im—"m-Lh 2 3 & 1 4 8 2 2 28 3.2
Su-St-Te-Ome-Am-Co-Cr 2 1 1 1 - 0.57
St St-Crre- K- Nn-2m-Ch 1 1 2 0.22
Su—St-Te—Kn-Rn-Are-Co-Or 3 2 4 2 2 4 z 19 2.18
Su-St-Te—Cri-Ken-Nm-Am-Ch 1 1 2 0.22
S-St -Te-Cn-Ke—m—2m-Co-Cr 4 2 9 .1 5 1.72
Sensible 1 1 5 2 i1 19 23 8 3 8 8 2 ] 85 9.7

La discrepancia chbservada entre los efectos in~vitro e in-vivo con algunos agen—
tes antimicrobianos en el tratamiento de la shigelosis se conoce estan fundamental-
rente relacionados a su capacidad de absorcién y a los niveles séricos intracelula—
res por ellos alcanzados, esto es especialmente clertc si se aspira que los mismos
tengan efecto sobre bacterias como shigelas que en sy mecaniamo fumdamental de pa-
togenicidad exiben la capacidad de invadir las células epiteliales, la lamina pro-
pia v hasta la sub-mucosa misma de la pared intestinal. Agentes no absorbibles camo
polimixina-B, colimicina ants los cuales las shigelas estudiadas se muestran uni- .
formemente sensibles, v kanamicina (14%) y neomicina (14%), con porcentajes de re-
sistencia moderados y estabilizados, no tienen cabida en el tratamiento actual de
ésta infeccidn, Tampoco la tienen otros aminoglicésidos como gentamicina y tobrami-
cina para los cuales estas shigelas no registran desarrclle de resistencia hasta el
presente. Estos adolecen, ademds de la ineficacia de absorcidn y por tanmto la nece-
sidad de utilizarles por via sistémica, de su inefectividad clinica bien conocida
en esta infecciin y de efectos colaterales indeseables.

De poca utilidad son otros agentes que tienen una capacidad de absorcidn limitada
lo cual no les permite alcanzar niveles adecuados en los sitios mencicnados, come
lo son los nitrofurancs ante los cuales estas shigelas muestran in-vitro una sensi-
bilidad del 100%. Su utilidad clinica parece no ser importante y ademis conocemos
que pacientss tratados con ellos pueden estar eliminando shigelas hasta por 7 dias
e igualmente recidivas ccurren cuando es utilizado coamo agente terapeitico en ésta
infeccidn {11, 18). Las cefalosporinas para las cuales la resistencia alcanzada en
estas cepas es de sdlo el 6% tampoco tienen aplicacidn para el tratamiento de esta
infeccidn (19, 20), incluyendo entre ellas, aguellas gque mejor se absorben como ce-
falexina. Su fracaso terapefitico en la shigelosis estd relacionado a la relativa-
mente elevada concentracidn inhibitoria minima {CIM) y concentracifn bactericida
minima {CBM} que en las shigelas es del orden de 5-10ugr/mi, ello a pesar de que la
concentracifn sérica del antibidtico es dos veces superior a la CBM, no cobstante,
&sta concentracidn no le permite aln rostrarse efectiva para estas bacterias clini-
camente ni bactericidamente cuando ésta es valorada en el laboratorio por el metodo
de dilucifn del suero. En relacién a cefalosporinas debe agregarse ademas, por lo
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menos en lo que a nuestras shigelas respecta, que su  resistencia por lo general
aparece fenotipicamente y posiblemente genotipicamente ligada a ampicilina, al no
observarse disociacién de resistencia entre estos agentes y al estar muy probable-
mente mediada, de acuerde a estudios genéticos que adelantamos en la actualidad,
por los mismos genes de resistencia.

Tabla 9 - Shigella sonnet, 414 cepas (1968 - 1982). Patrones de resistencia

Tiro de patron 1968 1969 1970 1971 1972 3973 1974 1975 1976 1977 1578 1978 1960 1981 1982 fTotal 4
E1S 1 1 0.24
Sa 3 1 i 2 1 g2 1.92
Te 1 2 3072
su-st 11 s & w9 19 2 2 12 3 1z 4 3 31.64
Su-Te 1 1 2 0.48
Am-Co 1 1 0.24
Su~St~Te 1 7 4 3 5 25 11 12 11 186 14 5 % 125 3018
Su-Se-0n 3 3 072
SEBI-CE 3 1 0.24
Su-St-Te-Cr 1 2 2 3 3 2.17
Su-St-Kn-Nm 2 1 1 2 2 8 1.93
Su-St-am-Ch-Cr 1 '; g.gé
TemAm-Ch b 3 1 N
&SGJ:SSE-T’D:‘&R—M % 1 1 2 12 El 2 1 23 7,00
Su=-St-Cre-Kne-bm 1 3 ? g.gi
Su-Te-Cr-Ar-Ch 1 .
Su-St-Te-Am—(o-Cx 1 : 2 0.48
S-St Kn-Nm-AmCh 3 2 1 & 1.44
Su-St-Te-CrrXn2m 3 3 1 1 & 1.83
Su-St-KnrNoe-Ane-Ch—Cr 1 t 0.2‘}
Su-St-Te-Kn-Nm-2m—Ch 2 4 1 3 2 1 1 g g. :l’;
~Te-Kr-t-Am-Co-Cr 1 1 1 .
Senainre 2 T4 4 & 4 1 1 3 8 7 5 7 5 723
La ampicilina en la década del 60 se convirtid en el antimicrobiano de eleccién

para el tratamiento de la shigelosis, cuando mmercosos estudios mostraron que era
capaz de producir promocion en la mejoria clinica, apresurar la reversion de los
cultivos e impedir recidivas (9, 12, 22). E! antibiético constituye también para
nosotros hasta 1972, sin duda alguna el agente de escogencia para tratar nuestra
shigelosis (22). Desde que Prieto & col. (24) en 1972 reportan resistencia para
este antibidtico, al igual que lo muestran los resultados de este estudio, el uso
de ampicilina parece ir perdiendo vigencia ante el incremento de shigelas resisten—
tes, las cuales para 1982 han alcanzadc wma resistencia del orden del 10%, lo cual
le permite alfn ser de utilidad, pero que implica la necesidad forzosa de wn estudio
previo de sensibilidad v resistenciz de la cepa infectante. En Estados Unides v en
Burcpa éste antibidtico ya no tiene cabida en el tratamiento de la shigelosis a
consecuencia de los altos porcentajes de resistencia existentes, en los cuzles en
algmos  reportes han sido hasta del 95%. Ademds, en muchos sitios. se ha asistido a
un crecimiento explosivo de esta resistencia. El desarrollo de resistencia cbserva—
do se ha tratado de relacionar al intenso uso que en los Ultimos afios v en la ac-
tualidad se le da a éste antimicrcbiano (5, 7, 17, 21, 26, 30). Fsto ultimo es tam-
bién una realidad en nuestro medic, por lo cual es de esperarse que los porcentajes
de resistencia a este agente continlen en incremento v s disminucifn entre las @i
ferentes especies de Shigella se intensifigue, indicativo de lo cual pudiera ser el
hecho de gque estando originalmente presente en S, flexner? para 1972, aparezca en
8, sonnel para 1973 y en S. dysenterige para 1974, asi camo tambifn Jos altos por—
centajes de resistencia que para éste agente existen en salmonelas aisladas en la
localidad (23).

En este estudic al igual que en otros
{22, 25) 1o cobservamos segregacitn de

resistencia entre ampicilina y carbeni-  etimorcbiso  ceps 000 309 250 125 &5 3.2
cilina, lo cual es debido probablamente Sutfas 70 70 R
misme +erminan e Streptamicina £5 9 11 1N 14§

a qle e m d? ' te el = Tegciclinas a6 3 5 27 20 & 7
ponsable de ta2l resistencia. Claramfenicol &7 62 5 3

: Fanemicina 43 43

Ampicilina 180 140 2% 13 2

- 3 i g Carbenici}ina 180 95 23 47

Tabla 10 — Shigella, niveles de resis Carbe £ % e @

tencia en pgr/ml




Alentador es la sensibilidad que atualmente mues—
tran estas shigelas al acido nalidixico y a la com—
binacidn de antimicrobianos trimethoprim-sulfametoxa—
zole. Del acido nalidixico, para el cual estas shige—

Tabla 11 -
cepas.

Shigella,
Niveles en ugr/ml
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las se muestran miformemente sensibles, .conocemos vg/mt i‘:pi: :

que su eficacia en el tratamiento de é&sta infeccidn Ampicitina 10.000 s 2.22
no es canparable al de ampicilina, ya que si bien 3-000 gg fgﬁ
produce curas bactericldgicas rapidas, ejerce poco 1250 45 25.5%
efecto en el cursc natural de la enfermedad v las re- Boox nE
cidivas son mis frecuentes. dayores probabilidades de B 2 L
éxito parece tener el acide owonilico, wn derivade Carbenicilina  10.000 11 6.11
quindlinico similar en estructura y mecanismos de ac- 5.000 &0 3.u
cidn al acido nalidixico, como 1o muestran los resul- Fggerd I
tados de algunos estudios clinicos realizados (7, 2 B.mm
13)}. No cbstante, de ambos se conoce a través de su '

utilizacidn en el tratamiento de infecciones urina- Cefalosporinas 1B . B 109
rias, su tendencia a provocar el desarrolle de resis- n.z o2 6.66

50 27.77

tencia cromossamal, lo cual pudiera acontecér en shi-
gelas si se le utiliza en el tratamiento de la shige-
lesis. Cepas de Shigellc resistentes al acido nalidi-
xico, en el orden del 19%, ya han sido reportadas(4).

Trmthoprmn—sm:anetmcazole se muestra ¢amo wna buena alternativa para el trata-
miento de la shigelosis en nuestxo medio ya -que todas las 475 cepas estudiadas con
este agente muestran sensibilidad, ello wnido a que en varlos estudios clinicos se
he mostrade efective en el tratamiento de la infeccién (1, 18, 21, 29). Su uti-
lidad en muestro medio seria especialmente en el tratamlento de las shigelosis cau-
sadas por cepas multirresistentes que incluyen la resistencia para ampicilina,

La presencia de niveles de resistencia clinicamente significantes y el alto por-
centaje de resistencia miltiple presente en lag shigelas estudiadas (84%) en las
cuzles predcominan los patrones de resistencia para 2 v 3 agentes, pero pudiendo es—
tar presentes patrones de resistencia camplejos gue comprometen 8 ¢ 9 agentes anti~
micrcbianos, los cuales han hecho su aparicitn en las especies y serotipos de  shi-
gelas frecuentemente aisladas, son factores que colaboran a establecer dificultades
en la escogencia de un antimicrobiano para el tratamiento de la shigelosis en nues-
tro medic. Al predaminio del cepas multirresistentes, que en algunas cepas ya se ha
tornmado campleja, pudiera estar contribuyendo el uso indiscriminado al cual se so-
mete intensamente a los agentes antimicrobianos en nuestro medic, tantoc en el am-
biente hospitalaric como en la commidad. La necesidad dual de que se establezcan
disposicicnes legales que conduzcan &l use racional de los antibidticos v el adve-
nimiento de nuevos agentes antimicrobianos ¢ cambinacicnes de ellos son evidentes
en Venezuela.
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Resimnn

Candidiase cutanea, em cadela mestica Weimaraner de 4 anos de
idade, com lesdes wmidas e pruriginosas, zonas de hiperguera-
tose e alopecia, localizadas ua regiao occipital e extremida-
de dorsal do membro anterior esquerdo. 0 exame do material
revelou a presenca de grande quantidade de células leveduri-
formes, ndo se observando filamentes, o cultive yesultou em
Candida albicans.

SanmEary

Canine dermatosis by Candida albicans

A case of cutaneous  candidiasis in a 4-year-old female
Weimaraner, which preseated alopecia, hiperkeratose and
pruriginous skin lesion loecalized or the occcipital area and
dorsal surface of the extremity of the left anterior limb.
Many small oval thin walled yeasts, with multiple buds, were
observed under the microscope from preparations treated with
potassium hydroxide. Pure cultures were obtained from skin
scrapings and characterized as Candida albicans. Candidiasis
in dog are mainly associated with otitis and mucosal membrane
infections {"thrush"). Candidial skin infections in dog are
rare. This seemed to be the first description in our country.

Tn -~

2 forma cutfnea da candidiase na espécie canina, & rara no mundo (9). Foram assi-
naladas no exterior infecgbes causadas por ¢. albfeans (1, 5) e (. parapsilosis
(2). BEm outras espacies animais s80 poucas as referéncias de candidiase cutdnea,
tendo sido descrita em suinos (11), em castor {12) e golfinhos (10).

No Brasil, o isolamento de leveduras do génerc Candida, de animais da espécie ca-
nina, foi relatado por Morenc & col. {8), an 1973 am levantamento microbiolégico de
flora vaginal e por Feigl & col. (3}, em 1981, em estudo da eticlogia das otites
externas, nac tendo sido descrita a forma cutfnea nesta espécic animal.

0 cbjetivo & relatar o casc de uma cadela mestica Weimaraner, de 4 anos de idade,
com lesces (midas ¢ pruriginosas, zonas de hiperqueratose e alopecia em regizqo oo~
cipital e extremidade dorsal do mext -7 anterior esquerde (Figura 1}.

Rev., Microbiol,, Sdo Paule, 16{2):113-116, Abr./Jun., 1985.
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Figura 1 -  Cadela
mestiga Weimaraner com
lesdes devido a Can—
dida alblcans na re-
gizo occipital e ex-
tremidade dorsal do
membro anterior es-
querdo

O presente caso apresentava 1 ano e meio de evolugdo, tendo o inicio das lesdes
coincidido cam a prenhez. Havendo registro de varias tentativas de tratamento mal
sucedidas.

Material e Metodos

0 material chtido pelo raspado superficial da lesdo, pelos e escamas de pele, foi
submetido a0 exame direto com hidréxido de potlssio a 30%, através do qual chser—
vou~se grande quantidade de células leveduriformes, ndo tendo sido visualizado fi-
lamentos. :

O material fol semeado em dcar sabouraud dextrose (Difco), mantido & temperatura
ambiente e 37°C, por 72 horas. O exame microsedpico das coldnias obtideo foli reali-
zado pela técnica de gram. _ B

A identificacio da levedura foi feita através das provas de assimilacdo de aglca—
res {auxanograma), produgdo de urease, formacio de tubo germinativo e filamentacao,
sequnde Iodder (6).

Resultados e Discussio

Observou-se crescimento de coldnias brancas, cremosas e lisas, tendo o exame mi-—
croscopico evidenciade c8lulas esféricas e/ou ovais, Gram positivas, com brotamento
miltiplo.

A assimilacdo de aglcares revelou tratar—se de levedura dextrose positiva; galac-
Tose positiva; maltose negativa; lactose negativa; rafinose negativa; celcbiose po—
sitiva. Nic produziu urease; houve formagdo de tubo germinativo em 3 horas, en soro
equino estéril (Fiqura 2}, e produgdo de clamiddsporc, blastdsporc e psewdamicélio
(Figura 3) em agar clamidbsporo {(Difco).

0s casos de candidiase rnoymalmente estio associados 3 queda geral de resisténeia,
devido a deficiéncias nutricionais ou outros estados debilitantes, cestacioc e tra—
tamentos prolongados com  antibidticos (4). No presente caso, o inicio das lesdes
coincide com a gestagdo do animal.

Burante a evclugdc do quadro, antes de diagnosticadz a candidiase, o animal fora
sutmetido a diversos tratamentos: triclorfon (Nevugon, Bayer; Selsun; Staficilin N,
Bristol} a 50% em adlcool e banhos com sulfeto de selénio, oxacilina e permanganato
de potassio.
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Figura 2 - Formacgac de Figura 3 — Producgio de clamiddsporos, blastGsporos
tubo germinativo em 3 ho- e pseudomicélio em agar clamiddeporo (Difco} pela
ras & 370C em soro equino amostra de Candida isolada de cadela Weimaraner
esteril, Amostra de Can~ (Microfotografia 10 x 40)

dida 1soiada de cadela
mestica Weimaraner (Mi-
crofotografia 10 x 40)

As lesSes cbservadas, Jdescritas anteriormente, estac de acordo com Kral & Uscava-
ge {5), tanto na localizagao quanto na caracterizacfio. Estes autores relatam em ca-
dela boxer de 7 anos, lesbes inicials no pescogo € patas dianteiras, que posterior—
mente alastraram-se vara o dorsc e patas traseiras. As lesbes apresentaram-se Cros—
tosas, rugosas e com hiperqueratose.

Na descricdo de Kral & Uscavage (5), as lesGes de pele apareceram apss tratamento
prolongado com antibidticos, devido a probleama resp:.ratorlo. Isoclou-se, do ra@adc
de pele, (. albicans e o tratamento foi realizado a base de nistatina uso topico e
sistémico. As lesbes regrediram, porém a pele continuou espessa e com alopecia,
tendo o proprietario optado  pelo sacrificio. & necropsia, dlagnosticou-se dermatite
granuiomatosa e enterite crdnica.

No caso descrito por Pale (2), em 1972, en pastor alemao de 5 anos e meio de ida-
de, as lesbes caracterizavam—se por alopecia, hiperemia e ulceracdes. A lesgo ini-
cial localizava-se na base da cauda, observando-se progress3o apds tratamento com
corticosterdides e antissépticos. Devido ao insucesso, fez-se cultura do raspado de
pele, tendo sido isolado Staphylococcus aurens, instituindo-se entfo tratamento cam
tetraciclina. As lesdes da cauda persistiram e nova lesao apareceu na reglao do es—
terno, isolando-se Candida parapsilosis. Tratado com nistatina houve regressao  das
lesbes an 15 dias.

0 tratamento da candidiase na cadela mestica Weimaraner constou de violeta gen-
ciana a 2%, uso topico, 4 vezes ao dia, até uma semana apés a regressé.o das lestes,
pois sabe-se que este medicamento tem agdo sobre as varias espec:.es de Candida;
nistatina (Micostatin, Squibb}, um camprimidc ao dia dwrante um més e meio, pois
apesar de nada ter sido cbservado na mucosa aral, as lesdes de pele eram antigas e
o animal ac cogar-se por lambedura poderia apresentar em cutras mucosas do tubo di-
gestivo; lgvamizele (Ascardil infantil Johnson & Johmson) 80mg, 2 vezes por semana,
durante 3 meses, como immcmodulador, ua vez que a ocorréncia de candidiase est3
associada a estados em que hi corprometimento da resposta imune do hospedeivo. ApSs
2 a 3 dias do inicio da medicacdo, notou-se regressao parcial das lestes, cbservan-
do~se cura completa em 15 dias.
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Nos trabalhos citados, assim como nesta descricio de candidiase cutinea, obser-
va~se a incidéncia da moléstia apds tratamento com antibicticos, wa vez que, oomo
& sabido, Candida utiliza-os oomo fonte de nitrogénio e/ou carbono (7).

Diante do exposto, deve-se salientar a importincia de um diagnostico correto e
Consequentemente um tratamento eficaz. O clinico deve ser alertado sobre a GCorran—
cia de candidiase cutfinea em cles, para que um diagnéstico e tratamento inadecuados
ndo resultem em agravamentc do quadro.
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Sumary

Morctality was observed in 9 piglets out of a litter of 10 in
a farm in the state of Rio Grande do Sul, Brazil. The disease
occurred throughout a period of 15 days, affecting animals
sbout 30 days old, with sudden deaths and no previous
ciinical signs. Piglets from other lirters remained healthy.
Samples collected from dead piglets yelded the growth of a
virus, further characterized as Encephalomyocarditis Virus
(EMCV} by neutralization index tests. Histophatological
examinations revezled lesions compatible with EMCV infection.

Resumn
Encefalomfelite sutna no Estado do Rio Grande do Sul, Brastl

Fol observada mortalidade em nove leltdes de uma leitegada de
dez ex uma graanja no Estado do Rio CGrande do Sul, Brasil. A
enfermidade se estendeu por um periodo de 15 dias, afetando
animais em torno de 30 dias de idade, com morte subita, sem
prévios sinais clinicos evidentes. Leitdes de outras leitega-
das - permaneceram sadios. Material coletado de leitOes mortos
pela doenca permitiram o isolamento de um virus, posterior-
mente caracterizado como Virus da Encefalomiocardite (VEMC)
por testes de indice de neutralizacdo. Exames histopatologi-
cos revelaram lesdes compativeis com a enfermidade provocada
pelo VEMC.

Irtrodection

Encephalomyocarditis Virus {EMCV) belongs to the family Picornaviradae,

117

genus

Cardicvirus. Rats and mice are considered natural reservoirs of the virus, where
infection is produced with or without evident clinical signs (2, J3). The virus can

infect varicus other species, including man (3}.

* Trahalho apresentade no ITT Congresso Brasileiro de Suinoculbtura, Curitiba PR, 21

a 23 de Novembro de 1983.

Rev. Microbiol., Sdo Paulo, 16{2):117-120, Abr./Jun. 1985.
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BLV was first identified as cause of disease in pigs in Panama in 1958 (6).
Outbreaks of the disease were further detected in Florida (4) and in Australia (1)
where high mortality rates were observed. Sangar & col. {7) found that 2% out of 60
healthy swine from different countries in Britain had detectable levels of
antibodies against EMCV. .

The mechaniam by which swine are infected is not perfectly understood, but water
and feed contamination with rat or mice excreta are regarded as important. Disease
in swine had been frequently associated with an increase in  rodent popuiation in
the affected farms (2). .

The age of most affected animals ranges from 5 to 20 wesks with variable
morbidity {2-30%). Jortality rates approach 100% (2). In most cases affected
animals show no noticeable clinical sign. Sudden death due t0 heart failure is +the
prominent feature. Occasionally, signs as depression, imnapetence, trembling,
paralysis, vomiting or dispnoea can be cbserved.

There is no data on infection in pigs by BMCV in Brazil.

The present paper describes the latoratory isolation and identification of BV
from an outbreak of encephalayocarditis in swine in the state of Rio Grande do
Sul. .

Material and Methods

Specimens for laboratory diagnosis - From a farm from the Alto Taquari Valley
region, Rio Grande do Sul, btwo 4 week old piglets were received in the laboratory,
one dead and another still alive. The pigs were necrcpsied and fragments of viscera
were collected for bactericlogical, histological and virological examinations.

Bacteriological examinations - Blood-agar and MacConkey plates were seeded with
sarples collected from liver, intestines, lungs and brain of the two pigs. The
plates were kept for two days at 379C, and the results recorded.

Hystolegical examingtion - Fragments of myocardium and liver were fixed in 10%
formalin solution, embedded in paraffin, sectioned in 5u cuts and stained by
Hematoxylin-Fosin (HE).

Virological examination - Fraguents of cerebrum and myocardium of each plg were
grinded ard diluted to approximately 10% in Phosphate Buffered Saline (PRS) pH 7.2..
The suspensions were clarified by low speed centrifugation (1000 x G) and
inoculated into groups of 6 suckling mice § days old, 0.5ml intraperitoneally (ID).
Ancther group of ten 21 days old mice were inoculated with 0,03ml intracerebrally
{IC}.

BHE ~ 21 cells were seeded in tubes at concentratien of 2,5 x 10° cells per ml in
Eagle's Minimal Essential Medium (E-¥EM) supplemented with 10% bovine fetal serum
(growth medium) ., After the monolayers have been formed, the growth medium was
discarded and replaced by E-MEM without serunm (maintenance medium). _

To each of four tubes, O.2mi of the respective inoculum were added and the tubes
were incubated at 37°C till any sign of cytopathic effect (CPE) was observed.
Contyol tubes were inoculated with suspensions prepared fram cerebra and myocardia
of uninfected mice. Cell control tubes were kept unincculated throughout the
chservation period. Tubes showing extensive CPE were frozen and thawed three times,
centrifuged at 1000 x G and the supernatant kept at ~209¢ £ill uvsed on virus
neutralization index tests. :

&ntiserum - Anti~IMCV serum was prepared in 4 week old mice as follows: antigen was
- prepared with a standard strain of EMCV  (kindly supplied by Dr. R.R. Golgher,
Laboratorio de Virus do Instituto d2 Biologia, Universidade Federal de Minas
Gerais), grown in VERO cells. The virus was inactivated with Betapropiclactone
(BPT) at a final concentration of 1:2000 in the tissue culture supernatant. Antigen
was emulsified 40:60 in nine parts of Marcol 52 (Exxon Co. Houston, Texas, USA)
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plus cne part of Mintanide 80 (Mannide Mcnoleate, SEPPIC, Paris, France) . Mice were
given three intramuscular injections of 0.5ml with two week intervals. Sera were
oollected two weeks after the last inoculation, and EMCV-neutralization tests
carried out., The antiserum obtained (Titre 1:316) was used for neutralization-index
tasts with the field isolate.

Neuwtralization index tests ~ Virus neutralization index tests were carried out as
follows: anti-fCV serum was diluted 1:10 in E-MEM and mixed with equal volumes of
tenfold dilutions (10-Y to 107%) of the suspect viral isolates cbtained from both
pigs in cell culture, as described above. Control virus titration was prepared by
mixing equal volumes of the viral isolates in tenfold dilations with 10% rommal
serim mixbures were incubated at 379C for 60 min. Four tubes of BHK - 21 monolayers
were infected with 0,2ml of each dilution of the mixtures and incubated at 37°C for
four days. Tubes where CPE was cbserved, were recorded and the endpoints
caloulated by the method of Spearman {8) and Karber (5).

Results

Clinteal examination — From a litter of the ten piglets, ¢ died in a 15 days inter-
val, with sudden deaths and no other noticeable clinical signs.

Anatomopathology — Cardiac hypertrophy with the presence of multiple whitish
patches in the wmyocardiumm, 1 to 4mm in diameter, with congiderable deepness,
extending up to the endocardium, were cbserved. In one of the piglets collections
of fibrin were seen in the abdominal cavity.

Bacteriologieal emaminations - Bacteriological examinations revealed no growth of
pathogenic bacteria.

Hystopathological examinations - Hystological exams showed necrotic areas in the
heart, with mononuclear cell infiltration. In the liver, various degrees of
degeneration and centrolobular necrosis, vacuolization of hepatocytes and intense
hepatic cords congestion.

Virological ezamination - All the mice died 24-72 hours after IP and IC
inoculation. In three further passages in suckling mice, the animals died 24-48
hours after IP inoculation. Suckling mice inoculated IC showed lethargy, intense
dehidration and incoordination, followed by death around 48 hours post-infection
{PT).

The infected cells cultures showed extensive CPE around 48 houwrs PI,
characterized by rounding up and the lysis of the cells.

Hewtralizagtion index tests — The titre obtained in the virus plus anti-—&MCV  serum
mixture was 102 50% Tissue Culture Infective Doses (ICIDgg). The Titre cbtained in
the virus-normal serum mixture was 10%°%.  The Gifference obtained (2.5 logs) was
considered indicative of homology.

Digcussion

EMCY has been isolated in different countries, causing disease in swine and other
species, with variable morbidity and mortality (2, 4, 6). Serclogical findings
evidenced that swine can be infected with little or no noticiable clinical signs
{2, 3, 6). The presence or absence of clinical signs have been atributed to
variations in virulence from EMCV strains (2, 6). However, EMCV may be ubiguitous
in pig populations, being clinically affected those animals that are put under
conditions of stress, or those that have not yet had time to build up their
immnity against the virus, such as litters from uninfected mothers or mothers with
low levels of protection.
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The EMCV isclate here described caused death in 9 piglets cut of a litter of 10,
whereas all the other litters in the farm remained healthy. It might be due to
abgence of contamination of the litters or to well established Immunity provided to
the litters by their sows. Such explanations are, however, merely speculative. It
was not possible to determine wether the observed incidence of the disease was due
to the pathogenicity of the strain or to other factors such as those menticned
above. An evaluation of the serological status of the mothers within the affected
herd should be carried out in an attempt 10 check this possibility.

Corplementary studies have shown that this field isclate has no haemagglutinating
activity, and is highly pathogenic for mice, but the pathogenicity for pigs has not
vet been fully evaluated. Such properties are reported as variable among  different
strains (2, 7}, and will be appropriately characterized by us. Rystopathological,
virological and necropsy findings are in accordance with previous reports (1, 2).
However, calcification was not cbserved in the necrotic patches of myocardium,
whereas in the liver no eosinophilic substance was found in the vacuoles of the
hepatocytes.

Regarding the control of outbresk, we suggested measures alming rat control in
the farm. Since then, no other ocutbreak has been netified, as well as no other
clinical evidence of the disease has been found in the herd region.

A serological survey will becarried cut to evaluate the level of EMCV  infection
in samples from that and other areas where there is intense pig faming in the
State, aiming to a better wderstanding of BMCV biology and to assist programmes of
pig disease contrel if eventually necessary.
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Resumo

Isolados de Diplodia maydis, obtidos de milheo, apresentaram
diversos graus de nefrotoxidez, para ratos. Tal toxidez mog-
trou estreita relacdo com seis compostos fluorescentes, com
diferentes Rfs, especialmente o compeste com R 0.31, cujo
comportamento foi muito semelhante 2 diplodia toxina. Foram
feiras analises anatomo-patoldgicas, hematoldgicas e determi-
nacao do ganho ou perda de peso.

Summary
Toxicity of Diplodia maydis isolates

Characterization of the toxicity of substances produced by
isolates of Diplodia maydis, by determining the gain or loss
on weight of the animals, by anatomic, pathological and
hematological exams and by chremotographic analysis of the
toxin produced. The isolates of Diplodia maydis tested in
rats showed different degrees of nephrotoxicity. Six
compounds with Rf of 0.23; 0.31; 0.40; 0.46; 0.45 and 0.56
were detected. The compound with Rf 0.31 showed a good
relationship between levels and degrees of nephrotoxicity.

Tntroducao

Diplodia maydis, além de causar a podridaoc branca da esnlga, tarbanm & o agente
causal de uma podridac do colmo e da morte das plantas jovens (2). £ un patdgeno de
importdncia econdmica mmdial, na producdo de milho. Na Africa, € responsavel por
surtos de una micotoxicose, em gado e carneiro, conhecida oono d;plcdlose {5, 13}.
Poucos relatos de toxidez aguda, para animails de laboratorio, tém sido mencionados.

No estido da toxidez de Diplodia maydis, para animais de laboratdric {6}, através
de exame histcpatolgico, foi observada a ccorréncia de miocardites toxicas, ente-
rites, necrose tabular renal, degeneracdc e necrose periférica das ilhotas de Lan-
gerhans, e una congestao venosa generalizada, em ratos gue consuvam milho mofado
por D, maydis.
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Resuamo

Devido as concentracoes de inulina em H. tubercsus, leveduras
com boa producido de inulinase e alto potencial fermentativo
sac imprescindiveis na viabilizacac industrial deste vegetal.
Selecionando-se leveduras com estas propriedades, dentre 21
especies avaliadas, encontram-se 11 linhagens com boa capaci-
dade fermentativa. As leveduras com maior rendimento de pro-
ducdo de alcool foram Kiwyveromyces mareianus, K. fragilis,
Candida pseudotropicalis e Torulopsis coellieulosa. Em fer—
mentagdes sucessivas conduzidas a 300C, com 15,67 de ART e
por 48 horas, chegou-se a obter o rendimento médic de 857 em
relagic aoc tedrico. Nestas condicOes, apés 10 horas de fer—
mentacdo encontraram—-se rvendimentos de 74,47 e uma taxa de
fermentagac de 5,9g/i/h7'. A atividade maxima da inulinase
foi de 3,6uM <{equivalente frutose)/ml/min e verificou-se
ocorrer repressao catabolicaz da inulinase por frutose em X.
marxianus e K. fragilis., Com estes resultados conclui-se ser
viavel a fermentacac de extratos sem prévia hidrolise, o que
facilitara ¢ processamento industrial de extrates de #. tube-
POSUS.

Sumary

Tnulinase cetivity in yeasts and diveet fermentation of H.
tuberosus ertracts

The high concentration of inulin in H. ituberosus requires
yeasts with good inulinase activity and fermentation vields
for the industrial use of this plant. Selecting yeasts with
such properties among 21 species, 11 strains were found with
superior fermentation abilities. The highest fermentation
vields were observed for Xlwyveromyces marzianus, K.
fragilis, Candida pseudotropiealis and Torulopsis
coelliculosa. After sucessive fermentation mean yield values
reached 857 from the theoretical in fermentation conducted at
300C, with 15.6Z of total reducing sugars and 48 hours. After
{0 hours, under such conditions, yields of 75.4% were
obtained "with a volumetric rate of 5. 9g/1/h“ . The maximum
inuvlinase activity found was J.ouM (fructose
equivalent)/ml/min amd ipulinase catabolie repression by
fructose was detected in both Klwyveromyces veasts. The
results supports the possibility to conduct fermentation
without previous hydrolisis which will ease the industrial
processing of H. ftuberosus extracts.
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Introdugio Figura 1 —~ Avaliacdo de leveduras para fermenta-

cdo alcodlica de extratos de H. tuberosus L. (24
A alta concentragdo de inuli- horas ~ ART: 14,00%)

m e a elevada produtividade
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de frutose, apresenta outras
possibilidades industriais como
a produgio de xaropes de fruto- f

se.

Ouso de H. tubsrosus, em
processos  envolvendo hidrdlise 1o
acida a temperaturas elevadas e
fermentacac para a producio de
alccoi, j& foi feito indus-
trialmente (3). Varias levedu-
ras apresentam as propriedades
de agsimilagdo da inulina e,
algumas delas, tambén de fer-
mentagde {1, 7, 11). As levedu-
ras Kluyveromyces mavcianus, X,
fragilis e Torilopsis coellicu— s -
losq s80 as que mais se desta- 0 SEXIIE
cam (7, 8).

Como as caracteristicas de alta atividade de inulinase e as propriedades fermen—
tativas sfo fundanentais para a utilizacio industrial de #. tuberosus, iniciou-se
um programa de melhoramento, onde, em etapa preliminar, se procedeu i avaliacio de
leveduras quanto as caracteristicas de interesse industrial, para a producdo dg &1-
cool e, também, guanto & producdo da enzima inulinase e de biamassa, caracteres
oconsiderados importantes para um processo de produgio de xaropes de frutose,

sy

; ) * LENHASENS
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Tabela 1 — Avaliacazo da producio de Figura 2 — Cinetica da fermentacdo
etanol em extratos brutos de H. tube— alcoolica de extratos de H. tubero-
rosus com especies selecionadas (ART sus L. com ART inicial de 15,59% e
= 15,59; tempo: 48 horas; temperatu~ inocule de 107 de materia fresca (X.
ra: 30°C). Dados médios de 3 repeti- maretanus  (IZ1339); X, fragilis (1Z
coes 610); 3. cerevisige (Fleischmann)
Rendi "
Lirhagens Branol {°GL) mento 3
z 53 I % % 3
Fleischwomn (S.c)  6.23  6.47  6.81  6.50  £4.4 g v
AICC 24888 (S.¢} 7.1 7.37 .51 1. 72.9 e
IZ 610 (K.£) 7.49 805 809 7.8  78.2 g
TZ 275 (K.£) 6.90 .51 7.4 7.45  73.8 z s ‘
IZ 429 (K.f) 1.65 7.98 B.28 7.97 79.0 - . e
17 1339 (K.m} 8.04 8.67 876 8.48 841 7
1z 515 (K.m) 8.23  8.61 8.53 B.46 538 sy / oo
12 1821 (K.m) 8.14 277 8.%t  8.57 848 i/ TUT fieaizghmann
IZ 148 (K.m) 7.23 7,89 B8.28  7.80 773
Iz 431 (C.p) 8.2  B.67 8.77 B.56 B84.5 i
Iz 1970 {T.c) 7.85 .70 7.19  7.85  75.1
T2 1366 (T.c} .33 .37 .56 742 5

73.3 vz 24 36 48 (13 7z HOR:5
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Material e Metodos

As leveduras avaliadas foram cedidas pelo Departatmento de Tecnologia FRural da
Escola Superior d&e Agricultura "Luiz de Queiroz”, por H. Fhaff da Universidade da
Califdrnia-Davis, e adouiridas do American Type Culture Collection, USA.

A avaliagao do crescimento de leveduras foi efetuada em meio sintético cam inuli-
na {Difco) 1%, Yeast Nitrogen Base 0,67%, Agar 2% e pH 6.8.

Para fins de cbtencdo de extratos brutos de inulina, a farinha de tubérculos de
H. tuberosus foi cedida pelo Prof. J.0.B. Caricca, do Niclec de Fontes Nao Conven—
¢ionais de Energia, UFCE.

O preparo os extratos foi feito de duas maneiras. A farinha de #. fubercsus, na
guantidade de 650g/litro em agua, foi prensada de modo a se obter um extrato cam
14,08% de ac¢lcares redutores totais. No preparo de meios, oom este extrato, acres-
centou-se 1% da solucic de sais (sulfato de aménio 5%, fosfato monobasico-de potas—
sic 2%, sulfato de magnésio 1%, sulfato de zinco 0,1% e sulfato de manganés 0,1%),
ajustadoc ¢ g a 3,7 e usado sem esterilizacdo. No seqgundo método de preparagdo de
extratos, para fins de ensaios de cinética da fermentacdo e comparagao entre espé-
cies de leveduras, utilizou-se 3%0g/l de farinha, adquecendo-se a 80°C e pH 8,0, por
10 minutos, segquindo-se de prensagem e filtragdo. Fol acrescentado, a este extrato,
1% da solucdc de sais e autoclavou-se a meia atmosfera, por 30 minutos, apds o que
se ajustou a pH 4.0.

Para avaliacdo da inulinase extracelular, utilizou-se o meio com inulina (Difco)
1%, peptona (Difco) 2% e extrato de leveduras (Difeo} 1%. & atividade da inulinase
extracelular foi avaliada no meio de cultivo, determinando-se 0s aghcares redutores
liberados, apds 10 min,, a 40°C, na presenca de inulina.

. O etancl foi determinade por crcmatografia gasosa {cromatografo GG 37D, oolma

PAD 2499), nos ensaios de avaliagio e cinética da fermentacdo. Ensaios em major vo-
lume tiveram a determinacdo do etancl em Densimetro PAAR DM 46 apds destilagéo fra-
cionada, Bmpregou-se o metodo de Samogyi-Nelson, na determinagdo de aglUcares redu-
tores totais, apbs hidrélise acida com acido cloridrico 1N a 100<C.

A andlise qualitativa de aclcares fol feita por cromatografia de papel {Whatman
n® 3), usando-se caro solvente n-propancl-acetato de etila-dgua (7:1:2) e coran-
do-se com 2% de difenilamina em etanol, 2% de anilina am etanol e 85% (VAV} de aci-
do fosforico na proporcao de 5:5:1.

Figura 3 - Cinética da producdo de inulinase extracelular durante ¢ crescimento de
K. fragilis (IZ 610) e 4. merxicnus (IZ 1339) em inulina e repressioc catabdlica.
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Resultados Tabela 2 -~ Avaliacio da
atividade de inulinase em

O primeiro carater a ser avaliado foi assimilagic linhagens selecionadas,
da inulina, onde 75 linhagens, pertencentes a 21 es- apos 24 horas e 48 horas de
pécies de leveduras, incluindo os géneros Candida, crescimento em meio com

Saccharomyces, Schwanniomyces, Pichia, Kluyveromyces inulina (1,5%)
e Torulopsis foram testadas quanto a sgu Crescimento
neste carboidrato. As leveduras, capazes de utilizar

este polimero, pertencem 3s especies Candida tropi- Lirhagens wﬁ"fﬁﬁn‘:‘tﬁ)
ealis, C. wtilis, C. pseudotropicalis, Saccharomyces 24 hovas i8 boras
cerevistae, 5. fermentatis, Schwanniomyces castelli,
- N . . 1Z 148 {K.m) 282.1 708.5
S. alluvius, Pichia polymorpha, Xluyveromyces fragi- IZ 1821 {£.m)  301.3 456.0
lis, H. marxianus e Torulopsis ccelliculosa. haren nt Sae.2
Quanto a capacidade fermentativa de extratos de H. 17275 (K.€)  728.3 90,7
tuberosus, -verificou-se, através de ensaios com fer— FEAA S braag)
mentagdes sucessivas, que linhagens de ¢. pseudotro- Fleischmann .0 0.0

picalis, K. fragilis e XK. marxionus foram aquelas
mais pramissoras (Fig. 1). Selecionando-se estas 1i-
nhagens procedeu-se a novos ensaios de fermentacdo e, apds 48 horas, obteve-se ren-—
direntos de producao de alcool de cerca de 85% do tedrico, para linhagens de X,
margianus e (. pseudotropiealis. Teores alccblicos de 8,69GL obtidos sfo ccmpari—
veis aqueles das fermentagOes industrials da sacarose {(Tabela 1).

A analise cinética da fermentagio em processo descontinuo, an extratos de H.  tu-
berosus {Fig. 2), evidencia uma taxa de fermentagdo elevada, nas primeiras 10 horas
em K. marxianus e 24 horas em K. fragilis, ¢hegando a rendimentos de 74,38% e
70,76%, respectivamente.

A partir deste ponto a velocidade de fermentagio € bem menor, chegando aos teores
maximos de: 84% de remdimento com 8,309 de etanol, em 48 horas, para X.  marcia-
nus; 77,4%, com 7,819GL de etanwl, em 58 horas, para X. fragilis; e 64,5%, com
6,59GL de etanol, eam 58 horas, para S. cerevisege.

A produgao de imulinase mostrow-se varidvel, entye e dentro de espécies (Tabela
2) e, na amostra avaliada, encontrou-se, comd produtoras de mais de 900U/ml de en—
zima em extratos brutos, as linhagens IZ 1339, de X. maraxionus e I% 275, de K. fro-
gtlis. As variagbes, encontradas em tempos diferentes de cultivo, estio associadas
a repressao catebOlica, pela liberacdo da frutose no meio, came evidenciado pelos
resultados de cinética da atividade de inulinase (Figs. 3 e 4), verificandose este
efeito mais acentuado em algumas linhagens, come IZ 610. A atividade miximg obser—
vada foi de 3.600U/ml, para IZ 1339, apds 72 horas de crescimento.

Discussao

A utilizagdo de 4. tuberosus, como fonte de carboidratos, vem sendo objeto da
atencdo de varias instituicBes (8, 9, 12, 17), notadamente pelo que pode represen-
tar na produgao de Aloool, bicmassa e xarcpes de frutose.

Para o Brasil, este vegetal, ainda pouco pesquisado, apresenta propriedades capa—
zes de representar wna bicmassa altermativa da cana-de-acGcar, ndo samente pelas
facilidades de cultivo e processamento, mas por ser vidvel em regides wmais pobres
come o Nordeste, em areas onde € inviavel o cultivo de cana. '

A fermentagio da inulina estd diretamente associada 3 produgdo da inulinase, um
enzima extracelular que hidrolisa este carboidrato, an wnidades de frutose, sam a
fommagdo de oligossacaridecs intermedidrios {6, 8, 9, 10, 18).

Desde que leveduras que possuam alta atividade de inulinase possam ser melhoradas
e apresentar elevados rendimentos, a fermentacdo direta de extratos de H. tuberosus
gpresenta possibilidades atraentes para as condicles brasileiras. Considerando—se
que . tubercsus pode ser cultivado em regides carentes de proteina, a produgio de
bicrassa de leveduras e concomitante produgdo de xaropes de frutose, tornariam vide
veis ampreendimentos ande o custo de ragdo protéica é elevado.

0s ensaios de avaliagac da leveduras, neste trabalho, mostram que a produgdo de
inulinase e atividade fermentativa sdo caracteres com variabilidade gendtica sufi-
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cientes para que se obtenham resultados mediante seu melhoramento. Os resultados
mostram ainda que, meswo partindo de leveduras ndo melhoradas, ja & possivel fer—
mentar, dispensando-se a prévia hidrdlise da inulina. Os valores, obtidos em rendi-
mento e producdo de alcool, sdo eguivalentes adqueles cbtidos por outros pesguisado-
ras (8, 9, 10, 13, 19), a atividade mixima de inulinase cbtida também & egquivalente
aquela encontrada por outros pesquisadores (4, 5, 7, 15, 16, 18) e com os valores
de atividade obtidos pode-se prever que, em sistema continuo de producdo, altos
rendimentos de hidrdlise podem ser atingidos.

Conclui-se ainda, que & possivel utilizar . tuberosus no Brasil, oan vantagens
sobre cutras fontes alternativas de produgdo de dlcool, biomassa e xarope de fruto-
se, dispensando-se a hidrdlise prévia.
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Fesumo

Foi analisada a influencia da luz e do pH, no crescimento de
Sprruling maxima. Nas diferentes intensidades luminosas estu-
dadas (0,9 a 2,5 Klux), com ¢ aumento da luminosidade ohser-
vou-se uma maior concentragdo celular finmal. C pH 9,5 foi o
mais faveravel para o crescimento de $. momima. Neste pH, a
fonte de carbono presente no melo de cultivo apresenta-se
predominantemente na forma de HCO3, que é a forma mais assi-
milavel de carbono para 5. mozima. Obteve-se uma biomassa com
teor proteico {cexca de 66%) mais elevado que o verificado em
outras biomassas microbianas ou em fontes proteicas tradicio-
nais,

Summary
Effect of light and pH on growth of Spiruling mexima

The influence of light and pH on growth of Spiruling maxime
was studied. At the increase of light inteasity (0.9 to 2.5
Klux) there was a higher cellular concentration. The most
adequate pH to the growth was 9.5. At this pH, the carbon
forms of medium showed meanly as HCO3 which is the beast
carbon source to S. maxima. The biomass produced had around
66%Z of protein. This tenmor is higher than others biomasses or
tradicional protein sources.

Introducio

Spiruling mawima & um microrganismo foto-autStrofo pluriceluliar, oolonial, de
morfologia filamentar e espiralada, de "habitats" acmosos de elevada salinidade e
alcalinidade. Devido &s suas caracteristicas procariontes {gram-negativo), associa—
das ac mecanismo fotossintetizante oxigdnico, tipico de vegetais superiores, sua
classificacdo taxondmica tem sido controvertida, sendo considerada algumas vezes
como alga verde-azul e em outras como ciancbactéria (6, 11, 14, 20, 25). A tenden—
cia atual & de considerd-la uma clanchactéria, especialmente apds a revisio de Rip-
ka & col. (30). .

A cultura macica de microrganismos fotossintetizantes pode representar uma fonte
alternativa e inclusive vantajosa, para a producdo de proteinas de apreciivel valor
bioclogico para consumo animal e humano. Estudos neste sentide tén sido executados
desde o inicio da década de 30 (9, 1, 12, 17, 21, 32, 34) principalmente com dois
génerce de microalgas verdes - Chiorellc e Scenedesrms (7, 8, 18, 27) tendo, entre—
tanto, surgido problemas para sua utilizacdo industrial devido aos elevados custos
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de extragdc e secagem da biomassa, alés da presenca de parede celulsica com baixc
teor de digestibilidade (11, 22, 31). Dstes problemas sa3o notavelmente atenuados
con é‘pz’mlina, tendo sido usada como alimento humanoe desde tempos remotos em certas
regiGes da Africa e México (11, 15). Estudos nutricionais demonstraram ser Spiruli-
ng, wna das mais ricas fontes protejcas j& encontradas, possuindo elevado valor nu-
tricional, boa digestibilidade e todos os aminodcidos essenciais em proporgdes re-
comendadas pela FAO, com excegdo de metionina (20, 25, 26, 33).

Quanto acs aspectos tecnoldgicos de cultivo, Spiruiing apresenta vantagens em re-
lacdo aos demais fotStrofos, entre elas a separacdo facil e econfmica do meio de
cultivo devido & forma espiralada e maiores dimensdes (diZnetro de cerca de 10um e
comprimento variando de dezenas a centenas de 1), Além disto, ewiste a perspectiva
de utilizacio de residucs industriais e urbancs como fonte de nutrientes, reduzindo
os custos de producdn. Neste processo ocorreria mineralizacdao da carga organica
poluente (DO e DBECs) do residuo, através de uma micro-flora heterotrdfica associa-
da, que em contra partida, receberia o oxigénio oriundo da fotossintase (10, 11,
15, 19, 23, 26}.

Neste trabalho, procurcu-se verificar de que modo o crescimento de 5. maxima &
influenciado por variacdes am algumas de suas condicles de cultivo, quais sejam:
luminosidade e pH. Além disto, determinou-se os valores de proteinas, lipidics to-
tais e cinzas da blarassa obtida. Estes dados serao (teis quando for ampliada a es-
cala de trabalhos e se iniciar o estudo da utilizagdo de residuos.

Material e Matodos

Mierorganismo - Spilrulina maximg fornecida pelo Centro @i Studic dei Microrganismi

Autotrofi del C.N.R. - Universiti di Firenze, It&lia.

Heto de cultive - Meio prdprio para Spirulina (28) apresentando a seguinte camposi-
cio (g/1): WaCl, 0,92; NapSO4, 1,88; KoHPCy, 0,50; NapCD3, 8,8%; NalCO3, 15,15;
CaCly. 20, 0,05; KO3, 2,57; MgSO4.7H2O, 0,2%: Fe-EDTA, 1,0ml; solugio de
microelementos, 1,0ml e agua destilada g.s.p. 1l.

Fe-EDTA (g/1): EDTA-Nay, 29,8; FeSOs.7TH0, 24,9 e dgua destilada g.s.p. 11.

Solucio de microelementos (mg/l): SnCls.2H)0, 304; MnClp.4H0, 173; COCip.6HpO,
194; SeClpy.GHO, 146; BaClz.2H0, 2.846; LiCl, 293; CuS04.5H2O, 186; FaS04.7HIC,
704; NiS04.6H20, 717; NapMoOg.2H0, 121 e &gua destilada g.s.p. 1L

Heio de manutenpgio - Fol empregadc o meio de cultivo ocom agar a 1,2% (P/V}. Apds os
repiques, as culfuras eram incubadas a 30°C sob luminosidade constante (2,5 Xlax) ,
durante uma semana. 2Apds este periodo  as culturas eram mantidas a temperatura
ambiente com luz indireta.

Condigdes de culture - Sistema 1 - Culturas cresceram em Irascos erlemmeyer de
500ml, contendo 200ml de meio de cultura, mantidas em shaker rotatdrio a 150rpm e
temperatura de (30 = 1)9C. 0Os frascos receberam um inoculo. de 108 {(v/v),
correspendendo a cerca de 50mg/1 de massa seca. Lampadas flucrescentes {(Phillips,
65 watts) forneceram diferentes intensidades luminosas (0,9; 1,2; 1,5; 2,0 e 2,5
Klux) en funcio de sua distdncia em relagdo aos frascos. A fim de verificar-se a
infludncia da luminosidade no crescimento, a iluminagdo foi mantida constante
durante as aprodimadamente 450h de cultivo.

Para ¢ estudo do pH, as culturas foram mantidas a 2,5 Klux (150rpm e 36z 1eC
variando-se © pd inicial pelo acréscimo de HCL ou NaOH. Apds 24Ch de cultivo,
correspondentes ao inicio da fase estaciondria de crescimento, a concentragao
celular foi determinada e considerada mixima
Sistema 2 - Empregou~se fermentador Virtis com dorma de vidro, de capacidade nomi-
mal de 5&, contendo 2,58 de cultura. Este sistema foi utilizado na verificagdo da
influsncia da correcdo do o pelo acréscimo de COp através da aeracdo. Condigles de
rrabalho foram: aeracio de 0,5vvm, tamperatura {30 = 1)°C, 150rpm e iluminacio de
2,5 Klux, fornecida por 13mpadas (Phillips de 65 watts) fluorescentes.
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Avaliagao do ereseimento - Can amostras colhidas durante o crescimento celular fo-
ram realizadas medidas de absorbincia {560mm) em espectofotdmetro Coleman, modelo
6A e determinacdes de massa seca, utilizando-se membranas MilliporeR (0,45um). Cor-
relacionando-se a absorbancia das culturas com os respectivos pesos secos, verifi-
ca-se wa relacdo linear, expressa pela equacio: Absorbincia (560mm) = 1,146 . peso
seco {g/1} + 0,069, que apresenta um coeficiente de correlacio de 0,974, Tais dados
estdc de acordo com a literatura e serdo utilizados nas interconverses dos resul-

tados (16, 19).

Composigao da biomassa — Reali-
zada pela determinacdo de nitro~
génio total, massa seca e cinzas
(24). A fracdo lipidica (in-
cluindo carotendides, wvitaminas
lipossollveis e esterdides) foi
cbtida por extracdo em Soxhlet,
cam cloroformio-metanol (8).

Fesultados e Discussio

A influéncia da Iiminosidade
no crescimento de Spirulina mo-
rima & observada na Figura 1,
existinde wma correspondéncia
entre o amente da Iintensidade
luminosa e o crescimento celular
maximo., Por seu microrganismo
foto-autdtrofo, a participacio
da energia luminosa pode ser en
carada como um substrato limi-
tante, Nota-se ainda que, nas
intensidades de luz estudadas,
para todo aumento da luminosida—
de ccorria um correspondente an—
mento o crescimento  celular,
ndo atingindo, portanto, a re-
gido de saturacdc lumincsa, cque
& da ordem de 4,5 Xlux para cia-
nobacterias e algas verdes (2).

Inicialmente, existem poucas
células por wmidade de volume, e
consequentements, cada célula
recebe una intensidade de luz
superior aguela necessaria para
a fotossintese, resultande um
Ccrescimento exponencial e cons—
tante (35). & duragic da fase
exponencial & diretamente pro-
porcional & intensidade luminosa
e inversamente proporcional a
concentragic celular inicial.
Sendo igual o indoulo, em  todas
as Iuminosidades estudadas, ob-
sexrva~se a mals longa fase expo-
nencial para a maior intensidade
Iuminosa {2,5 Klux}. Cam © au-
mento da concentracdo celular
ocorre uma diminuigdo progressi-
va da guantidade de luz dispani~

Figura 1 -~ Efeito da luminosidade ne crescimento
de 5. maxima.

Simbolos: + = 2,5Kiux; O = 2,0Kilux; o = 1,5Klux;
A = 1,2Klux; o = 0,9Klux
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vel para cada célula, tornando-se foto-limitada a cultura e surgindo, portanto, uma
fase linear de crescimento. Quando a intensidade luminosa & demasiadamente baixa, a
forma de courva de crescimento altera-se substancialmente, e as fases mencionadas
podem nem sempre ocorrerem. £ o que se cbserva para as culturas gue receberam as
menores Luminosidades (0,9 e 1,2 Klux), restando um comportamento intermedidrio pa-
ra o cultive cam 1,5 Klux de }.mu_nosn.dade.

Quanto & influéncia do pH ini-
cial no crescimento de Spiruling
mazima, cbhbserva~se pela Flgura Figura 3 -~ Influencia do pH inicial no cresci-
2, un valor maximo de pHE 9,5, mento de 5. maxima
para as oondicdes  estudadas.
Neste pH, o equilibrioc entre as
diferentes formas de  carbono
inorganico oontidos no meio de
cultura f{enidrido carbonico,
carbonato dcido e carbonato) es-
+t3 deslocado no sentido de for—
magio de carbonato acido;

CH_

HoCO3 <+ H0 + COp =
Bt

<«
-3
u

'
A=
w

0,57

ABSORBANCIA (560 nm)

- QI -
H prens 2
CO4 = COy + H0

Sendo carbonato acido, sequido
por anidrido carbonico, a forma
de carbone preferenciaimente as— 0,257
simijada por S. maxima (2), a
predominincia deste Ion assequra
o maior crescimento final. Com o
desenvolvimento da cultura, a

<
)
wn

{1/B) ¥235 ¥SSYW

concentracio de Ions carbonato 8 9 0 11
amenta e consegquentemente o pH. pH WNIGAL

Dai a necessidade de restabele-

cer a reserva de ions carbonato

acido, o que pode ser feito pelo

fornecimento de anidrido carbd- Figura 4 — Influencia da aeracdo
nico. Tal efeito pode ser visto
pela Figura 3, onde, 10 sSistema
aerado, a introdugdoc continua de
ar estéril (contendo cerca de
0,1% (v/v) de COp} forneceu a
reposicdc de carbonato acido, _ Tis
garantindo o pH adeguado para o©
crescimento de S. maxima. Em
contrapartida, no sistema nio
aerado, o aculo de carbonato
ndo permitiu un crescimento ma-
ximo superior a 1/3 do verifica—
do no sistema aerado.

O pf Otimo de crescimento, ni-
tidemente alcalino, associado a
um meio de cultivo isento de
compostos orginicos, sdo fatores
condicionantes para wna auséncia
de contaminacdo significativa
por microrganismos heterotrofi-
cos aercbicos. Inclusive, com a , , ‘ _
utilizagio de residuos organicos 160 200 300 %00
cone  fonte de nutrientes, a po-
palagio bacteriana associada ao TEMPG [HORAS)
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crescimento de 5. mawima nfo & qualitativamente diferente daquela verificada em
meio mineral, amora seja quantitativamente mais elevada {1).

Com referéncia 4 bicmassa de 5. mo-
¥wma, esta spresentou uma interessan- Tabela 1 - Composicdc quimica de Ssiruiing
WE OOpOs.Leao quz_mcg se cc'xnparada a maxime comparada a outras fontes proteicasg
outra:s fontes nutricionais (Tabela (g de substancia seca/100g de biomassa).
?)f Observa-se um elezado. teor pro- Simbolos: a = Becker, 19871 (3}; b = Bars—
telco, cerca de 4% malor que oda [ o on." oyl s Grandi, 1983 (13)
soja, 32% mais elevado que a média
cbtida cam outras bicmassas micyohia—
nas e inclusive maior que o encontra- Comgonente S.maming

Algas

verdes? Leveduras® Soje.a Q_.‘eijosc
do nos queijos. O teor lipidico & si- - -
. - ina # - - -
nilar a0 da soja, apresentando, en- e e, 658 g0-5s 35-50 3340 27-58
tretanto, una menor proporcio de  mi-
nerais ’ p - ¢ Lipidios 9.7 8135 Zub 1520 34-64
Conclui-se que Spiruling mowima, de Cirzas 2.6 12 12-20 =5 &8

elevado valor nutricional, & positi-
vagente influenciada pela luz, nas
intensidades luminosas estudadas. Quanto ao pH Stime de crescimento, pPOr ser nota—
damente alcalino, atenuard os problemas de contaminacio cuando da cbtengao desta
bicmassa em larga escala. Esta producio serd feita ubilizando—se residuos urbancs
ou  industriais, minimizandc os custos de produgac, com similtinea reducic da carga
organica poluente. Um modo, econcmicamente viavel, para a obtengio de grandes QUEn~
tidades de biomassa serd o amwprego de tanques abertos ou inclusive lagoas, préximos
a fontes produtoras de residucs (3, 4, 29). Casc a fonte seja, por ‘exemplo, uma
usina alcooleira, aproveitar-se—iam seus principais sub-produtos para a cbtencdo de
5. mumima. Seria utilizado, tanto o anidrido carbinico, orimde da fermentacio al-
codlica, quanto a vinhaga, residuo da destilacdo do mosto fermentado.
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Resumn

Duas racas de bactérias gram positivas foram escolhidas entre
varias isoladas de tanques de fermentacdo de inddstrias pro-
dutoras de etanol. Quando testadas, ambas foram capazes de
reduzir, significativamente, a producaoc de etamol. O cresci-
mento da raca isolada da industria de Goiania podia ser efi-
cientemente controlada pels adigize de 500U de penicilina
V-acida por 1litre de mosto enquante gue raga isolada em Pe-
trolina era resistente a essa concentracgio do antibidtico.

Summary

The <influence of V-acid penicillin on the control of
baeterial contamination of alecholie fermentation

Two strains of gram positive bacteria were selected among
several isolated from fermentation tanks 1in two ethanol
producing plants. When tested both were quite effeective in
reducing the final yield of ethanol. The growth of the strain
isolated from the plant ‘in Goiania could be effectively
controlled by 500UI V-acid penicillin per liter of must
whereas the strain from Petrolina, was resistant to the same
concentration of the antibiotic.

Introducio

O uso da penicilina no controle de contaminagdes bacterianas & largamente difin-
dido nas usinas que produzem etanol pela via microbiclégica. No Brasil, ¢ primeiro
trabalho scbre o assunto data de 1957 (3) quando verificou-se que 0 amrege desse
antibidtico comc desinfetante na fermentacdo alcodlica de mosto de milho pramoven
wn aurento de 17,2% no etanol produzido e wma reducdo de 65% na acidezr total do
mosto. No  ano seguinte, resultados semelhantes foram obtidos quando utilizou-se a
penicilina G pota@ssica no controle das infeccSes hacterianas na fermentacido alcod-
lica de mosto de melace (4). Da mesma forma, em 1959, Aguarone (2) verificou que a
adicao de S00UT de penicilina, nos ensaios de fermentacio alcodlica de mosto de me-

Rev. Microbicl., Sac Paulo, 15(2):138-142, Abr./Jun. 1985.
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laco de cana-de-aclcar, originava vinhos mais ricos em etancl e menos acidos. Mene—
zes considera que o uso de penicilina na concentragdo de 500 a 1000 wunidades por
litro na fermentacio alcodlica, resulta em um acréscimo de rendimento de etanol
(8).

Apesar da existéncia de inlmeros trabalhos sobre a atuacdo da penicilina sobre as
bactdrias qrampositivas de interesse médico (7), inexistem na literatura referén-
cias da sua utilizacio sobre as principais bactérias presentes na fermentacgdo al-
codlica até porgue a maioria desses microrganismos nao foram isolados e identifica-
dos.

Dai a razic deste trabalho, cue analisou o efeito da penicilina V-acida (Fontou-
ra-Wyeth) na concentracdo de 500UI/2 mosto sobre duas bactérias gram-positivas,
isoladas de microdestilarias.

Material e Metodos

Tsolamento dos contaminantes - As amostras foram colhidas em duas microdestilarias
da Evbrapa (CNP — Arroz e Feijdo, Goidnia — Go e CPA - Trdpico Semi-Arido, Petroli-
na, PE)} durante a safra de cana-de-acGcar de 82/83. Em cada destilaria foram colhi-
das tr8s amostras das dornas an fermentagao e transportadas a baixa tenperatura
=z 49C) ao lahoratdrio para sofrerem o sequinte tratamento: a) diluigdes sucessivas
an  tubos contendo dgua destilada esterilizada; b) Aliguotas de 0,1ml das diluicOes
adequadas foram espalhadas, con auxilio de alga de Drigalski, scbre a superficie de
reio agar-melaco {melago diluido em dgua potivel até concentracdo de 50g de ART/%;
sulfato de amdneo, 1,09/ e Agar bacterioldcico, 25g/%; ©) incubagdo das placas a
30¢C durante 48 a 72h.

Para eliminar a interferéncia das leveduras presentes nas amostras, nos tubos de
diluigles colocava-se nistatina (50mg/&).

Procedia-se & contagem das coldnias de bactériaz e ac isclamento das predoinan—
tes.

Para oS ensaios de fermentacdo alcodlica foram escolhidas duas bactérias contami-—
nantes sendo uma delas um bacilo gram-positivo e a outra, um coco gram-positivo
isoladas respectivamente, das amostras das microdestilarias de Petrolina e de Goiz—
nia.

Manutenedo dos contaminantes — Apds o isolamento, as bactarias selecionadas eram
repicadas quinzenalmente em tubos contendo weio sclido inclinado (3,09 de extrato
de carne: 5,0u de peptona; 10,0g de glicose; 25,0g de agar bacterioldgico e 14 de
adqua destilada).

Tabela 1 — Fermentacoes al-
coblicas sucessivas em mos-—
tos da melacgo de cana-de-a-
gucar contaminados com um
bacilo gram-positivo. Efeito
da penicilina V-acida adi-

cionada desde a primeira Conc.Tnic. Aglcar Acider  Etanol Leveduras
s = Exp. Cilindro de bact. final £inal produzide  mortas n a5
fermeatacao. L me e mEemn g/ g/l tar1) ® @ ®
Simbolos: * = Concentracaoc - - z s S pog
. = H 10t 4 3, . . .
inicial de fermento nos tres . p 8, 2107 5's i3 a5 17 371 .a,2
cilindros da experiencia n@ 3 1,000 6,5 5,1 62,4 1,7 80,0 -
I (50g/e); Cilindro n® 1 = . 10° 5,0 3,7 62,4 g2 88 -
1 iieca 4 has 2 1,6x10% 24,9 6,5 41,5 44,4 36,9 -30,4
test?mgnha (§e? aaicac ce 3 1,5%10% 8,6 5.3 50,3 22,8 67,4 17,6
bacterias); Cilindro n? 2 =
1ien G e 1 1% 6.4 3,7 65,4 45,2 77,9 -
adi¢ac do inocule de bacte- ., 2wt ae 88 43,5 6,3 51,5 -33,9
rias; Cilindro n? 3 = adigac 3 2,3x10° 28,1 6,7 18,6 51,0 58,8 -24,3
do imoculo de bacterias @ 3 304108 7,0 3.5 64,0 38,7 8.2 -
penicilina V-acida (500 w z 4,0210° 88,3 9,6 1.3 89,7 1,5 -98,0
3,5%10° 76,9 3,7 4,8 83,7 5,8 -92,3

VI/) :
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Tabela 2 - Fementagf)es al- Conc.Inic. Aclear  ACideZ Franol Leveduras
- . Bxp.  Cilindro  de bect. final £inal produzide  mortas n an
coolicas sucessivas em mos- i@} ing} (UEC/ml) {g/L) (g1} (g/1} (%} {3 {%)

tos de melago de cana—-de-a~

0 . 4 105 6,2 3,9 53,6 9.6 83,9
cicar contaminades com um 1% 2 2,807 6.6 3,3 57,3 0.5 80,9 - 2,5
= . 2,60 6.4 E 6.8 A 808 - 2,7
coco gram-positive. Efeito ’ ? ! ’
da enicili —aci di- 1 102 6,2 3,8 70,8 27,8 83,2 -
2 penicilina V-acida adi b4 2 5,5%107 6.1 38 51,2 324 70,9 -14,8
cicnada desde a primeira 3 1,3x187 6,2 3,7 56,6 28,3 8,8 ~ 5,3
fermentacac. . 3 3.0x10¢ 6.6 37 57,8 51,5 85,6 -
Simbolos: * = Concentracac I g- g.gmgﬁ 253 g; °§§ '22'5 gi,; —zgg
. . . - il 54, .9 . -
inicial de fermento nos trés ! ’ N
:11ind i Ercia nl 1 3,106 6,0 2,0 57,8 45,0 89,5 -
¢ilindros da experiencia n? 2 .00 67,7 3,1 29,3 67,4 311 58,5
I (50g/%}; Cilindro n%® 1 = 3 6.7x10% 6.2 a3 50,2 42,0 79,5 112
testemunha (sem adigdo de ; 4,107 6,7 0 50,7 27 734 -
bacter]_as); Cilindro n9 2 = v 2 8,6x10? 58,7 18,9 25,2 74,0 30,5 58,4
3 190108 6.3 3,7 52,2 B/ TE .55

adigaoc do indculo de bactéw
rias; Cilindro n? 3 = adicao
do indculo de bactérias e
penicilina V~acida {500
U1/2)

Preparo do inoculo de bactérics - A partir de cultura pura, o contaminante sscolhi-
do era semeado em erlemmever de 250ml contendo 50ml de meio agar-melage inclinado
e, a seguir, incubado a 30°C durante 48 a 72h.

O material era raspadoc com auxilio de wma alga metilica e suspenso em 20ml de
agua destilada esterilizada.

Indeulo de levedura - Foi utilizado fermento prensado {fabricado pelos Produtos
Alimenticios Flelschmann Royal Ltda.) na concentracdo de 50g de fermento fimido por
1itre de mosto.

Preparo do mosto de fermentapdo - Era feito no instante do uso, diluindo-se melaco
com Agqwa potavel de mode a se obter concentracdes iniciais de 1509 a 180g de ART/Z.
Os mostos eram suplementados com 1,00 de sulfato de amdneo por litro e ¢ pH inicial
acertado entre 4,5 e 5,0 com HpS04. )

Solugas de penteilinag V-acida - A penicilina era dissolvida em Agua destilada na
concentracio de 125.000UL/%.

Fermentagoes - Os ensaios de fermentagfo foram realizadeos em cilindros de 250ml,
contendo cada um deles: cilindro n?t: mosto + indoule de levedura (50g/%); cilindro
n?2: mosto + indoulo de levedura (50g/%) + bactdria contaminante (107 a 10°
cel,./ml; eilindro n93: moste + indculo de levedura (50g/%) + backéria contaminante
(107 a 10° cel./ml) + penicilina V~dcida (S00UI/L).

As fermentacOes eram acampanhadas através das medidas periédicas de densidade re-
lativa e determinacdes iniciais e finais de: acidez e g (5), concentracio de aci-
cares redutores totais (9), concentracfo de etanol (6), porcentagem de lsveduras
mortas {10} e nimero de bactérias, através dz formacdo de ccldriasg.

No finzl de cada ensaic fermentative, o conteldo dos cilindros era centrifugado a
3000zg por 15 mimutos sendo as células recuperadas e usadas como indculos dos  en—
saios subsequentes. .

Os seguintes cdlculos foram feitos no final de cades fermentacdo:

a) Calculo do rendimento em etanol:

§) =B yx 100
n{%)} Ep
orde, Ep = Btanol produzido {(g/2); Ey = Etanol tedrico (ag¢Gear inicial x 0,511)

b} Calculo da redugdo percentual do rendimento
An (8} = =209y 100
Mo
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onde, n = rendimento do cilindro que estd sendo testado; ny = rendimento da prova

an branco.

Resultados e Discuss3o

Os resultados obtidos nos ensaios de fermentacdo alcodlica com mostos inoculados
oo bacilo gram-positivo, isclado na microdestilaria de Petrolina, encontram-se na

Tabela 1 e nas Figuras 1B e 2B.

Os valores resultantes dos ensaios feitos conm mostos inoculados com o coco
gram-positive, isolado da microdestilaria de Coiadnia, s@o apresentades na Tabela 2

e nas Figuras 1A e 23.

A escolha destes dois microrganismos foi baseada na fregquéncia de aparecimento,
bem cong no elevado nimero encontrado nas vavias coletas realizadas.

Examinando as duas Tabelas
e a Pigura 1, chegamos 3 con-
cluso que os dois contami-
nantes estudados interferem
na fermentacac  alcodlica,
provocando quedas  significa—
tivas nos valores dos rendi-
mentos do processo, &n ourpa-
ragdo com os da prova teste-
munha.

As possiveis causas da que-
da do rendimento sfo: produ-
¢d3o de substincias tdxicas
pela bactéria contaminante;
transformagdes do alcool for-
made em outro produto e com-
peticdc do contaminante com a
levedura por algumins) dos
camponentes  disponiveis 1o
meio.

A elevada acidez do vinho e
0s ensaios preliminares de
cromatografia apontam em di-
recdo 3 produgao de substin—
cias towicas, em particular
os acido acetico e lactico.

Quanto & eficifncia da pe-
nicilina Veacida, na concen—
tragio de 500UT/%, tawbém po-
demos chegar as  seguintes
conclusdes, nos casos estuda-
dos:

@) A penicilina controlou
eficazmente ¢ desenvolvimento
do ooco isolade na microdes-—
tilaria de Goiadnia, mantendo
a populagao em nivel baiwo a
ponto de ndc  interferir no
rendimento do processo fer-
rentativo. Por outrc lado,
quando © antibidtico ndo foi
adicionado, verificou-se
acentuada queda no rendimento
e awento de acidez no vinho.
Amorim & Oliveira (1) 3& ha—
viam feito estas constata-

Figura 1 — Fermentagles zlcodlicas sucessivas em
mostos de melago de cana-de-acgucar contaminados
com um coco gram—positive {jA) e com um bacile
gram-positivo (1B). Efeito indireto da penicilina
V-acida no rendimento

7 ®
b
o~ €0
2
5 a0
[
E
o
z
W@ 20

NOMERO DE  ZXPERIMENYOS

Figura 2 — Fermentacoes alcoclicas sucessivas em
mostos de melaco de cana de agicar contaminados
com um coco gram-positive (2A) e com um bacile
gram-positivo (2B). Efeito direto da penicilina
V—zcida mo numero de contaminantes.

Simbolos: & = Cilindro testemunha (sem adigio de
bactérias); & = cilindro sem adicao de penicilina
{com adicao de bactérias); o = cilindro com adi-
c3o de penicilina (com adicdo de bactérias)

LOG B0 MR DE BACTERIAS/mi

2]
=

b3 )4 X 1 )4 hirg =

NUMERO DE EXPERIMENTOS
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ches, poré&n baseadas em andlises acumuladas ao longo de uma safra, em varias usinas
produtoras de etanol.

b) A penicilina, embora tenha efeito sobre o nlmero de células @ bacilo isolado na
microdestilaria de Petrolina, nio impediu quedas de até 290% no rendimento e eleva-
cao da acidez. .

Embora nao tenhamos feito testes para avaliar & producio de penicilinase, & sabi-
4o que alguns bacilos gram-positivos sao produtores desta enzima {7) o que explica-
ria os resultados obtidos.

O trabalho evidencia a necessidade de coletar, selecicnar e identificar as bacté-
Tias contaminantes que s3o responsdveis por perdas considerdveis no rendimento Jde
un processo  fermentativo. Além disso, deixa claro que a penicilina nio deve ser
usada indiscriminadamente, podendo haver cascs de absoluta ineficicia deste anti-
bictico.

Agradecimentos

Agradecemos & Empresa Brasileira de Pesguisa Agropecudria (FMBRAPA)  através do
sen Programa Nacional de Energia pelo apoic financeiro.

Referéncias Biblicarafi

1. Ermorim, H.V. & Oliveira, A.J. — Infeccdo na fermentacda: camo evitd-la. Alcool
& AgUcar, 2:12-18, 1982.

2. Mguarone, E. - Influéncia de antibidticos na fenventacdo alcodlica de mosto de
melago de cana de aglcar, SHo Paulo, Faculdade de Farmdcia e Odontologia da
Usp, 1959, (Tese de Doutorado).

3. Borzani, W. - O emprego de penicilina como desinfetante em fermentacao
alcodlica de mosto de milho. Bol. Bep. Quim. EPUSP, 7:9-12, 1957.
4. Borzani, W. & Agquarone, E. - Fementacdc de mosto de melaco: emprego de

penicilina como desinfetante. Engemharia, 183:311-314, 1958.

5. Gomez, E.I.V, — Influéncia da concentracdo inicial de levedura e do tempo  de
fermentacdc alcodlica de mosto de melaco de cana de acicar. S3o Paulo, Escola
Politécnica da USP, 1983. {Tese de Mestrado).

6. Joslyn, M.A., - Methods in food amalysis. 2.ed. New York, Academic Press, 1970.

7. RKurylowicz, W. - Mntibidticos: wma revisdo critica. Pernambuco, EG.
Universitaria, 1981.

8. Menezes, T.J,B. - Etanol, o combustivel do Brasil. Sio Paulo, Ed. Agrondmica
Ceres, 1980.

3. Somogyi, M. -~ Notes on sugar determination. J. Biol. Chem., 185:19-23, 1952.

10. Vairo, M.L.R. - Methylene blue solutions for staining dead yeast cells., Stain,

. 36:329-330, 1961.



PRODUCTION OF AICOHOL FROM THE SOYBEAN SEFD COAT: A
PRELIMINARY STUDY

Kailash Chandra Srivastava*

Dept? de Tecnologia de Alimentos e Medicamentos
Centro de Ciencias Agrarias

Fundagzo Universidade Estadual de Londrina
Caixa Postal 6001

86100 Londrina PR, Brasil

Sumary

On dry weight basis, the soybean seed coat was composed of
357 carbohydrates and 32% proteins. Aqueous extracts prepared
by shaking the seed coat in distilled water at pH 8.0 for 12
to 96 hours at intervals of 12 hours each, had 3.8% to 6.3%
reducing sugars, 29.967 to 39.93%7 proteins, 4.18% to 5.15%
lipids, 0.13% to 0.14% calecium, 0.207% to 0.357 magnesium and
0.25% to (.337% phosphorus. Extracts were fermented with a
flocculant yeast strain suplemented {w/v) with or without
gzlucose 1.57 peptone 0.20% to 0.75Z, and yeast extract 0.17%
to 0.27%. Mineral salts were added in the final concentration
of (g/1) NaNOa, 2.0%; KCl, 0.5%; Mg80,;, 0.05%; XHPC4, 1.5%;
(NH4)2504, 2%; and Tween 80,2 to the above media. Under these
conditions the amounts of alecchol obtained were: 1.89%7 to
3.983% {18.9 - 39.83g/f), vyields ranged between 0.10% to
0.9?% ?nd the process efficiency from O.?‘Sgﬁ."’h"1 te 1.85
ge~tnmt,

Reswzao

Produgdo de dleool g partir de casca de soja:r um estudo
prelimingy

4 casca de scja apreseata, como principais compostos quimicos
(em peso seco), 35% de carboidratos e 32% de proteinas. Ex-
tratos aguoscs, preparados por agitacao de casca de soja, com
agua destilada, a pH 8,0, em intervalos de 12h cada um, du-
rante 12 a 96hs, tinham 3,8% a 6,3%7 de aclcares redutores to-—
tais, 0,13% a 0,147 de caleio; 0,2572 a 0,337%7 de fosforo;
4,180% a 5,150% de lipidios; 0,200Z a 0,350% de magnésio e
29,9607 a 39,930%7 de proteinas. Uma parte dos extratss, assim
obtidos, fei individualmente suplementada com (p/v) extrato
de levedura 0,15 a 0,2%; glicose 1,5% e peptona, 0,27 a
0,73%. Foram adicionados, para todos os extratos {suplementa-—
dos com glicose, peptona e extrato de levedura ou nao), os
seguintes minerais, nas concentrac¢tes finais (em g/&) indica-
das para cada um: NaNO3, 2.0; KCI, 0,5; Mg804, 0,5; KHzPO,,
1,5; (NH4)2S04, 2; e Tween 80-2. O meic de cultura (mosto)
foi fermentado com 10% de volume de uma levedura floculante.
Nestas condigdes experimentais, os teores de etanol obtidos
foram de 1,897 a 3,9837 (18,9 - 39,83 g/4), o rendimento de
etanol varicu entre 0,101 a 0,950 e a eficiencia de processo

de 0,78 a 1,65 ga~tnl.

* Dresently at Forest Products Laboratory, P.O.Box 5130, Madison, WI 33705, USA.

Rev. Microbiol., S3c Paulo, 16(2):143-152, Abr./Jun. 1985,
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Introduction

With the scarcity of fossil energy sources and continuing increase in the price
of the crude petroleun over the recent years, the most hard hit were the countries
of =0 called "Industrial World" and the ones which were not the producers of
petroleum. Amongst these, Brazil is the pioneer in seeking altermative to
petroleun. The country has its goal towards coamplete self sufficiency in energy by
1987 with a total production of 10.1 billion litres of ethenol {27, 44}. Presently
any new alcohol distillery projects are not being accepted bhecause of the e:dst:i.ng
384, in the 1981/82 sugar cane season, 373 have produced a total of 5.18 x 10
litres of alcohol (27).

Other developed and developing nations have also joined Brazil in this quest of
alternatives to energy with a view of avoiding the disastrous conseguences of
deplenishing fossil energy sources (54, 55). All the studies very clearly indicate
that at the mament, the only alternatives to be counted upon are the rencwable
energy regources, which have continously been and are being seeked since 1920 (27,
44, 54, 55). PRecent swveys indicate 12 to 20 bicmass feedstock for ethanol
production (45, 55). These include five principal group of carbohydrates - viz.
cellulose, hemicellulose, lignin, starch, and sucrose (27, 43, 54). Majority of the
bicmass exists as cellulose, hemicellulose, and lignin in the ratio of 4:3:2. Out
of the 1.841 x 10° £ yr~1 of the biomass produced in the world, 100 x 10° t yr=1 is
cellulosic (49) in the form of agricultural and industrial residue like husks and
brans {45).

Net only is the Brazil pioneer in attempting to become self sufficient in energy,
it is the second largest world producer of soybean (56). Other than exporting major
parts of its grain soy, it also exports as mich as 6 x 10° t yr1 of crude soy
flour (56). For preducing these flours, and other products of sovbean, the first
step is the dehulling of the grain (56). Thus produced abundant seed coat is either
used as fertilizer, loiler feed or thrown away as effluent (5%).

If Brazil has to continue with its highest target of energy alcohol production,
keeping wp concomitantly self-reliance on food, the vast land and energy presently
used in cultivation of sugar cane, sweet sorghum and cassava, the three major crops
used as ethanol producing feedstocks (30, 31, 32}, will have to be used for the
focd ard feed., Thus all the agricuitural and industrial residues becone
econcmically replenishible, energy rich, transportable key feed stocks for the
production of ethancl, once hydrolyzed into a fermentable mono or disaccharide.

Review of literature has shown that the grain soybean has about 30% of its dry
welght as carbohydrate. Other soy products range in zero to 34.2% of their dry
weight as carbohydrates (18, 19}. Although the conditions  like pH, temperature,
time and mode of extraction have their respective influence on the amounts of
extracted oligosaccharides (Tables 1 and 2), the principle carbohydrates isolated
from the soybean include, the disaccharide sucrose, trisaccharide raffinose and
tetrasaccharide stachyose (Table 2) constituting about 15% of soybean grain (43).
Applying gas chramatography, the oligosaccharide composition of sixty soybean
varieties was demonstrated by Hymowitz & col. (15) to contain 2.5-8.2% sucrose,
0.1-0.9% raffinose and 1.4 to 4.1% stachyose (Table 2). In lipid free extracts of
sovbean cotyledons, 1.59% glucose, 0,023% verbascose and 0.19% of arabinose have
been reported by Kawamura & Tada (24). Glucose (0.1%), manintriose (0.1%),
galactose (0.4%), and melibicse (0.5%) have also been cbtained fram the defatted
soybean flour (7). iore recently (5), other than varying composition of raffinose,
stachyose and sucrose, 63.4% D-clucose, 36.6% galactose, have also been reported
{Table 2). BAccording to ancther recent publication (16), the flatulence causing
carbohiydrates of sovbean were oomposed primarily of raffincse, suwrose and
stachyose. This conclusion was derived because isolates and concentrates of soybean
protein, which contain lesser degrees of these carbohydrates (Table 2) caused low
flatulence.

Amongst the many metheds used for the extraction of oligosaccharides from grains
and other soy products, coccion seems to be most effective. while Ku & col. (26)
could get maximam yields of 58.5% to 59.7% of oligosaccharides with the increase in
the il of the coccion ligquid from 4.3 to 8,0, the time fram 10 to 60 min, and
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liquid: solid ratio of 3:71 — 10:1; Havel & col. (13) cbserved that doubling the
coccicn time (30 min -~ 60 min) increased the amount of extracted stachyose of
textured soy protein (TSP) from 75% to 81.3%. However, when the same was rehydrated
for 16hr at the ambient temperature, wto 97% of the stachyose could be extracted
(34). A progress in this direction has been made by the use of ultrafiltration
{Table 2}. Through hydration of the soybean grains at 4oC overnight in a solid
liquid proportion of 1:3, decantation, then rinsing followed by heating at 90°C for
3 min in a solid ldcuid proportion of 1:9, and posteriorly soaking for 5 min in hot
water, followed Ly filtering the paste through filter press, washing the residue
with hot water and finally ultrafiltering the ligquid, Omosaiye & col. (34) could
extract upto 89% oligosaccharides. The residue was left with less than 1%
cligosaccharides.

Wang & ccl. (52) on the other hand, have obtained extraction of fructose (26.93),
raffinose (47.5%), stachyose (32.9%), and sucrose ({41.8%) by hydration of soy
grains in solid liquid ratio of 1:5 for 18hr at 25°C (Table 2), But Ida & col. (16,
17} cbtained <10% oligosaccharides from cotyledons with Shr of hydration at solid
liguid ratic of 1:5 and 27.5 min of heating at 90°C (Table 2.

All the reports menticned in preceding paragraphs lead to only one conclusion
that although the exact carbohydrate composition of sovbean seed coat may vary from
variety to wvariety, pon conditions and employed process of extraction {Tables 1
and 2}; the quantity cbtained is large encugh that cne could use it as a feedstock
for the production of alechol. At the same time using the enzyme and/cr acid
hydrolysis, the celldlose fraction of the seed coat could also be used.

Utilizing soybean milling residue, we have cbtained same success (46). Reportad
‘here are the results cbtained on the carbohydrate composition of soybean seed coat,
and on alcchol production fram it.

Material and Methods

Preparation of soybean seed coat extract - Using a rotary shaker, 10y samples of
soybean seed coat contained in a 500ml Erlenmyer flask were shaken at 289C + 0.1¢C
and 250rpm for different periods of time ranging from 12 to 96hy. The shaking
nedium was sterile distilled water preadjusted to pH 8.0 with 0.5% NaHOO3 following
recommerdaticns of Ko & ool. (26}. After the designated pericd, the contents of the
flask were filtered, and pH of filtrate adjusted to 4.6. Then the filtrate was
heated in a water bath at 90°C for 20 min to precipitate proteins, The ligquid was
cooled and filtered. A portion of thus prepared sovbean seed coat water extract
(SWE) was analysed chemically and ancther used to prepare culture media as shown in
Table 3.

Ingredients (%)

Product

Carbehydrate Fibres Lipids Proteins

Seed Grainl 30.0 5.0 20.0

Flours
defatted
low fat
prome

Table 1 -~ Proximate chemical 34.2

composition of soybean grain and 9.0

its major products.
Symbols: 1 = Average of
cultivars of soybean; 2 = Samplas
prepared by ultrafiltration; 3 =
Amonts obtained by adding ths
total oligosaccharides and other
carbohydrates including Fibers.
The oligosaccharides (in %) were
13.22, 16.29, 3.47, 0.64 and 0.77
respectively in esach of the
items. 4 = NA {not available}

all

vhole
Soy protein isolate

Defatted soy protein
concentrale

Tentured soy protein
Bean cotyledon?

Soy protein concentrate?
Water extract
Ultzafilztered
Reultrafiltered
Diafiltered

25.2

7.5

“Ha

3.
340 3.
5
2

327.98

19,93
37.34
33.48
34.75

~ o
E-R .

20,28

24.00

26.40
32.55
34.37
33.56

Lol
i~
o
(=]

43.33

45,31
56.68
5%.50
58.26
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Table 5 — Efféct of the medium Foral reducing
composition on  the alcohol uears gk ) alcone} IS o of the
production, and pi{ of the spent Herdium Before Afrey e 32-1 Yield process spent wediuvm
di b & [, fermen-  feemena- ’ (gﬁ-}h'lj
mecium ¥ QCCRAronyces ratieon zation
cerevisiae NCYC 366 in media
prepared from the extracts of M1z a 43 32 71 33.12  0.359 1.38 5.10
8 28 19 33,12 0.432 1.38 5.12
soybean seed coat ¢ 35 771 35.53  0.869 5. 48 5.45
b 20 77 35.53  0.330 .48 5.53
E 15 864 39.83  0.312 1.65 5.58
F 1z 301 36,92 0.233 1.56 5.06
Ho26 A 52 43 411 18.92  0.411 0.78 5.22
B 30 434 20,93 0.186 0.87 5.81
¢ 5 411 18.92  G6.137 0.78 5.84
o 31 411 18,92 0.175 0.78 5.86
E 3 219 3302 0.249 1.38 5.95
F 25 577 26.57  0.193 i.10 5.85
H 36 A 8 30 411 18,92 0.463 0.78 5.8%
B 20 454 20.93  g.727 0.87 5.90
[ 28 456 20.93  0.102 .87 5.95
o 27 GiF 18.92 0.336 6.8 5.86
E 23 577 26.57  0.347 1.10 5.98
F 17 454 20.93  0.273 0.87 5.88
Ho4B A 60 50 411 18,92 0.370 0.78 5.98
B 51 454  20.93  0.455 0.87 5.89
c 55 516 2375 0.929 5.9% 5.88
[ 37 41l 15.92  0.161 .78 5.86
E 29 651  30.00  0.18% 1.25 6.84
F 14 577 26.37  6.110 1.10 5.90
NIz A 59 16 411 1892 0.161 0.78 5.92
B 27 4S54 20.93  0.128 0.87 5.87
C 53 516 23.75  0.774 0.99 5,93
o 20 4311 18.32  0.950 0.78 5.91
E 18 458 2114 0.101 0.88 6.04
£ 0 516 23.75 0.094 0.9% 6.01
%96 A 63 28 651  30.00 0.233 1.25 5.86
B 43 687  31.64  0.310 1.32 5.59
c 61 577 26.57  0.20% 1.10 5.73
D 61 F19 33,12 0.524 1.38 5.68
E 44 825  38.07  ©.392 1.58 5.98
F 44 801 36.92  0.330 1.54 4.83

The aguous extracts of sovbean seed cocat on the other hand were similar to those
dbtained by previocus authors in as much as the carbohwdrate composition was
concerned, Those on proteins and lipids, however; were much lowsr (Table 1). The
reducing sugar oontents, nevertheless were very low, but contents of nacro
nutrients like calcium, magnesium, and phosphorus were much higher.

Table 5, shows the amounts of alcohol chtained, {(in g/2}, its vyield and the
efficiency of the process. Nata show better amounts of alcochol in the media
prepared from the extracts obtained by shaking the seed coat for either 12 or 96hr,
Highest amounts of alcchol were dbtained in the media {12E through 96E) prepared by
supplementing 0.1% yeast extract and 0.2% peptone to the sovbean seed coat water
extract (SWE) obtained following trituration of the seed coat for 12 and 96 hours
(Table 3}. The second highest amounts were in the media that were not supplemented
with either glucose or peptone or still veast extract (F, Tebie 3). These were also
the most efficient wmedia (12E, 98B, 12F, and 96F; Tables 3 and 5). Nevertheless,
the best vield of alcohol was obtained in the medium that was supplemented with the
highest amount (0,75%) of peptone prepared by shaking the sced cocat for 72hrs (72D,
Tables 3 and 3). The next best yielders of alcohol were the media prepared from
soybean seed coat extracts supplemented with 1.3% glucose, 0.2% peptone and 0.13%
yeast extract (media M12C and M48C). The poorest yield was in the medimm  (96E,
Table 3} which gave the second highest amount of alcohol in gi—! (96E, Table 5).
Regardless of the supplementation, in general extracts prepared by shaking the
sovbean seed coat for 12 and 96hr gave the best but the ones shaken for 7Zhr the
pocorest efficiency of the process {Table 5). Results, similar to these were
obtained uwnder similar conditions from the soybean milling res:due (46).

Although data of Table 5 indicate that process efficiency in saveral of the media
swrpassed the stochicmetric value of ethanol fram hexoses, one should not forget
that these were not the only fermentative sugar in the must used. Sugars other than
glucose, including =xylose (17%) camprise as much as =50% of total carbohydrate
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camposition of soybean residue (18}, At the same time some 5. ecersvisice strains
have the capacity of fermenting the pentulose xylulose (an intexmediate of xylose
metabolism) to ethanol {28); Chiang & col., 1987; Suihke & Poutamen, 1984 (19);
Detroy, 1981 (47). Joreover, Barmett (2, 3) has described as many as 238 yeasts
that assimilate xylose (2, 3). Furthermore, presence of glucose has been shown to
stimalate higher vield of ethancl from xylose fermentation in acid hydroiysate of
red cak (20). Thus the higher than stochicmetric vield of ethanol in the present
investigation can be explained as the total ethanol yield from all the fexmestable
sugars-principally glucose and xylose-that camprise the carbohydrate camposition of
sovbean seed ooat.

As compared to the amounts of alcohol, its yield and the efficiency of the
process reported by sarlier authors, working with other raw materials like molasses
(6, 21, 39) and apple pomace (11), herein presented data indicate a very low yield
of alcchol. The maximum amount of ethancl obtained was 39.83g/2 in medium 12E which
anmnts to only 3.983%. The amounts, yields and process efficiency obtained can be
explained by carefully examining the data presented in Table 4.

Tn general the proteins of the sovbean seed coat water extracts (SWE} were
higher, the carhohydrates acceptable and reducing sugars low, It has been proven
beyond doubt that the higher nitrogen contents inhibit the better yield of alcchol
(21). ©Data obtained in present work support this cbservation of Jones & col. (21),
except in one case {medium 72D, Table 5) where higher yield of ethanol was obtained
with the highest supplementation of peptone.

Lower vields of alechol in media prepared by supplementing glucose o the SWE
cbtained by shaking the seed coat for pericds other than 12, 48, and 72hr and for
all other media may be accounted for, by carefully examining the ethanol tolerance
capacity of the yeast and the micronutrient composition of the soybean seed coat
water extract presented in Table 4, especially those of calcium, magnesium and
phosphorus, Higher ethanol concentration produced during fermentation, have been
¥nown to inhikit the growth and higher production of ethanol by the veast used (14,
33, 51). It may also reduce the transport and accumilation of the solute molecules
including micronutrients. Also, concentration, accumilation and transport (influx,
efflux) of ions like calcimm, magnesium, phosphorus and potassium across the plasma
membrane of yeast can lead to the inhibition or blockage of the amphilic molecules
with the plasma mombrane thereby having detrimental effects on the amoumnt of
ethanol produced (36, 37, 38, 41, 42). Foregoing can be supported by the data in
Table 4, explaining thereby the lower yield of alcohol. It is also possible that
the coccion process used might have increased the binding of Mgtt and Ca*¥, which
could explain the higher concentrations of these cations in the extract as compared
to the seed coat. Another reason for the low alcohol yield could be the presence of
soybesm phytic acid which has been shown to be inhibitory to the microbial
metabolism (1}. A recent report (4) shows that while binding of ions like Catt,
Mgtt, zntt, and Fe't were increased by boiling or toasting, the phytic acid
contents were not altered. Herein presented results (Table 4) thus indirectly
support the view of zbove authors (data on yeast growth not presented).

In these media, the lower vields of alcochol can in no way be attributed to the
phenamenon  of catabolite repression (40) caused due to the total reducing sugar
corposition, Even with the supplementation of 1.5% glucose the initial total
reducing sugars present in each of the extracts (Table 1)} could not have exceeded
the limit of 14 - 220 brix concentration, at which the veasts are known to produce
ethanol (21, 39). The low vields, may, however be attributed to the presence of
other reducing sugars which could not be fermented by the yeast in questicn because
of its metabolic mode (2, 3) or genetic meke up (47). This must have occwrred as
was evidenced by the amounts of residual total reducing sugars cbtained in the post
fermentation mast (Table 5).

Although the pH of the spent media did not present any specific pattern, they
were higher than those of the prefermentation must. It was interesting to note that
the highest post fermentation pH was of the media that were prepared by
supplementing 0.2% peptone + 0.1% yeast extract to the SWE (media MI2E through
M96E), ‘This increase in pH could be due to the production of fusel oils at lower
concentrations (10). These data also support the hypothesis of the blockage of the
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solute transport across the yeast plasma membrane due to higher concentrations of
Cat+ and Mg*+, as the higher binding of these ions has been dewnstrated at pH 6.5
than at 5.0; the original pH of the medium (4}, which might also have led to the
inhibition of alcohel production due to the acoummlation of higher amount of Catt
and Mg*t along with the efflux of KT (36, 38, 41).

In conclusion, even though the data presented herein do not indicate the ideal
conditions for the wutilization of soybean seed coat as the raw material for the
aleohol production, based on its carbchydrate concentration, ospacially those of
oligosaccharides, it can certainly prove to be one of the most economical
abundantly available agricultural residue which can be fully harnessed as a
camercial feed stock for the fuel ethanol production. In this mamer, within the
Brazilian context, the problem of competition of the fertile agricultural land for
the food preduction with that used for the renewable feed stocks currently employed
can easily be solved. In addition, the utilization of soybean seed coat, bran etc.,
will also facilititate overcoming social humiliation caused due to flatulence.
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InForRMACED TECNICO-CIENTiFICA SBM
Acesso a bancos de dados intermacionais

Torna—se cada vez mals necessaria a aquisicfo de informagoes mais abrangentes e
atualizadas, sobre todos os tipos de tamas, oom maior velocidade de processamento e
andlise de contetdo. Nesse contexto, 05 bancos de dados constituem grandes sistemas
de processavento eletrCnico de dados, can todos os recursos gerados pelos recentes
avancos da informatica e computagdo.

O servigo de commicacdo de dades tem real importadncia, na medida que supre as
necessidades de atualizagdo e tomadas de decisfo, nos setores governamental, indus-
trial, comercial e de servigos.

Os bancos de dados sdo sistemas de armazenamento e de recuperacac de informagdes,
que se caracterizam pela adequagac entre um s:.stema administrativo coordenador de
atualizacdo de mformacoes e um software especifico para a recuperacdo de dados.
S3n constituidos por varias bases de dados, ¢on caracteristicas distintas, de acor-
do com o tipo de fornecedor de informagdo, temdtica, metodologia e constituicio.

Podemos verificar duas grandes categorias de bancos de dados, conforme a recomen—
dagio da Comissd3o Técnica da Internmational COrganization for Standartisation,
U.s.A.:

1) Bancos de dados de informacio primaria (Source Data Base), gue dao acesso direto
ds informagbes, sendo eles mesmos geradores cue organizam, sintetizam, indexam e
tornam disponiveis os dados aos usuarios. Podem ser constituidos pelas seguintes
bases de dados:

. Bases de dados de textos completos (Full-Text Databases) , Gue contén 0s textos ou
partes fundamentais dos documentos, podendo fornecer copias, que também podem ser
dencmmados de J.nfomagao ndo formatada, isto &, textos correntes, discursivos.

. Bases de dados mumméricos (NMumerical Databases), que apresentam informagac forma-
tada, scb a maneira de tabelas, graficos e outros recursos de sintese e de inter—
correlagido.

. Bases de dados numérico-textuais (Numerical-Textual Databases), que contém dados
formatados, o wma combinacio de informacdo alfa-nmérica.

. Bases de dados de caracteristicas (Properties Datshases), que apresentam dados
J:eagrupados, sobre determinadc material caracteristice, processc ou feno:ner‘o {£isi-
co, quimico ou bioldgico), que geralmente se apresentam sob a forma numérica, tex-
tual ou mesmo mumérico—textual.

2} Bancos de dados de informacdo secundadria (Reference Database), que atuam junto
fonte informativa, reprocessando dades e tornando-os disponiveis so usuario. Para
esse tipo de banco de dados, identificam-se duas possz_bllldades

. Bases de dados bibliograficas (Bibliographic Databases), cnde s3o obtidas descri-
sSes bibliograficas, refer@ncias e resumos de artigos e periddicos  técnico-cienti-
ficos, documentos, livros, material publicitario e patentes; relacdes de entidades,
instituictes e ampresas; outras publicacdes de interesse dos setores anteriormente
mencionados.

. Bases de dados indicativas (Referral Databases), gue contém sumirios descritivos
de informagdes ineditas, em geral referentes a organizagtes, projetos e programas.

Para as areas econdmica, financeira e comercial, as bases de dades de maior im—
;nrtanc1a, contém  informacoes formatadas, sendo os dados fornecidos em tabelas,
graficos e histogramas, onde o tampo de atualizagdo & extremamente curto. Dados so-
bre mercados, cotacdes, taxas, provisdes e ocutros valores, com variacio em  fungdo
de negociagdes, tém sua atualizagdo wuitas vezes em tempo real, inclusive durante o
acesso do usuario.

Para todas as areas de planejamento e pesguisa, e particular em ciéneia e tecno-
logia, hA maior interesse nas bases de dados de informagdo nio formatada, gue pos-
sibilitam o acampanharento de noves estudos e resultados gue surgem em texto cor-
rente, Nesse caso, o tempo de atuaiizacdo & mais lento, podendo variar de wm dia a
dois anos.

Rev. Microbiol., 53 Paule, 16{2):153-165, Abr./Jun. 1985,



154

As bases de dados bibliograficos fornecem diferntes formatos de descricic dos
textos correntes. Pela extensdo das informacdes e a possivel recuperacic de docu—
mentos fisicos, convém obter cSpias impressas ou fotocdpias, de maneira "ofi-line",
por solicitagdo direta ao fornecedor da base de dados, através de comandos acicna—
dos no terminal, sendo remetidos, por via adrea ou maritima. Este procedimento ten—
de a reduzir o custo final da informacdo, pela reducio do tempe de conexao "on-li-
ne", isto &, em tempo real.

Cerca de 300 bases de dados, que se tomam disponiveis, pelos bancos de dados
DIATOG, ORBIT e QUESTEL, localizando-se nos Estados Unidos e Franga, incorporam os
mais variados campos do conhecimento & fornecem recursos para estudos, projetos e
trabalhos em ciéncia e tecnologia. 2 banco de dados DIATOG fornece dados em: medi-
cina e biccifncias (ciéncias bioldgicas, quimica, engenharia genética); energia e
ambiente (recursos energéticos convencionais e alternativos, soluicdo, OCeanogras—
fiz); cieéncia e tecnologia {engenharia, geologia, meteorologia, matematica, compu—
tagdo, fisica); ciéncia dos materiais (metais Ferrosos e n3o ferrosos, tecnoclogia
téxtil, papel e celulose}; agricultura e mutricio {(ciSncia Ga alimentagéo e recur—
s0s agricolas e naturais); quimica {registros, formulacSes, patentes, indistrias,
projetos); e patentes, entre outros.

0 acesso aos bancos de dados internacionais vén sendo amplamente estimulade no
Brasil, pelo Servigo Internacional de Conunicacdo de Dados - Sistema INTERDATA,
Pranovido pela Ewpresa Brasileira de TelecomunicacSes S.A. - EMBRATEL. O sistema se
constitui mm canal preferencial de cammicagio de dados, por redes piblicas de te-
lefonia ou telex que, conectadas aos telefones, ligados a simples terminais ocu mi-
crocomputadores e méguinas de telex, viabilizam a conexdo oom grandes camputadores,
ammazenadores de informacdes rundiais. A conexdo & efetuada por um computador TP
4050 no NO Internacicnal da EMBRATEL, localizado no Rio de Janeirc, gue analisa,
autoriza e retransmite dados, por via satdlite, até as grandes redes de comnicacio
de dades, care a TELENEY e a TYMENET, nos Estados Unidos. O canal fisico se da ror
redes plblicas, tanto nacionais camo internacionais, de commicacio de dades, li-
gando © terminal do usuirio ao camputador na central do banco de dados, através de
carandos definides de identificacao do usufirio, de chamada da rede nacicnal e do
enderego determinado do banco de dados desejado.

Para efeito de pesquisa biblicgrafica ou obtencio de documentos fisicos j& recu-

perados em linha, pode-se evidenciar dois procedimentos bisicos:
~ se O usuario tiver de posse de um terminal ou maquina de telex hd a possibilidade
de solicitar, junto a EMBRATEL, seu codigo de acesso com tarifa de registro 2 con-
trato oo O represantante autorizado do banco de dados no pals. Dessa manaira, o
usuaric realizaria, diretamente, suas pesquisas em linha, recebendo ao final de ca—
da m8s, uma fatura em cruzeiros, emitida pela EMBRATEL, na gqual sao tarifados o
tanpo de utilizacao e o volume de informagdc requeridos.
- se 0 usuirio desejar apenss levantamentos eventuais e ndo dispuser cu ndao tiver
interesse em mmir-se de equipamentos cu contratos com os bancos de dados, poderia
solicitar, junto a0 representante autorizado, una prestacdo de servigos, atraves de
entrevista personalizada ou com ¢ Instituto Brasileiro de Informac8o em Ci@ncia e
Tecnologla - IBICT, por meio de formulario, que localizaria chietivamente, & drea
de interesse e definiria quais os resultados a serem alcancados, quer sejam refe—
réncias bibliograficas, artigos ou patentes.
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Erbratel, 63p., 1983.
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4p., 1983,

3. ILI\D?TERDATA — Servigo Internacional de Camumicacdes de Dados. Rio de Janeiro,
Frbratel, 10p. 1983,

4. Guida alle banche dati. iMilano, Arnalde Mondadori Editore, 143p., 1983,
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6. TRANSDATA — A cammicacio de dados direta e exclusiva. Rio de Janeiro, Embratel,
4p., 1983.
William Antonic Cerantola
& Miguel Fazanella Filho
Ambrabio - Fmpresa Brasileira de Bio-
tecnologia
Rua Apinagés, 1081
05017 Sa&o Paulo SP

Coid Spring Harbor Symposia on Quantitative Biology. Part I - DNA tumor viruses.
Part 1I - RNA tumor viruses. New York, Cold Spring Harbor Laboratory, 1305p., 1980.

0 Simpfsio de Cold Spring Harbor famoso hi 5 décadas reune amualmente, mum  agra-
davel recanto de Tong Island NY, cientistas, os mais representativos da camumidade,
que de uma maneira extremamente informal, discutem os resultados de suas pesquisas.
Desta wvez o assunto escolhido - virus oncogénicos contou com a participagio de 372
autores e com wa audiéncia de 4110 pessoas registradas. Os 138 trabalihos apresen-
tados foram publicados em dois volumes: DNA tumor viruses e RMA tumor viruses.

No prefacio, James Watson cita aiqumas das dificuldades que a pesquisa sobre vi-
rus oncogénicos encontrou em sua fase inicial. "0 trabalho com animais exigia me-
ses, sendo anos, para a realizacdo de uma experiéncia”. Apenas na década de 60 &
que estas dificuldades foram contornadas pela introdugdo, em uso mais frequente,
das técnicas de cultura de cdlulas animais, dando inicio a uma era, em crescimento
atd hoje, que & a biologia molecular dos virus animais. Foi também recessario um
conhecimento basico sobre a caracterizacio molecular e o mecanismo de replicagdo
Gegtes virus, antes de se iniciar propriamente o estude scbre as transformagbes que
estes virus induzem nas cSlulas. Convenm salientar a importincia que as pesquisas
oom o virus SV4A0 tiveram nos corhecimentos bisicos schre os mecanismos de replica-
gio dos virus oncog@nicos. Esta fase fol precedida de importantes descobertas, tails
como a transcriptase reversa nos retrovirus das enzimas de restrigao bem como do
aprimoramento das técnicas de sintese de proteina e RNA em sistemas "in vitro"
vieram contribuir, de maneira acentuada, para o progressc desta especialidade.

Além dos artigos apresentados, nestes dois volumes constam 3 revisbes: "Viral on-
cogenes” (H.M. Tamin), "Transforming genes of DMA tumor viruses" (L.V. Cravford) e
"Transforming genes of retroviruses" (P.H. Onesberg) e um sumario "Mplecular biclo—
gy of viral oncogenes” no qual P.A. Sharp consegue descrever, de uma maneira dida-
tica e agradavel, os principais resultados 2 experiéncias apresentadas neste simpd-
510.

Sharp faz um interessante comentirioc scbre uma afirmacao de Baltimore em 1874 por
ccasifo do simpdsio schre "Turor viruses" também realizado em Cold Spring Harbor.
Nesta ocasiio, Baltimore teria dito que os cophecimentos fundamentais sobre a bic—
logia molecular, dos virus animais estariam conciuidos, o que pessibilitava entdo ©
inicio de estudos mais avancados sobre o mecanismo de transformagdo celular. Na
verdade, segundo Sharp, o simpdsio de 1979 "Viral oncogenes” se caracterizou por
uma quantidade enorme de trabathos contendo novamente uma informacio macica sobre a
wiologia molecular dos virus.

Temin, fazendo wma apreciacdc sobre os virus oncogénicos e cancer em humanos cita
dma estatistica realizada recentemente a qual indica que a mortalidade por cancer
nos FEstados Unidos & decorrente principaimente de carcinomas de pulmdo, seio e
priostata. Un outro dado importante nesta lista € a importincia dada aos agentes
quimicos agindo ou diretamente (fume) ou indiretamente (dieta) na carcinogénese,
Nota-se nesta estatistica que os virus nfo sfo menciocnados, apesar de ndo se poder
descartar totalmente a relagio de alguns virus com o cincer em humanos, tals camo ©
Fpstein-Baxr ne linfoma de Burkitt e no carcinama nasofaringeanc € o virus hepatite
B no carcinoma hepatocelular.

A metodologia erpregada no estudo da oncogénese viral nos parece gpresentar algu~—
mas limitactes Gificeis de sevem contornadas, ponto este, alias, de concordancia
entre diverscs pesquisadores presentes nesta reumido, Temin comenta esta questdo da
sequinte maneira: 1) a maioria das ewperiéncias realizadas para se investigar a on—
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cogénese viral sdc realizadas com c@lulas ou animais de espdcies diferentes daspae—
las das quais os virus sfio inicialmente isolados. Como exenmplo, temos o virus Sv40
isolado de macaco porém demonstrande uma maior facilidade em transformar cdlulas de
cobaic & rato. A maloria destas experifncias sdo realizadas com o@lulas animais
cultivadas em laboratOrio em meio nutritivo artificial contendc soro bovino enquan—
to que, no animal, as células se encontram permanentemente em contatc com ultrafile
trado de plasma. Esta diferenca na metodologia enmpregada no estude dos  mecanismos
de transformacio "in vivo" e "in vitro" pode ser a responsavel pelas difevencas en—
contradas entre a transformacio em cultura de células, daquela chservada na neopla-—-
sia em animais; 2) as linhagens celulares utilizadas nestes estudos ndo sio as oo
lulas onde os virus normalmente se replicam. Estas células frequentemente 30 deri-
vadas de linhagens permanentes de células (Cell lines) apresentando diferentes ti-
pos histoldgicos e exigindo diversos fatores ambientais e mitritivos para a sua
proliferagdc. Os virus utilizados freguentemente s5 conseguem ser propagados no la—
boratdric com um enorme auxilic técnico dos cientistas. Nes experiéncias com  ani-
mais utilizam-se gevalmente os recémnascides, geneticamente puros 2 miitas vezes
mantidos oom drogas imuno supressoras. Finalmente, a maioria dos virus oncogénicos
causam leucamias e sarcomas enguanto que a grande maioria dos tumores humanos sic
carcincmas.

Ura comparagao entre o mecanismo de carcinog@nese induzido por virus, por subs-
tincias quimicas e por radiacles foi motivo de diversas opinides. Temin no seu ar-—
tigo principal faz diversos comentarios a este respeito.

0s virus agem adicionando informacdo ac genoma da cBlula, EHstas evidéncias s3o
apresentadas detalhadamente por Crawford & Duesberg para os virus dos grupos  papo—
va, adeno e retvo. A informagao viral adiconada ac gencma viral seria Gominante e
especifica. Este conceito foi pela primeira vez indicado na década de 60, apds o
isolamento de mutantes do virus do sarcoma de Roux (RSV) que controlam diferentes
aspectos morfologicos ("focus") induzidos pelos virus. Outro conceitro nic menos im-
portante & ¢ de que o estado de difevenciacio da célula exerce infludncia nz trans-—
formagdo celular. O virug leucemiogSnico de Bbelson (Bb-MUIV} em roedores transfor-
ma fibroblastos am cultura de clulas mas ndo causa sarcoma em animais.

Dentro destes conceitos, a carcinog@nese viral parece divergir amplamente da car-—
cinogénese induzida por subst@ncias quimicas ou por radiacdio. A carcinogénese vi-
ral, como fol dito acima, envolve a adigdo de uma informacdo decaracter especifico
e dominante a0 gencma celular enquanto que a quimica e radiagio envolve uma mudanga
genética ao acaso que pode ser neutralizada ou inativada sendo normalmente decarac-
ter recessivo. Fol questionado entdo se a pesquisa oom virus oncogénicos & relevan-
te com relagao ao cancer ndo viral. Temin, pessoalmente nidc acredita que a virolo-
gia possa ajudar a responder perquntas importantes scbre cancer humano,

Parece—nos importante levantar agui as seguintes perguntas: Quais as mudancas
bioguimicas da cilula cancerosa? Qual & a natureza gendtica das modificaches consi-
deradas importantes, na célula cancerosa? Qual € o produto primiric responsivel pe-
la transformac@ic celular? Este produto primirio serd o meswmo em todos os tipos de
cancer?

Dos trabalhos apresentados neste simpOsio una grande &nfase foi dada 3s diversas
tentativas feitas pelos pesquisadores na caracterizagdo de produtos virais (antige—
s, proteinas, enzimas e fatores) ou celulares e sua possivel participacdo no pro-
cesso de transformacdio celular. A oncog@nese viral foi definida como o estudo dos
fatores que controlam a manutencic e a transformacdc do fenotipo da célula por gens
virgalis.

Dentre os virus do tipo DNA foram apresentados resultados de experiéncias reali-
zadas can o virus polioma, SV40, adenovirus, herpes simples e Epstein-Barr. Entre
os virus do tipo R destacamos o sarcama de aves, sarcoma de mamiferos {sarcoma de
Rirsten, sarcoma de Harvey e o sarcoma de felinos) o virus dz leucemia aguda defec—
tiva, o vires do complexo Friend, os virus do tumor de mama de camundongos  (MMIVS)
e o retrovirus ndo defectivos.

Finalizando, gostariamos de dizer que nos parece razodvel afirmar que o estudo
sobre a cncogénese viral se encontra ainda mua fase inicial. A grande contribuicio
jeste simpdsio foi na caracterizagio e purificacdo parcial de alguns polipsptides
que correspondem aos produtos dos gens oncogénicos e os mecanismos responsiveis pe-
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la sua integracio ao gencma celular. Acreditamos que estes conhecimentos serao de
capital importancia na compreansdc, mum futurc proximo, dos fendmenos de transfor-
macao celular.

Moacyr Alccforado Rebello

Instituto de Biofisica UFRJ

Bloco G — Ilha do Funddo

21941 Ric de Janeirc RJ

Davis, R.W.; Botstein, D. & Roth, J.R. — A manual for genetic engineerimg: advanced
bacterial genetics. New York, Cold Spring Harbor Laboratory, 1980.

Este Gtil manual pode ser visto como uma continuagdo do famoso texto de J.H. Mil-
ler “Experiments in molecular genetics" publicado também pelo Cold Spring Harbor
Izboratory an 1972. Ele vem apresentar ua colecdo de protocolos de experimentos
que visam apresentar ao geneticista as técnicas e conceitos fundamentais que pemmi-
tiram a revolucdo que levou & nowas fronteiras a genética molecular: os métodos de
iaolamento e manipulaciic de genes e o uso dos transposons bacterianos. O manual é
organizado em trds seccdes. Na primeira hd ura relagdo de 13 experimentos represen—
tativos utilizande em geral a bactdria Salmonella typhimuriwm. Usando o transposon
™10, que confere resist@ncia 3 tetraciclina, os experimentos incluem isolamento de
mitantes auxotrdficos por insercdo, insercdes localizadas, mutantes por delecdo ge-
rados por Tnl0 e matagénese local. HA uma série de experimentos com © fago lamixla
como hibridagio molecular enm placas de lise ou em gel de agarose, microscopla ele-
+trdnica do DNA e sub-clonagem do DNA do fago lambda para um vetor plasmidial. A se-
quda seccio apresenta os protocolos de laboratdrio para 29 procedimentos basicos
ar genética molecular, desde a purificacdo de estoques de bacteridfago ou fago
transdutor (P22) passando pelo isolamento de DNA bacterianc, viral ou plasmidial,
atd "in vitre packaging” de lanbda e tBcnicas eletvoforeticas, "nick translation” e
preparacic de enzimas. Os protocolos técnicos sfo apresentados e, em anexo, ha  uma
pequena discussdo que explica os por qués das diferentes manipulagdes informando
adequadamente © pesquisador iniciante.

Na terceira seccéo hA descrigfes dos meiocs de cultivo utilizados e informagdes
acbre a manutencio de estogues de microrganismos, bacteridfagos e DMAs. HA também
informacBes scbre o preparc de tampdes ¢ demais solugles, e condigdes para uso de
endonucleares de restricdo, assim come os mepas fisicos de lambda e pBR322.

Em resumo, creic que este manual € de utilizagdo didria no laboratorio de genéti-
ca molecular e encontra—se literalmente repleto de informagbes e sugestes Uteis
para o cientista praticante.

Francisco Gorgénic da Nobrega
Instituto de Cuimica USP
Caixa Postal 20780

01000 Sac Paulo SP

FAERQUIL — Cursos de Especializaczo e Gerencia de Producao de Usinas Alcooleiras.

B FRENQUIL - Faculdade de Engenharia Quinica de Iorena vem oferecendo Cursos de
Bspecializacio em Operagio e Geréncia de Produgdo de Usinas Alccoleiras, desce
1982, sob o patrocinio da STI/MIC - Secretaria de Tecnoiogia Industrial do Ministé-
rio da Tndistria e Comfrcio, da CEANAL - Comigsdo Executiva Nacional do Aleool e do
CNPy - Conselho Nacicnal de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico.

02 cursos tem a finalidade de criar competéncia profissional que possibilite a
incessante inovacdo tecnoldgica no setor sucro-alcooleire, atendendo assim as metas
fixadas pelo Covernoc Federal, através do Pré-alcool.

Fm 1984, a FAENQUYL programou o III Curse de Especializacio, ministrando a 30
técnicos (engenheiros quimicos e agrénoros, bioquimicos e quimicos), vindos de va-
rias regifes do pais. Os técnicos receberam formagdo especializada, a nivel de
pos—graduagie, oom carga hordria de 1300 horas/auia, além de atividades paralelas,
abrangendo as segquintes disciplinas: bioguimica; microbiologia industrial; culturas
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energéticas e nogdo geral de usina; tecnologia agricola; matérias primas sacari-
deas, celuldsicas e amiléceas; preparo do mosto; fermentacic: manutencic de equipa-
mentos e nogdes de instalagSes elétricas; destilacdo; nogdes de tecnologiaz do aci-
car; operacdo e controle de processos; balango energético e utilidades industriais;
controle de qualidade do produto; poluicdo e residuos; materiais e corrosic: Sequ-
ranga Industrial; administracdo e aspectos econfmicos: estudo de projeto de desti-
laria.

O corpoe docente & fommado por especialistas oriundos de diversas instituigses,
entre elas a FTI/FAENQUII~Fundacdo de Tecnologia Tndustrial, a ESALQ/USP~Escola Su—
perior de Agricultura "Luiz de Queiroz", a Universidade Federal de S3o Carlos, PLA-
NALSUCAR/TAA, UNESP/Jaboticabal, COMBRAS, UFRJ e alguras usinas e aupresas priva-
das.

Claudia Avanzi

SBM

Av. Prof. Lineu Prestes, 1374
Cidade Universitaria USp
05508 Sdc Paulo SP

Hendrix, R.W.; Roberts, J.W.; Stahl, F.W. & Weisberg, R.A., eds. - Lawbda II. New
York, Cold Spring Harbor, Momograph 13, 6%p., 1983. BS$ 92.60.

Este livro, publicado 12 anos depois da edigdo do primeiro livro schre o bacte—
ridfage lambda (X)) “"The bactericphage lambda", representa wm compéndio bastante
atualizade dos conhecimentos atuais relativos aos diferentes aspectos das pesquisas
em torno do fago . Certamente preencherd um vazio pois consegue, nun fnico voluzre,
reunir os dados relevantes para os pesquisadores que trabalham com A.

O livre consiste de 19 capitulos, cada um escrito na forma de uma revisio sobre
un  topico diferente; cobre, desta meneira, toda pesquisa realizada oom A, separada
em itens diferentes. Ha 2 capitulos introdutdrios, sendo que o primeiro, de Hershey
& Dove, fol reeditado a partir de "The Bacteriophage Larbda®, pois represanta uma
excelente introducdc ao assunto. J& o segundo capitulo, "Progress since 1970", mos—
tra resunidapente os progressos realizados nos Ultimos 13 ancs. Além disso, hi no
capitulo 17 "A begimner's guide to larbda biology", uma boa descricio dos experi-
mentos classicos feitos com r. O (ltimo capitulo "Experimental methods for use with
lambda", representa um excelente manuzl de métodos experimentais com A. Os demais
15 capitulos abordam, mma ordem l3gica, as seguintes temas:

Desenvolvimento 1itico de A; estabelecimento da sintese do repressor de »; com-
trole genético da integracdo e excisdo; estrutura, fungdo e papel na lisogenizacao
do repressor de } e do produto do gene cro; inducdo lisogénica; replicacio do DNA
de *; recambinacdo generalizada; recombinacdo sitio-especifica no fago »; genes
acessGrios do fago i; formacdo das cabecas dos fagos lambdoides; empacotarento e
corte do DNA; formagdo da cauda e injecdo; o antirepressor do fago lambdoide P22 e
seu controle; evolucdo dos fagos lambdcides e clonagem molecular com o fago A.

Finalmente, h& 3 apé@ndices contendo dados scbre: mapa molecular de A; a sequéncia
completa do genoma do fago ke vetores A.

Todos estes capitulos, sendo revisSes de um topico, escritos pelos diverscs espe-
cialistas da respectiva areaz, podem ser usados separadamente. De maneira geral, to-
dos s8o bastante acessiveis, pois contdm uma pequena introdugdc e, as vezes, um re—
suo das conclusdes obtidas e perspectivas para pesquisas futuras. Ocorrem, Dorem,
redunddncias enwe alguns capitulos, inevitidveis mum livro deste tipo. Por outro
lado, e notavel que a publicacdo da sequéncia completa do genoma de A, no  spéndice
2, ocupa 141 pAginas, ou seja: mais de 20% do livro, sendo sequramente despropor—
cional ao restante do contetdo.
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No meu entender, ¢ livro "Lambda II" € excelente na sua érea e ocertamente & um
"must" para todo lambdologista e fagologista. Porém, excetuando-sc os referidos ca—
pltulos introdutdrios, ¢ seu uso como livro-texto é restrito agueles estudantes com
wa base prévia em genética microbiana e molecular, especialmente nz area dos fa—
gos.

Jan Dirk van Elsas

Inst. Hicrchiclogia UFRY
Bloco I — Ilha do Fundido
21944 Rio de Janeiro RT

MIC/STI — Biogds: guia de informacoes e bibliografia basica. Brasilia, STI/CIT,
vol.1 E II, 710p., 1983.

£ wma publicaciio que, a exemplo dos trabalhos apresentados anteriormente, aborda
aspectos do vinhoto, um subproduto da fabricagdo do alcool em dois volumes, edita-
dos em portugués, inglés e franc8s. Formece informacdes referentes ac Brasil e al-
guns paises do exterior.

0 volure T contém: instituicdes brasileiras cooperantes e enderecos para solici-
tagio de documentos; instituicdes estrangeiras cooperantes e endereco para solici-
tacio de documentos; referéncias bibliograficas biogds; Indice de assuntos; Indice
de autores e Indice de autores corporativos.

No volume II, encontram-se: patentes; eventos em blogas; pericdicos gue publicam
informacdes sobre biogds; fontes congultadas; cadastro de entidades brasileiras que
desenvolvem atividades em biogas; Indice de entidades brasileiras gue desenvolven
atividades em biogis e relacdo de entidades estrangeiras que desenvolvem atividades
em biogas.

O trabalho visa difundir e incrementar o uso da tecnelogia de geragao de biogas.

Marcelo de Camargo Furtado
SBM

Av. Prof. Lineu Prestes, 1374
Cidade Universitaria USP
05508 Sao Paulo SP

Protocolo de ImtencOes Sociedade Brasileira de Microbiologia e Associacdc Chilena
de Mierobiologia

Be 1984, a Sociedade Brasileira de Microbiologia, durante a gestao anterior,
através de sua antiga Diretoria representada por seu Presidente Dr. Jodo Salvador
Furtado, assinou com a Associagdo Chilena de Microbiologia, Protocolo de Intencbes,
de cooperacio mitua, proporcionando a promogao de pesquisa e desenvolvimento nas
diversas &reas da microbiologia. O cbjetivo de tal Protocolo, € tracar diretrizes
gerais e especificas, para o desenvolvimento das atividades propostas; planejar e
organizar grupes de trabalho, para o desenvolvimento de tais atividades; delinear a
vrogramacdo  a ser desenvolvida, visando a implantacdc de tais atividades; formular
propostas de planos, programas e projetos, visando maior participacdo e intercambio
de profissicnais latincamericanos, através de relagdes pessoais e j_nst_:itucionais, a
fim de gerar conhecimentos inovadores cm pesquisa cientifica e tecnologica; apoiar
grupos de pesquisa JA existentes ou em desenvolvimento, e a articulagac entre oS
mesmos o com of demais; cyiar mecanismos de acompanhamento e avaliagac das  ativi~
dades propostas; desenvolver gestdes junto a organizagdes dos setores piblicos e
privados, em seus respectivos paises e cam organizagdes internacicnais, visando a
cbtencio de recursos e apoio para atividades em micrcbiologia.
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0 desenvolvimento das atividades serd efetuwado através de: cursos bisicos, espe-
cializados ou de pbs-graduacdo; consultoria nacional e intemmacional; cooperacdo
institucional e participaciio em eventos, scb a execucdo de Maria Therezinha Mar-
tins, do Instituto de Ciéncias Biomedicas USP.

Leila Vasconcellos

SBM

Av. Prof. Linsu Prestes, 1374
Cidade Universitiria

05508 s3o Paulo SP

I Beunido Brasileira sobre Micorrizas. Lavras, MG, 11 a 13 de novembro de 1985.

Sucedendo a0 I Encontro sobre Micorrizas realizado em S30 Paulo e ac IT a ser
realizado em Brasilia emn abril prdxime, a I Rewnifo Brasileira Sobre Micorrizas
realizar-se-3 o Campus da Escola Superior de Agricultura de Lavras, situada no Sul

A reunidoc objetiva aferir os conhecimentos schre esta simbicse, discutir sobre
pesquisas concluidas ou em andamento no pais, tracar metas a serem atingidas e pro-
porcionar a oportunidade para celebrarmos a efetivagio deste segrento muitidisci—
plinar das ciéncias bioldgicas no Brasil, ao qual um grande nimero de pesquisadores
e estudantes tém dedicado grande parte de seu tempo e que sonham VE-lo come  wma
tecnologia a servigo das atividades agropastoris aqui desenvolvidas.

A rewniZo constard de palestras, sequidas de apresentacio oral de tyabalhos vo-
luntérios relacicnados com micorrizas, fungos micorrizicos, seus efeitos, importan-
cia ecolGgica e potencial para exploracio em larga escala na agricultura brasileji-
ra.

Solicitamps sugestSes dos colegas.

Informacles: Reunido Brasileira Sobre Micorrizas, ESAL, Caixa Postal 37, 37.200 La-
vras MG, Fone: (035) 821-3700 (ramal 328)

Carissdo Organizadora

Sasson, A. - las biotecmologias: desafios y promesas. Paris, Umesco, 338p., 1984.

Este livro constitui-se mum excelente apanhade do estigio atual da biotecnologia
e val além guando explora as perspectivas desta "nossa biclogia”. Os capitulos es—
tA0 assim divididos: natureza e variedade dos processos biotecnoldgicos; reccmbina—
gdes genéticas e campos de aplicagdo; hibridamas; as bictecnologias e o awmento da
produtividade dos vegetais; produgbes de substdncias Gteis por meio de micrarganis-
mos - wicrobiologia industrial; conversdo de rejeitos e sub-produtos agricolas e
industriais pelos microrganismos; producdic de energia pelos microrganismos & partir
da biomassa-bioenergia; desenvolvimento da bioindistria e novas perspectivas e no-
vos problemas. Cada um destes capitulos por sua vez & sub-dividido e o autor apre-
senta os exemplos mais conhecidos e ap mesmo tenpe os mais promissores.

O livro & repleto de histérias dos projetos que deram origem a biotecnologia e
como  foi dificil e lenta a aproximacdc entre as wniversidades e as grandes indis—
trias. Fol necessirio um reconhecimento mituoc de limites entre estes dois segmentos
que permitiv a biotecnologia alcancar a fase logaritmica de desenvolvimento, gue se
encontra atualmente pelo mencs na América do Norte, Buropa e alguns palses do
Oriente.

Histdrias camo o desenvolvimento da preducdo de insulina por B, cold, desde as
idéias iniciais de transfer@ncia de material genético entre seres completamente di-
ferentes, a expressic destes genes por microrganismos para os quais esta substincia
n3o tem a menor utilidade, o transporte ou a salda destes produtos das células bac—
terianas; produtts nunca obtidos na natureza surgiram a partir de cultivos de cilu~
las vegetals como por examplo, cardiotdnicos, alcaldides, anti-leucdnicos, anti-in-
flamatorios, etc., abrindo uma ampla perspectiva as indiistrias farmacButicas, s3o
alems dos aspectos que tornam o livro fascinante para agqueles que acreditam em
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ficgdo cientifica acontecendo na terra. Esta cbra sintética, elaborada de uma ma-
neira clara e didatica destina-se a um piblico cam as mais variadas defozmagées
profissionais (bidlogos, engenheiros, qumcos, médicos, farmac@uticos, agrincmos,
ete.) e sexrve came uma introdugao e apresentacdo das potencialidades da biotecnolo-
gia.

Flavio Alterthum

Instituto de Quimica USP

Caixa Postal 20780

01000 S3o Paulo SP

Sinskey, A.J. — The effects of development in biotechnology omr the thixrd world:
current status, transfer of technology, future of biotechnology. In: — Semi-
nar/Workshop on Technology TFransfer, Management and Development and the Implica—
tions of Newly - Emerging Advanced Technologies—UNIDO ID/WG 412/4, January 1984.

O trabalho & dividide em tr8s partes: O estado atual da biotecnologia, transfe—
réncia de biotecnologia para paises do terceiro mundo e biotecnologia e o futuro.
Fol apresentado por Dr. Anthony J. Sinskey, professor de microbiologia aplicada, do
Department of Nutrition and Fcood Science, Massachusetts Institute of Technology
(MA,USA). Biotecnologia & definida como sendo "a conversao de matérias primas ou
substratos, via transformacio bioldgica em biorreatores, para elaboracio de produ-
tos". Trés importantes oconsideragdes, para o desenvolvimento da biotecnologia em
paises do terceiro murdo, sao tecidas. A primeira e mais importante & o capital in-
telectual, seguindo-se do enfoque am produtos e processos carercialmente relevantes
e finalmente a mdo de cbra, gerenciamento e infrassirutura necessaria, Dois desen—
volvimentos proveram o "capital' intelectual para a biotecnologia, a tecnologia de
DNA e 0s anticorpos monoclonais. O autor apresenta os recentes desenvolvimentos
coorridos e discute pontos criticos, como a necessidade de se enfocar a bioteanclo-
gia de forma realista, pois sla pode induzir o desenvolvimento de solucdo de alto
custo para problemas triviais.

Seque discutindo sobre aproveitamento de matérias primas {oportunidades para pai-
ses do terceiro mumde, nas &reas de energila, alimento e indistria quimica); bio—
transformagdo ("o ooragac de gualguer processo biotecnoldgico € a biotransforma-
¢io"). Assim, a escolha do catalizador ideal & importante e depende do produto em
questac, do substrato a ser utilizado, dos reguerimentos de cofatores e da necessi-
dade ou ndo de modificacfes posteriores no produto); biorreatores (necessidade de
desenvolvimento de instrumentagdc e processos de controle adeguados para determina-—
cdo de pard@metros); recuperagao e distribuicao de produtos (tecnologias novas e
mais efetivas sdo requeridas para o isolamento de compostos orgénicos, de fermenta-
dores) .

Os efeitcs da bictecnologia no terceirc mmndo sdo caracterizados, destacando-se o
papel de gerentes e planejadores capacitados para minimizar os pontos negativos.

Para vencer as barreiras, algumas cperacdbes de relevéncia sdo necessarias, desta-
cando-se programas de treinamento e programas de pesgquisa conjintos, por exemplc, o
Advance Technology Alert System (ATAS) da ONU.

£ essencial a fommacas de massa critica de cientistas, trabalhando em laboratd—
rios bem eguipados, cam capacitagio para integrar e avaliar oportunidades em dife-
rentes areas.

O texto & finalizado, com opinido do autor schre futuros desenvolvimentos na
&rea, dividides em quatro fases. No momento, atravessamos a segunda, com o desen-
volvimento de sistemas gendticos, com finalidades industrials. A terceira & carac—
tevizada pelo estabelecimento de sistemas produtcres de outras macramoléculas, como
pollssacarldeos e a quarta pelo desenwolvimento de processos de controle gue permi-
tam a requlagdo efetiva dos sistamas desenvolvidos, am nivel industrial.

Robertc Silva Waack

Frbrabio - Enpresa Brasileira de Bio-
tecnologia

Rua Apinagés, 1081

05017 Sao Paulo SP
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UNDP /WORLD BANK/WHO - Sixth programme report: July 1st, 1981 - December 31, 1982.
Geneva, UNDP/WORLD BANK/WHO, &444p., 1983.

O sexto relato do Programa Especial de Pesquisa e Treinamento em  Doencas Tropi-
cais inclui: &) uma andlise geral, com enFase nas atividades e progressos cbhtidos
durante o periodo, e b) capitulos dedicados &s atividades e avangos dos gnpos  de
trabalho. Estes capitulos estdc muito detalhados e sfo os sequintes: Tripancsomia—
ses africanas, doenga de chagas, lepra, ciéncias biowddicas, pesquisa social e eco-
ndmica, e capacidade de forca de pesquisa.

Este programa, iniciado pela Crganizacdo Mundial da Satde (WHO) e co-patrocinado
pelo Programa de Desenvolvimento das Nagdss Unidas (INDP) e pelo Ranco Mundial, tem
come  objetivo  intensificar as pesquisas no campo das principais doengas parasiti-
rias ‘crop:.ca:.s, com a finalidade de melhorar a salde e o desenvolvimento socic-eco—
nOmico em paises localizados em zonas tropicais e sub-tropicais. © programa tem o8
seguintes objetivos inter-relacionados: a) pesquisa e desenvolvimento de novos ins—
trumentos e melhorados para controlar malaria, esquistossomose, filariose, tripanc-
soniase, leishmaniose e lepra, e b) fortalecimento de instituicdes nacionais ine-
cluindo treinamento, para aumentar a capacidade de pesquisa de paises tropicais
afetados por estas doengas.

0 relato inclui refer@ncias de 800 publicagdes resultantes do programa e refletem
o progresso obtido por cientistas e instituicdes que cclaboram com © programa. Ata
o myrento um total de 1655 projetos foram auxiliados em 88 paises; 1125 relaciona-
dos com pesquisa e desenvolvimento e 480 para treinamento e fortalecimento de  ins—
tituigbes. Un totsl de 2850 cientistas de 126 paises esto participando de proje—
tos, reunides, consuitas e confe;:enmas organizadas pelo programa.

Un papel importante do Programa € garantir coordenagdo entre cientistas e insti-
tuicles interessadas a encontrar as prioridades estabelecidas pelo programa. Exem—
plos incluem: padronizacio de protocolos, estabelecimento de rades de laboratorios
para a triagem de agentes guimioterdpicos potenciais, fornscimentc de reagentes
biolégicos, estabelecimento de bancos de referéncia de reagentes bioldgicos, ava—
liagao multi-centro de testes dlagndsticos, inguéritos epidemiolégicos internacio-
nais, promogao de interagdes entre programas de controle e instituicSes de ensine e
pesquisa.

Pesquisa e desenvolvimento sob © Programa especial envolve uma faixa ampla de
atividades, de pesquisa aplicada ao campo a estudos basicos de laboratdrio, tudo
idealizado no gentido de melhorias no controle das doengas. Neste sentido, estiddos
epidemiclogicos estdo formecendo: a) melhor conhecimento de prevaldncia e distri-
buicac das doengas, formecendo informacdes uteis no redirecicnamento de medidas de
controle, b) melhor utilizagéo dos medicamentos existentes, c) progresso quanto a
novos agentes terap@uticos, vacinas e medida de controle de vetores, d) colaboragdo
con a indistria, particularmente a farmaceutica, mas senmpre cuidendo de proteger os
interesses do setor plblico, e) patentes, f) pesquisa de campo — evbora muma escala
global os resultados nesta area ainda sdo fracos, estdo confiantes que atravées de
varios mecanismos, oomo o encorajamento de programas hacionais para controle das
decengas ou o fortalecimento de wnidades de pesquisa, g) esforgos no sentido de que
os resultados da pesguisa serao aplicados em paises tropicais., Varios mecanismos
estic sendo adotados para prowover a rapida disseminacio das novas informacSes aos
cientistas e as autoridades nacionais em salde piblica, através de varios mecanis—
mos {Comités de Peritos do WHO, grupos clentificos, publicacbes cientificas, semi-
nérios, etc).

Os avancos alcancados pelo Programa em relacdo a malaria, esgquistosscmose, fila-
riose, tripanosoniase americana, doenga de Chagas, leishmaniose, lepra, s&o descri-—
t0s e comentados,

0 fortalecimento da capacidade de pesquisa de paises tropicais teve continuidade,
sendo que a cooperacas técnica entre paises em desenvolvimento, em pesquisa e trei-
namento em dogncas tropicais tarbém aumentou significativamente, sendo que aproxi-
madamente um tergo das publicagbes do periodo relatado pertencem a cientistas de
palses em desenvolvimento. -

No momento, a escassez de fundos constitul causa importante de preccupacio. Embo-
ra varios contribuintes tenham aparecido am 1981 e 1982, entre os quais se inclui o
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Brasil, houve uma queda nas contribuicles de ordem de 8:%:, havendo wea esperanca que
esta tendéncia reverterd e que fundos suficientes estardo disponiveis para permitir
a aplicagdo pratica com sucesso, dos frutos obtidos pelo Programa a nivel dos labo-
ratorics.

Paulo Pinte Gontijo Filho
Instituto de Microbiologia UFRT
Centro de Cidncias da Salle
Bloco I — Ilha do Fundao

21941 Rio de Janeiro RJ

Varmus, H. & Levine, A.J., eds. ~ Readings in tumor virology. New York, Cold Spring
Barbor Laboratory, 113p., 1983.

Trata-se de mals wa fantlstica puplicagdo do "Cold Spring Harbor Laboratory®,
sequndo ©s aubtores, um campanheiro das duas publicagdes anteriores em virus tumo-
rais. Destina-se a pds-graduandos e pds—doutorados empenhados no entendimento da
biologia molecular dos virus tuncrais. Assim, "Book that helps teachers to teach,
students to learn, and practioners of our art of reminisce productively upon it".

% constituldo por 11 capitulos perfazendo o total incrivel de 903 paginas, abor—
dando os diferentes aspectcs da biologia molecular dos virus tumorais, tanto de na-
tureza RNA caro DNA. Cada caplitulo traz uma stmula com o desenvolvimente croncidgi-
co da matéria e nas piginas subsequentes as cSplas completas dos trabalhos pionei-
ros, que nem sempre sido facilmente disponiveis ao leitor. No final do capitulo hi
una relagido de referéncias que datam dos Gltimos 5-8 anos, estes publicados em re-
vistas disponiveis nas biblictecas da maioria dos laboratorios.

Trata-se de wna obra que simplifica extraordinariamente o tyabaiho do pesquisa-
dor, earbora deva ter sido altamente laborioso para os editores. Porém, &m se tra-
tando de perscnalidades do porte de levine & Varmus dindmicos, vibrantes, e  inte—
ligéncia e vivacidade privilegiados seria de se esperar uma publicagdo da mais sie—
vada categoria tal qual se apresenta.

Cap. 1 - "Origens da virclogia de tumores - DNA" — A origem viral de tumores foi
descrita por Rous am 1911, que demonstrou a presenga de agente filtravel em sarco-
mas de galinhas. Em 1932, Shope isolou de coelhos um virus capaz de  induzir tumor
fibromatose em coelhos. Durante muitas décadas nenhum agente infeccioso foi isolado
de carcincmas de animais Somésticos. Os estudos de papilamas de coelhos foram es—
tendidos aos hunanos e as informagles obtidas sao devidas a recentes metodologias
de clonagem molecular. A primeira demonstrac@o de que virus humanos poderia induzix
tumores em animais se deve a Trentin & col. (1962). A associacio de virus com cine-
cer fez vislumbrar a possibilidade de imunizar individuwosg contra o c¢@ncer, porem,
ate hoje, somente, se conseguiu proteger as galinhas contra a doenga de Marek.

Cap. 2 - "Replicacac do virus de macacos — SV40" — Os virus Sv40 foram isolados
de cultura de células de rim de macaco utilizadas na producdo de vacinas anti-po-
lic. Os virus sdo constituidos somente por DNA e proteinas, a codificagio das pro-
teinas estruturais & devida acs genes localizados na metade do cromossama e a quira
porgao codifica os antigenos T e t. Uma série de funcbes importantes sdo atribuidas
ao antigeno T, tais comc a iniciacic de replicacdo do DMA, sstimule da sintese do
DNA da célula infectada, sintese de enzimas etc. O ciclo produtive do virus & dis—
cutido em detalhes.

Cap. 3 - "Replicagdo de adenovirus" - Foram inicialmente isolados de tecidos ade-
noides, sao canhecidos cerca de 31 serStipos humanos, divididos em 5 subgrupos de-
pendendo  da hamologia de DNA, canposicao quimica, propriedades immoldgicas e bio—
logicas. Os adeno-gripos 8 sdo considerados oncogénicos. Os gencmas possuem regides
de transcrigao precoce e tardia. Acredita-se que o estudo da estrutura do gencma e
processamento do mRNA possam constituir wum modelo de organizacao dos genes de euca~
rictos. -

Cap. 4 - "Transformacac" - 2o contririo do que se observa usualmente, nestas cir-
camstincias quanto mais agentes com potencial tumorig@nico vém sendo descritos, es—
ta se tornando mais camplexo o conhecimento dos eventos que levam a indugic de  tu-
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mor. Os virus DNA crescem em hospedeiros diferentes daquele em que foram isolados,
isto &, sdo xenotrfpicos. As cdlulas transformadas contem DNA viral integrado, po-
rém scmente \ra porgdo & transcrita. O problema da regulacdo € amplamente discutido
no sistema de SV40 e poliocma.

Cap. 5 - "Herpesvirus" ~ S3o conhecidas cinco espécies, herpes simples {(HSV 1);
HSV (2); Epstein Barr (EBV), citomegalovirus (CMU) e varicela—zoster {(VZVi. Os vi-
rus HSV 1 e 2 mesmo inativados sBo capazes de transformar cdlulas em cultura. O EBV
ten limitacoes de crescimento "in vitre", dificultando seu entendimento, Aparente-—
mente, o EBV iscladamente & incapaz de causar linfoma ou carcincma nasofaringeano,
necessitando de fatores adicionais como exposicio a immosupressores, predisposicdo
genetica e fatores fisicocuimicos,

Cap. 6 — "Descoberta e crescimento dos retrovirus" — Relata a observacis de um
agente filtravel por Rous em 1910, isclades de tumores de galinha de wma granja em
Plyrrogth Rock, o fato permaneceu no esquecimentc por meio séculc. Gross (1851) por
selecac de camundongos (C3H) cbteve transmissio de humores por inoculagdo de extra-
tos de células leucémicas. A descricdo de virus associados com necplasias em dife-
rentes especies estimuilou o interesse e a especulacdc da presenca de vius onCogEni-
cos no hoem. Poiez & col. {1980), Galle & col. (1982, 1983) descreveram virus em
celulas de pacientes humanos com linfoma de cflula T e leucemia. Aparentements, 0s
virus observados em pacientes leuc@nicos no Japio sio altamente relacionados (Hiru~
ma & col,, 1981). Ha consideracic acerca dos tipos de ensaio e especificidade de
hospedeiro.

Cap. 7 — "Genama dos retrovisus e genética" - Trata-se de wr dos capitulos em que
as informacdes fundamentais datam de 1974 em diante. Salienta que o gencea & um
complexo de duas cadelas de RN, em que as subwnidades variam em tamanho de 4-9 kb
dependendc da espécie viral. Os retrovirus exibem alteracles genéticas com alta
frequéncia; as mutacSes particularmente as delecgdes aparecem regularments em culty-
ras. O grande poliploidismo &€ analisado. Informacfes acumiladas permitem propor a
exist@ncia de quatro tipos de darinios codificando os componentes estruturais — gag
- para os antigenos do cerne; pol - para transcriptase reversa; env - para glico-
protelnas do envelope e onc ~ para as fungdes oncogénicas. Os genes gdag, pol, env,
aSsumem as mesmas pesicbes relativas em todos os membros da  familiz  Retroviridae
encuanto que a posicac do gene onc varia dramaticamente.

Cap. 8 - "Replicacdo dos retwovirus" - A abordagem & dividida em tr8s partes: a
hipGtese do protovirus; sintese, integracio do provirus e expresséo dos genes vi-
rais. A proposicac de que os virus RNA replicariam através de intermedifrios DA
foi da autoria de Temin em 1963, baseado nas propriedades das células infectadas e
resposta dos organismos acs .inibidores metabllicos especificos (actinomicina D).
Foi somente em 1970 gque Temin & Baltimore simultaneamente demonstraram a formagdo
de wm hibrido intermedidrio RNA-DNA ou seja, provocaram o impacto da transcriptase
reversa - DNA polimerase RNA dependente. A organizacZo gendmica & na realidade mais
caplexa, existem reyiSes LIR, U e PB tanto na terminal 5 e 3', gue ndo sio tradu-
zidas mas sdo participantes no processo da replicacio viral,

Cap. 9 - "Retrovirus endbgenos” — Cita a possibilidade de se evidenciar os "endd-
genos” na forma de provirus em determinados menmbros de uma espécie, definir sua ese
trutura, potencial genético, podendo representar 0,1% do genoma de mamiferos, Sao
colocadas varias perguntas, tais como: seriam os enddoencs originirios dos genes de
células normais; gqual o mecanimso de insercdo nas linbagens germinativas; hi bene-
ficios ou desvantagens mum organismo carreando provirus?

Cap. 10 - "Patogénese e genes transformantes” — Apresenta wwa tabela altamente
ilustrativa contesado 17 oncogenes virais identificados de diferentes espécies alta—
mente tumorigénicas, relacionando cam as propriedades dos produtos. Ampla discussio
da atividade de proteina kinase das protelnas virais & apresentada. Além disso,
considera as relagdes estruturais e funcionais dos genes V-onc e C-ong.
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Cap. 11 - "Virus de hepatite B" - Os virus de hepatite B (HBYV) de gencma DNA 850
mais  comamente tramt;.dos por incoculagao cam instrumental contaminado ou trans—
fusao sanguinea. O virus HBV tem o maior genoma € o mails compacto até hoje  descri-—
to. A sua inclusdc entre os virus oncogénicos se deve a relacio epidemiologica en—
tre a infec¢ado c¢rdnica com HBYV e carcincma hepatico; encontro de DNA de HBV inte-
grado nas células dos individuos. Os experimentos esbarram com a dificuldade de se
propagar o$ virus em cultura.

Tawoke Higuchi

Institute de Quimica USP
Caixa Postal 20780

01000 Sdo Pauloc Sp

Virologistas e tecnologistas para o diagndstico de AIDS

0 Governc dos Estados Unidos, através do US Public Health Service, estabelecsu
restrigbes para a concessdo de licenca - com pagamento de “royalties” — para o uso
da patente de propriedade do National Cancer Institute, para os testes de andlise e

propagagac do virus linfotrdfico IIT da célula T de humanos (HTLV-III) e que foi
relacicnado & causa de AIDS (Genetic Engineering News, July/Aug. 1984).

As restrigles envelvem o acesso limitado a0 estoque de virus mantido pelas agén-
cias governamentaig, obrigatoriedade de fornecimento de cepas, para o depbsiio sob
controle governamental e competéncia clentifica e tecnoldgica em trés grandes
areas: experifncia em manipular retrovirus; (ii) capacitacac para "scale up" {m—
danga de escala am producie do virus) e distribuigac e (iii) experiéncia em tecno-
logia de DiA-recormbinante. Foram 10, os critérios formalmente estabelecidos pelo
Public Health Service: 1) experiéncia em isolamento, purificacic e caracterizagdo
de retrovirus; 2) habilidade em cultivo celular em grande massa para producdo de
virus & experiéneia com crescimento de clulas linfdides; 3) disponibilidade de
instalacbes laboratoriais do nivel P-3, para producdo de virus e antigenos virais;
4) capacitagZo das instalagbes para concentragdac e inativacfo de virus produzidos e
manutencao de controle de qualidade sobre o processo de inativagio; 5)  experiéncia
prévia em ELISA (Enzyme Linked ImmunoAbsorbent Assay), ou em radicimunocensaio, para
ampla producdo e distribuigdo de produtos em escala camercial; 6) habilidade para
envazamento (embalagem}; 7) experidncia am avaliacdo e monitoramento de  resultadeos
de ensaios bioldgicos sob controle do Investigational New Drug Permit do National
Cancer Institute; 8} cooperagao com o Public Health Service para a coleta, avalia—
gdo e manutencdo de dados dos testes biolOgicos; $) habilidade para produzir mate-
rial suficiente para testes em escala comercial e 10) competéncia em tecnologia de
DNA-recombinante, com vetores de expressac para a glicoproteina e/ou experiéncia no
desenvolvimento de anticorpos peptidic-especificos.

Nota-se, portanto, que a producdo de recursos para diagndetico de AIDS implicara
na existéneia de considerdvel competéncia do ponto de vista fisico {instalacgdes,
equipanentos) , financeiro (para sustentacdo continuada e sem qualquer tipo de am
perramento, nem Justificativas) e, acima de tudo, de recursos humanos altamente
qualificados en biologia molecular, bioquimica, fisiolegia, imunogenetica, engenha-
ria blogquimica, instrumentacao (particularwente eletrdnica) - orientados para dois
tipos de sistemas biolégicos: células linfdides e retrovirus,

Quem quiser entrar na corrida ou julgar que deve se envolver no desenvolvimento
de produtos, coom tecnologia prOpria, para geragao de kit para diagnéstico,. poderd
valer-se dos critérios estabelecidos pelec US Public Health Service, o que serd
bom cameco.

Jodo Salvador Furtado

Dept. de Microbiologia

Inst. Ciéncias Bicmédicas USP
Cidade Universitéria

05508 S3o Paulo SP
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PRODUCAD DE BIOGAS A PARTIR DE RESIDUDS ORGANICOS

De 6 a 17 de dezembro de 1982, a SEM - Sociedade Brasileira de Microbiologia e o
CLAMA - Comité Latino Americano de Microbiologia Ambiental realizaram o I Simposio
Latino Americanc de Produgdo de Biogds. Durante o evento, foram apresentadas confe-
réncias e comunicagles a respeito de programas mantides por agencias governamentais
€ empresas atuantes ma area de energia.

Com as dificuldades encontradas para editar textos, relativos as apresentacgdes
durante o evento, a S3BM iniciou a divulgacdo de informacoes fornecidas pelos auto-
res, através da Revista de Microbiologia.

Os artigos ndo foram submetidos a revisdo editorial, na forma adotada para as
contribuigdes regularmente submetidas para publicacic na Revista. Por razées opera-—
cionais, as matrizes ndo foram revistas pelos respectivos autores. Consequentemen-
te, a editoragao da Revista de Microbiologia antecipa o pedido de desculpas zos au—
tores, pelos erros que vierem a ser introduzidos, inadvertidamente,

PRODUCAD DE METANO A PARTIR DE VINHACA

Américo Martins Craveiro
Institute de Pesquisas Tecnoldgicas do Estado de Sdo Paulo S.A. - IPT

Caixa Postal 7141
01000 Sac Paulo SP, Brasil

Introdugao

A vinhaca € o eflvente gerado pelas destilarias ao se separar o etancl o mosto
fermentado. A natureza do mosto empregado, al&m de diversos cutros fatores, deter-
minara a composicdo da vinhaga, conforme pode ser observado, para vinhacas de DYO-
cessamento de cana-de-aclcar, na Tabela 1.

A produgdo de vinhaca & de cerca de 12 litros por cada litro de Slcool. O aumento
previsto da produgdo de etanol estd levando & geragio de quantidades enormes e
crescentes de vinhaga.

Neste contexto, dois aspectos mais relevantes devem ser analisados:

Poluigdo - A elevada DBO da vinhaga {da ordem de 20.000mg/%} implica em que una
destilaria de 120.000% de dlcool por dia & potencialmente tic voluidora, conside-
rando apenas a vinhaca, quanto os esgotos domésticos de uma cidade de cerca de
270,000 habitantes.

Aproveitamento economico - Face 3 grande disponibilidade desse residuo, deve-se
procurar alternativas de seu aproveitamento econdmico. Entre elas podemos conside-
rar {3): recuperagio de potdssio; fertirrigagic da cana-de-aclcar oom vinhaca in
natura ou concentrada; producdo de proteina wnicelular; producdo de biogas.

Atualmente apenas a fertirrigagao € praticada no Brasil, especialmente no FEstado
de S50 Paulo, no momento quase exclusivamente com vinhaga in natura.

A digestac anaerdbia & um processo que simultaneamente trata a vinhaca e produz
biogés.

Os resultados experimentais ja alcancados e as vantagens do processo de digestio
anaerdbia indicam que este processo podera ter um papel relevante na solucio do
problema de disposicéo e aproveitamento desse residuo.

Rev. Microbiol., Sd3o Paulo, 16(2}:166~170, Abr./Jun. 1985.



Tabela 1 — Caracteristicas de vinha-
¢as resultantes de mostos de melaco,
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Tabela 2 — Resultados obtidos em 1981, no
biodigestor de fluxo ascendente para vi-

caldo de cana e mostos de caldo e nhaga instalade na Paisa {(jan./abr.)
melaco
oL Caracteristicas do efluente
Composicao média da vinhaca (bia 93; TRH = 3,1 dias)
o 3,80 wH 7.1
- - - S5lidos totais {g/2) 15,6 S3lides totais {g/i) 8,6
ParSmetro Vinhaga d¢  Vinhaca  Vinhaga de s5lidos voliteis (g/2} 11,6 sSlidos volateis (g/2) 3,7
melago (g/i) mista {g/i} caldo (g/e} fcidos voliteis /mg/2} 3.116 fcidos volateis (mg/i) 100
e - DO (/%) 19,300 o0 (mg/e) 4.600
Nitrogénio {N) 1.18 Q,70 9,28 DBO (mg/2) B.57% DBO (mg/2) ey iv]
Fésfi S = Nitrogenic {mgN/%} 18% Sulfeto total (mg/2) 30
foro (#05) 0,13 0,11 9,13 Fosforo (mg/th 60  Sulfeto solivel “(ng/z) O
Potdssio (K30 7,83 4,57 1,22 potdssio (mg/R) 1.026
cilcio (Ca0) 3,64 L2 0,65 Sulfato (mg/h) 813
Magnésio (M0) 0,99 0,66 0,21 Reducio de DQO  Total: 6% Redugdo de CEO  Total: 96%
Sulfato (S04} ,40 3,73 0,62 Schren: 88% Sohren: 98%
Matdria Crginica 63,40 38,00 18,50 Tempo de Reten. Hidr. Minimo: 2,5 dias
rof. 1 Carga Orgdnica Maxima: 7,72{@@_
#H 4,2-5,0 4,4-4,6 3,7-4,6 media
RO 25 13,8 6-16.5 Produgdo de gis médiar 9,21/%1,,‘53%
0o 65 45 1533 Conversao: 0,464g3s/9DQnq
ref. 2 Teor de metand: 55-583%
As virhagas de cana—de-acicar enquanto substratos para a digestao

Como se verifica pela Tabela 1,

a concentracao de matéria organica, expressa como

DBO ocu DQO, varia bastante dependendo do tipo de vmhac;a. Isso significa que se um
determinado biodigestor operar com uma carga max;ma (ds»ga:ms para exezrpllﬁcar
15KgDQO/m® x dia), o tempo de retencdo hidrdulico winimo sera diferente para os 3

tipos de vinhaga
mista e 4,3 para de melago).

Outro aspecto a considerar &€ o
teor de sulfavo presente. Parte des—
se sulfato pode ser convertido, no
bicdigestor, por bactérias redutoras
de guifato, a sulfeto. Quando se
atinge dentro do bicdigestor concen-
tragbes dJde sulfeto soliwel superio-
res a 200mg/%, podem ccorrer sérios
problemas de inibicao do processo,
acarretando actmulo de acides wvola—
teis e decréscimo do fator de con—
versdo. Assim, a biodigestic de wvi-
nhagas mistas e principalmente de
melago pode ser dificultada por es-
sas elevadas concentractes de sulfa-
to.

O potdssic, també&n presente am
concentractes  elevadas em vinhacas
mistas e mais ainda nas de melago,
pode causar algum problema de inibi-
CBO.

A matéria organica contida nas vi-
nhagag Jde cana-de-acgicar, apresen-
ta-se predominantemente (da ordem de
90%) na forma solivel, o que facili-
ta a conversao pelos microrganismos,
apesar do baixo pH dessas vinhacas.

{(sequndo os dados da Tabela 1,

teriamos de 1,0 a 2,2 dias para

Flgura 1 - Aumento da preducao de energia a
partir da cana-de~aglcar com a produgao de
biogas da vinhaga

1 ton cans—e 280%g bagaco ~2808S357Ke 47 0 x 10%%car (53,0}

7091%cat kg

36,8 x 10%Kcat (47,3)
%209¢c:0,789%g/2

852 Ilcool

8451 vinhaga

pgo=30g/1
253509000

0,42985/000
10140293

EDECH,

2
sossgen, —2330Kealim’ 5 5 10%kcaz (67)

88,6 « 19%xcat

tnergia Total
Biogds - §,2 x 10%xcaz :: 11,1% bagigo
12.,7% Ftcoot

Eficiencia de queima de bagacu:SO%"‘biagis

Eficidneia de queima de gas: 90%| 174 bagaco
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O IPT vem realizando diversos estudos
de laboratorio, oom vinhacas mistas,
estudando por exenplo a influfncia da
adigdo de nutrientes (nitrogénio e £0s—
foro), influéncia de concentracbes ele-
vadas de potassio, etc.

piloto

A viabilidade econdmica da biodiges-
tdo de vinhaga e de diversos outros
efluentes industriais, sempre foi <com—
prometida pela necessidade de elevados
tenpos de retengac hidraulica, superio—
res a 15 dias, necessarics na Operacio
de biodigestores convencionais.

Todavia ocom o desenvolvimento de no—
vos tipos de bicdigestores de elevada
eficifncia, osse problema estd sendo
eguacionado,

O bicdigestor de fluxo ascendente com
leito de lodo & un desses sistemas de
grande eficiéncia, tendc sido aplicado
em infmercs casos cam bons  resultados,

Este bicdigestor tem um decantador interno que decanta

Tabela 3 ~ Resultados obtidos em 1982 ne
blodigestor de fiuxo ascendente para vi-
nhaca instalado na Paisa (jan./ral.)

Carposicie média da vinhaca Caracteristicas méiias efluente

wital 3,73 7,3
S5lidos totais {g/) 25,2 Solidos totais (c/2) 16,9
Slidos voliteis (g/i) 19 3 s6lidos volateis (g/i) 3,2
DQD tmg/ &) . 00ot) img /1) 6,144

DEO {mg/1) 17 070 DBO(C}(“;/?_] 918
Nitrogénio lng/fil 512 Witrogénic (mg/i) 343
Fésforo {mg/i) 109 rosforo (mg/i) 08
Sulfato (ma/n) 897 potiassic {uy/} 1.221
Pordssic fng/1) 1.473

Redugdo de DBC Tomal: 94,63
Sobren: 95,1%

reducdo de DQO Total: 80,53
Schren: 91,43

Tempo de Reten, Hidr, Mindro: 1,5 dias
C;nrqa Organica Miwima: 18, ?5?@

madiza
Produgio de gas médias 13,14/ tyinhaca
Conversaa: 0,4:98s/g000ad56.
Teor demetano: 60-65%

cs "pellets" de lodo que se

formam ao longo do tempo, de forma que ndo se perde bacterias com o efluente que

deixa © sistema.

Forma-se gradativamente um leito de lodo de alta concentracéo em bactérias na re—
gido do funde de biodigestor, que pode transformar slevadas taxas de substrato, o

bhaixos tempos de retencic hidraulico.

Um digestor deste tipo, com 11m® de capacidade foi instalado na Penedo Agroindus—

trial S.4. (PAISA), situada en Penedo,
TBRASAE (BNDE)} e PAISA.

Alagoas,

mm trabalhe conjumto do IPT,

Os trabalhos foram iniciados em janeiro de 1987, prossequindo até abril daguele
ano. Ficouw-se parado na entressafra, retomando-se a alimentagico do biodigestor em
janeiro de 1982, prossequindo-se até maio deste ano.

G biodigestor recebeu indculo, provindo de un biodigestor de esterco bovino, ape-

nas na 128 partida, en janeiro de 1981,

0 bicdigestor nao tem sistema de aguecimento, mas € isclade temmicamente,

permite,
32eC.

o que

devido a elevada temperatura ambiente, gue o mesmo opere na faixa de 28 a

As Tabelas 2 e 3 mostram alguns resultados cbtidos nesse trabalho nos anos de

1981 e 1982, respectivamente.
Como se observa, ja em 1981,

com apenas cerca de 4 meses de operagao, alcangou-se

uma carga organica de quase 8XgDQO/m’.dia, baivando-ge o tewmpo de retengic para
cerca de 2,5 dias. Isto fol conseguido mantendo-se elevadas redu coes de DOO e DBO.
Na- retomada da alimentagdo, apds 8 meses de inatividade, o crescimento da popula-

¢&0 bacteriana permitiu alcancar—se resultados ainda mais expressives,

elevando-se

a carga a valores médios na faixa de 14KgDQO/m®.dia, com valor maximo de atd
18, 7XgDQO/m* .dia e tampo de retengdo minimo de 1,5 cLas. Novamente isto foi alcan—
cado mantendo-se elevadas redugdes de DQO e DBO.

Significado energético e utilizacio do biogas e efluente do bicdigestor

0 biogas gerado da vinhaca representa, como mositra a Figura 1, wm grande poten-

cial energético.
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Fignra 2 - Utilizagéo do |_.... .Caldeiras —= economia de bagaco

bilogas e do efluente do 3akg bagaco/ton canz

biodigestor ' {n=902) 50kg bagago/ton canez

A .excesso de bagaco . peletizagdo  subst. Bleo comb.
20%  umidade
700kg!m3
3.300 Xcallkg
St/dia reterna: 1 ang

Ragzo fenergta ei8trica/furfural/
papel/hidrdlise para mais 3lcool

L—— .Yso em veiculos—w2conemia de diesel ou Flcool

Fertirrigacdo da cana-de-agdcar (pHs7)

Pranzlsycar . fomparzgzo com vinhaga in na-
{Adamantina} tyrs, adubacao minerai, teste
grLBINTE menbe (H9)

. An@lises fisico-quimicas e bfio-
1dgitas na cana e solo

e . Tratamentn $Eeundirin —e parz lancamento

CETESE . lagoa zerada

{Penzdo,AL) . lagoz anzerdbia + Ffacult.
. todo 2tivado
. filire bigldgico

. filurg anaerébio

Como s ve, equivale a cerca de 11% do bagago total produzide ou até 17%, se con-
siderarmos as eficiéncias atuais de cambustic.

Como mostra a Figura 2, © biogas pode ser usado nas caldeivas, liberando bagacgos
para outras aplicagdes ou pode ser usade como corbustivel em velculos, permitindo
econcmizar dlesel ou dlcool.

Também na Figura 2 mostra-se aloumas idéias em relagdo & utilizagdo do efluente
do biodigestor. Preferencialmente imagina-se seu uso para fertirrigacdo da ca—
na-de-aclcar. Mas também pode haver situagfes an gue interesse o tratamento secun-
daric do efluente e seu posterior lancamento em cursos d'agua ou melhor ainda, sua
reutilizacdo na destilaria, como adgua de lavagem de cana, por exemplo.

0 teste agricola do efluente sera feito pelo Planalsucar na regido de Adamantina,
5P, onde se instalard um biodigestor de 100m®, para vinhaca de caldo de cana, que
deve comecar a operary em maio de 1983. Esse projeto & um trabalho conjunto IPT/So-
pral/Santin e Adalcool.

Algumas alternativas de tratamento secundario serao feitas pela Cetesb num traba-
1ho conjuntc com IPT e Paisa. O trabalho serd feito na Paisa, onde, a partir de de-
zembro de 1982, retomar-se-& a operagdo do biodigestor de 11m?, alé&m de se iniciar
a ¢peragio de 2 biodigestores de 25m® cada um, funcionando com o mesmo principio,
agora alimentados com vinhaga mista.

A conducdo de todos estes trabalhos faz supor que a partir de 1984 ja se roderd
contar com biodigestores industriais de grande porte instalados no Brasil.
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BIOGAS TECHNOLOGY IN THE UNITED STATES: AN OVERVIEW

F.G. Pohland

School of Civil Engineering
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Atlanta, Georgia, USA

Tntrodnction

One of the greatest challenges confronting the continued development of bicgas
technology in the ithited States (U.S.) is that of re-establishing the momentum
previously provided by critical eneryy shortages consequenced by the 1973-74 oil
erbargo. This momentum was curtailed by ensuing petroleum surpluses, declining oil
prices and associated competition between OCPEC ({the Organization of Petroleum
Exporting Countries) members, and the adoowledged goal of the Reagan
Administration to transfer mach of the monetary support responsability for further
development and commercialization to the private sector. Hence, the future of
biogas taechnoclogy in the TU.S. is uncertain and thereby vuilnersble to the fiow and
ebb of energy supply and demand, government funding policies, and the associated
enticements provided by the market place.

During the 1970's, Americans were confronted with gasoline shortages, sharp
increases in the price of all types of energy, and shifting government policies,
all of which tended to promote developments of biogas technology as the search for
alternative energy scurces coamenced. Overaill energy use patterns shifted
concamitantly with the greatest reversal noticed in petroleum consumption after the
oil embargo (Figure 1). Indeed, the growing appetite for energy of all types tended
to stabilize or decrease thereafter, leading to a similar stabilization in
production.

Fortunately, the U.S. has always been endowed with large supplies of domestic
energy and wntil 1974, it led the world in crude oil production, However, thig
production compared to consumption resulted in a shortfall of about 10% which prior
to 1970 had been much less and then generally increased commensurate with demand.
The impact and ensuing sensitivity to these shortages eventually catalyzed a search
for altemative sowces of energy and an amphasis on energy conservation which
became most noticeable in the late 1970's.

As energy supply and demand changed, so did government attitudes toward
influencing the availability, price and use of energy. A host of new govermment
initiatives energed, including legislation and an eguivalent growth in the amount
of budgeted resources devoted to energy conservation (Figure 2), research, and
regulatory and information programs. Biogas development was one of the primary
beneficiaries of these actions through the then (1977) new Department of Energy
(DOE) and its Office of Renewable Technology with its Divisions of Geothermal and
Bydropower, Energy fraom Mmicipal Wastes, and Biomass Energy Technology (14)

Unfortunately, much of the earlier initiative was abandoned, government funding
has been drastically reduced, and the DOE focus on bicgas development has changed
to the point where £funding for research and develcpment in conservation and
alternative energy sources is destined to decline by as much as 50%. Whether this
change in policy (alsc impacting cother agencies) will dramatically alter the ' gains
in biogas technology in the U.S. remains to be seen, but it may be considered a
primary causative factor for the present state of flux within the field. For the
foreseeable future, already established programs will continue to fimction largely
by their cwn inertia, with reduced support by govermment and increased involvement
from the private sector.

Rev. Microbicl., 3ao Paulo, 16(2):171-178, Abr./Jun., 1985.
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Cuarrest: status of hiogas techmology

Notwithstanding the
repressive clrcumstances encumbering
further development of biogas
technology, sce progress is being made
in  the municipal, industrial and
agricultural sectors. To describe this
progress, it 1is important to examine
the technological options available in
these three sectors. Among these, the
minicipal sector provides examples of
both ©ld and new technology ranging
fram the familiar ansercbic digesters
used for sludge stabilization at
wastewater treatment plants {Figure 3)
to enerqgy recovery systems at sanitary
landfills. Indeed, a 1977 survey of 98
mmicipal wastewater treatment plants
within the U.S. indicated that 75% used
anaercbic digesticn, often coupled with
gas recovery and utilization as an
energy source for heating the digestion
process to  either mesgphilic or
thermophilic process tamperatures (18) .
Gas generation during anasrchic
digestion ranges from 0.9 to  1.25m° fkg
of volatile sclids  biolegically
utilized with a methane content and
heat wvalue averaging from 60% to 75%
and 26,000kJ/m*, respectively. These
rather traditional biogas systems are
frequently taken for granted, vet they
have often provided fundarental
wderstanding for many of the more
recent and imovative advances in
biogas technology.

As a search for more process and
energy efficient systems progressed,
new  anaercobic microbial process
gpplications have been developed within
both the municipal and industrial
sectors. These newey anaercbic process
applications generally include slurry,
contact, packed bed (filter), fluidized
bed and/or sludge Dblanket systems
(Figure 4) either singularly or in
combination as in the case of the
two-phase system which advocates the
physical separation of the acid and
methane fermentaticon phases of
anaerobic  biological stabilization
(Figure 5). Biogas recovery has been a
major goal supportive of the
develogment of each of these systens,
the ultimate impact of which has not
yet been realized except in certain
industrial applications where energy
canservation and  recovery provide
important economic incentives. Indeed,

somewhat

Figure 1 ~  Energy production  and
consumption in  the United States by
source of fuel. Adapted from State of
the Environment 1982 {19).

Symbols: P = Petroleum; N = Natural gas;

¢ = Coal; B = Nuclear power; [ll=
Hydropowey, geothermal and other; =
Natural gas plant liquids
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comercially available systems are appearing and receiving general acceptance for
treatment of a variety of industrial wastes (Table 1). In addition, several
combination and/or hybrid systems are amerging, including integration of the
wo-phase concept (13} and coupling of anaercbic digestion (sludges, manure and
mmnicipal solid waste) with alcchol fermentation (2) and the production and
utilization of electricity (23).

Figure 3 — Schematic diagram of municipal Figure & — Anaerobic digestion process
two-stage, high-rate amaerobic digestion modifications
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In addition to the anaercbic treatment of liguid wastes and slurries,
municipalities and industries have collaborated to extract biogas from solid wastes
(refuse) after preconditioning and subsequent treatment in anaercbic digesters or
after disposal in landfills. The 100-ton/day denonstration plant in Pampano Beach,
Florida 1is still the only cperation ansercbic digestion system for mumicipal solid
wastes (MSW) and sewage sludge. Current operating data indicate gas yields of 0.37
to 0.53m/kg of wolatile solids (0.19 to 0.27° CHy/kg) added per day at 10-day
retention times (15).

System Process Gescoription  Application/Reference
Anitron Upflow, fluidized  Grain processing and
{Dorr-0Oliver) bed dairy wastes {4) -
Biothane Upflow, sludge Besr, potato starch, po-
{Joseph Cat Corp.} bhlanket tato processing wastes {(5,6)
Table 1 - Selected commercially Bacardi Corp. Dexnflow, fixed Rum still bottoms (7)
availgble anaercobic biogas systems bed
1 o Celrobic Upflow, fixed Patrochemical wastes
for treatment of  industrial tootonags Chemical o] bad % 8)
wastes. . . R IGT-Vimag® Two-ghase, slurry Soft drink precessing
Symbols: % = Commercialized in g upflos fixed  wastes (6,9

Europe; licensed in U.S.
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Table 2 - Landfill biogas recovery projects. Adapted from Waste age (16). Low
energy gas: £18,500-k3/m®; Medium energy gas: 18,300-28,000ki/m®; High enersy

gas: 28,000-37,500kJ/m3

Locakion

Majer Pacricipanta

GurputfUtilization

CALIFORNIA

Azuza

Brea
(Olinda JandEill}

Carson

Corena

Duarte

Induscry

Las Angeles

Harciner

Honterey Park

Meuntain View
{bemonstration Froject)

Palos Verdes

San Fernande

Sar Leandro

sun Valley
{Shelton-Arieta
Loandfill Gag
Recovery Projeer)

Wilmington
{Azcon Landfill)

ILLINOES
Calumet City

HICHIGAN
Riverview

NER JERSEY

Cinnacinson

WEW YORK
Staten Island
(Fresh Kills
Landfill}
HORTH CAROL.INA
¥inston-Salen

ORECOR
Oregon City

Azusa Land Reclamazion Co.

Gegty Synthecic Fuelds, Iacg
Orange County

Watson Blogas Syatems;
$CS Enginecrs, Inc.

Wotzon Blogas Sysrews;
Lockman and Assoclates

Hatzon Blogas Systems;
Locksnn and Associstes

City of Indusetry {Industey
Hills Convention Center);
5CS Eagineers, lac.j
National Enginecring Co.

Genscar Gas Recowvery Systems,
Ine.

Getty Syatheric Fuels, Incj
Acme FIll Corp.; Contra
Costz County Sanitatlon
Diszrice

Gecty Syntheric Fuels, Inc.;
dperating Indusories, Ine.;
Southern Califesniz Gzs Co.

Cizy of Mountain View; EPA;
Pacific Gas and Eleccric Co-j
DCE; Gas Research lascifuge

Cocey Synthetie Fuels, Inc.s
Les Angeles County Sanitation
District; Seuthera Califorsia
Gas Co.

Gerey Synthetde Fuels, Ine.;
Browning-Ferris Industries;
Hewhall Refinery

Gecey Synchecic Feels,
GCaklond Scavenger To.;
Domtar Gypsuxm Anerican

tne.;

City of Lo Angeles Deparemcnts
of Public Horks and Water and
Power

Hatson Biogas Systens; SCS
Engincers, Inc.

Gty Synthetic Fucls, Inc.;
Waste Hanagemenc, Inc.:
Natural Gaz Pip=line Co. of
America

Hatson Biopas Systems; SCS
Englscers, Inc.

Sanitacy Landfiils, Inc.;
Public Service Electric and
Gas Co.; Hoeganaes Corp,

Getey Syntheric Fuels, lnc.;
City of ¥ew York; Brooklyn
Union Ga= Co.

Clry of wWinston-Salem

Rossman's Landfill; CH2M
Hill Enginecrs

low energy gas.

Gas to power 5300 kW generatoer; elecceiciny
gold ro Souchern California Edisen.

Hedium ¢nergy S5 TO POWET SCRETILOTS
producing clectricity for sale to Seuchera
Catifornis Edisen (3.7 XM},

Hedium SneTEY 35 TO POWEr BEALTALOrS
producing electricicy for sale to Scutherm
California Edison (5 M4).

Medivo tNErgy B3S [O POWET BERETICOTS
producing electricity for sale to Seuthern
california Edlsen {2.3 MW},

HMedium encrgy gas for boiler fuel at
Convention Cencer; - 14.000 o gasfday.

Medlum energy gas used as supplemental fuel
in stesm generating plasnt by lLos angeles
Department of Hater and Power; - 66,000

o gasiday.

Mediun encrgy gas uvsed as industrial fuel by
Contra Costa Samitatlen Districe; - 56,000
a3 gosiday-

High energy gas for sale 1o Southern
Californts Gas Co.; - 113,000 «F gas/cay,

High entegy gas for use by Pacific Gas and
Electric Co.; - 14,000 @3 gas/day.

Hign ensrgy gas for sale o Southern
faliforcia Gas Company; - 21,0060 ad gas/day.

bedlun energy gas used by Newhall Refinezy:
- 28,000 ) gas/day.

Medium energy gas ussd by Domtar Sypsum
America; - 85,000 od gasiday.

frel by

Low enetgy ;as wstd o3 supplemeazat
i3 Pagar;

Los Angeles Departoont o6 =e
~ 80,000 =} gas/day.

Hedfwn ensfgy 83s £0 power generalors
producing elecericicy; - 71,000 w? gas;sday.

#igh em:rgg
- M.000 =

gas for sale to local utdlity;
gas/day.

HMadiue energy gas for sale to induscrial
wser; - 71,000 o3 gassday.

Hedium energy gos fof uwse by utility and
Heeganaes Corp.

High energy gas for sale_to Breoklyn Unien
Gos Gompany; - 140,000 o) gasfday.

Medium energy gas used as supplecental fuel
in duzl-fvel diesgl engine to gemerate
elecericity for sewage trestmenc planr,

Lo cotrgy gas; - 74,000 =3 gas/day {gas
presently flared).




175

Figure 6 - Typical landfill methane Figure 7 -~ Landfill gas recovery
recovery system. Adapted from NCRR system. Adapted from Eanvironmental
Bulletin (7) Science and Technology (12)

In contrast to attempts to utilize MSW for energy recovery, there are presently
Moverber 1982} 21 projects that recovery bicgas from mnicipal solid waste
landfills (18). As indicated in Table 2, these are scattered throughout the
continental U.S. with the greatest concentration in California where this
technology had its initial applications. The recovery of biogas fram landfills
requires a system of extraction wells coupled with a processing plant for
conversion to pipe-line quality gas and/or for converting the gas to electrical
energy (Figure 6). Excess gas is often flared on-site to reduce hazards and
eliminate cdor problems. Modularized equipment (Figure 7) is becoming available for
use at landfills to deliver salable medium energy and hich energy gas for
commercial use (12). More landfill biocgas recovery projects are being planned, and
it has been estimated that there are between 1000 and 10,000 landfills in the U.S.
that are candidates for profitable gas recovery and utilization with a combined
cutput approaching 6.0 billion cubic meters of methane per vear (7). Landfills
most likely to offer such recovery opportunities would tend to be large, located
near high population centers, and in relatively wet climates where rainfall would
encourage active anagercpic stabilization and biocgas productivity.

Within the agricultural sector, there have been and continue to be a variety of
opportimities for bicgas development beyvond the treatment of waste slurries and
manmures. An interesting long-range study, started in 1972 by the Gas Research
Institute, is directed toward the technical and econamic feasibility of an
integrated system for producing, harvesting and converting land-based bicmass to
methane on a cameercial scale. The biownass originally chosen are included in Table
3 and recent results indicate that methane vields of 0.3r® /kg volatile solids added
have been achieved from hybrid poplar, sycamore and red alder at long solids
residence times which have been reduced by physical or chemical pretreatment (10) .,
Similarly, other studies have concentrated on the anaercbic digestion of water
hyacinth  (4) and kelp {5) for biogas production with substrate pretreatment and
post—treatment of the liquid and solid effluents.

Bermudn orass Hynrid ooplar
Napier grass Cottomoed
Srooth bramegrass Svcanore
Johnsor: grass Box alder
Hodzu 1sblolly pine
Cattails Eucalyptus
Table 3 — Land-based biom £ i - Bamboo Silver maple
ass selected for anaerobic con e e Siiver Tl

vérsion to methane. Adapted from references 10, 11
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In camparison to the use of biamass for biogas production, anaercbic treatment of
farm residues and manures has experienced only wedest growth in the U.S.  in the
spite ©f the fact that manure, in particular, has received considerable attention
as a logical substrate, On-site operational difficulties, coupled with the
tradition of using other more reliable energy sources, have served to dampen
enthusiagm for this type of development. For example, smallscale, acvanced—design,
plug-£fiow systems (Energy Harvest) have been installed in New York, Connecticut and
Arkansas, but the expectations of 1981 for a potential market for 2000 to 4000 such
systems (8) have not materialized. However, it was also reported that the largest
manure-to-methane plant placed into operation in 1977 in Guymon, Oklahoma for
production of 17x10%w® /y» of pipeline quality gas and animal feed continues to
operate, but with only internal use of the biogas as plant fuel. 2Another large
plant also designed to convert cattle manure to about 28,000m? /day of methane in
Lamar, Colorado has been deferred because of gas delivery costs of four times the
purchase oosts for natural gas in the area. On the other hand, a confirmed cattle
feedlot plant in Bartcw, Florida, sized to process about  25,000kg (dry) /Gay of
gnl?.;mre, is reported to be capable of producing about 225x105h3/<§ay of fuel gas (6,

Sumarry and Conclusions

Regardless of the use sector, systems for biogas production have differing
requirements and degrees of sophistication. Including the landfill | systems
previcusly described, anaerobic biogas systems appear to be firmly entrenched
within the mmicipal, industrial and agricuitural sectors of the U.S. economy,
Certainly, the general process configurations are known (Figure 8) and are
available for further development and implementation. Notwithstanding the apparent
lull in governmental initiatives and/or incentives in the U.S. : private enterprise
has catalvzed a renewed interest in alternative energy sources which should presage
a bright future for biogas technology.
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Energy Energy Consu:nption**, ®J % 1015 i
Source 1973 1980 1981 1985
Petrolew 34.534 36,191  33.592 31,983
Rarural Gas - 21.047 21.5624 21,329 18,776
Coal 13.530 16.487 16.997 19.547
Hydro 3.338 3,074 2.871 2.781
Buclear z.005 2.853 3.068 £.220
Biomass and Wasre 1.848 2.7I5 7.808 3.658
uood/oad Yastes (1.638)  (2.426)  (2.485)  (3.078)
Municipal/lndustrial
Solid Wastes (0.137)  {0.197)  (0.209)  (0.425)
A , , Sewage - (6.048)  {0.057)  (0.059)  (8-074)
Table 4 - Distribution of Agricultural Wastes (0.024)  {0.032)  (0.035)  {6.045)
sources of energy for alcohol Fuels - (0.008)  (0.015)  (0.022)
censumption in the United L2ndfill Methare (0.001)  (0.004)  (6.085)  (8.0L®)
Stetes#. Geocherzal 0.085 0.128 0.146 c.222
Symbols: * =  Adapted from  wind 0.087 0.003 0.004 0.013
Resource and Technology Solar 6.001 0.012 0.626 0.05%
Management Ceorp. (17); %% =
Excludes cogeneration and waste Toral e i
heat recovery, purchased % Fossil 0.4 89.4 59.0 £6.5
electric and steam and net % Nuelear .8 34 3.8 3.2
electric imporcs; k% = Includes L Hydro 4.4 3.7 3.5 3.4
natural gas plant liquids and % Blomass 2.4 3.3 3.3 4-3

liquefied refimery gases.

Taken collectively, current estimates suggest that energy from bicmass and wastes
during the 1975-1985 decade will increase from 2.4% to 4.5% of the total energy
consumption in the U.s. (17). Therefore, excluding wood and wood wastes, alcohol
fuels, and municipal and industrial solid wastes, there ewists a potential increase
in biogas production from wastewaters, agricultural wastes, and landfills frow
about 0.1% in 1975 to about 0.16% in 1985. As indicated in Table 4, such
contributions to the total energy consumption in the U.S. appear trivial, but when
combined and compared to nuclear and hydro power, they are impressive and growing
at the rate of about 50% every five years. Renewed energy shortages and concomitant
increases in enerqy costs, coupled with increasing interest in koth the public and
private sectors, would again serve to stimulate biogas development and thereby make
an gven greater impact on total U.S. energy resources in the future.
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