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Instrucdes aos autores

A Revista de Microbiologia publica trabathos originais em todos os campos da microbiologia e da protozoologia.
Revisbes e atualizacées serao publicadas a convite do conselho diretor.

Os manuscritos devem ser enviados em duplicata (original e yuma cépia) para ¢ Diretor Executive da Revista,

NORMAS GERAIS — Todo manuscrito submetido & Revista deve representar pesquisa ofiginal inédita e que nio serd publicada
em outro érgdo. Os trabalhos podem ser redigidos em portugués, espanhol ou inglés. Se aceitos pela Revista, nio poderdo ser re-
produzidos, mesmo em partes, sem permissao oficial dos Diretores da Revista,

A Revista segue, essencialmente, o "“Styte Manual Biological Journals®* (22 edicdo, AIBS, 1964). Os simbolos genéticos devem
sequir, essenciaimente, as recomendacées de Demerec & col. (Genetics, 54:61 . 1966). Abreviacdes bioquimicas devem sequir,
essencialmente, as regras de [UPAC-IUB (J. Biol. Chem., 241:527, 1966}, Atividade enzimatica deve ser expressa em termos de
unidades internacionais {Enzyme Nomenclature, Elsevier Publ, Co., 1968). Para pesos e volumes, devem ser usados 0% prefixos
nang (n e pico {p}, a0 invés de milimicro mu) micrgmicro {p 1. Comprimentos devem ser expressos em mi%&metm [ 2m;

i i & fm}, ao invés de mifimicro (my ) e Angstroms { A ; 10 *“m). Partes por
mithdo (ppm) devem ser expressas como microrganismos por milimetros H@/mi} ou microfitros por litro { pelitros/litro). A Revis-

NOMENCLATURA DE MICRORGANISMOS — A combinag3o binomiat, nome do género seguido do da espécie, ¢ adotada e 3 no-
menclatura apresentada no *'Bergey's Manual of Determinative Bacteriology’” {87 ed., 1 974) obedecida. Se o Autor divergir des-
sa nomendclatura, seuiulgame_nto serd respeitado, mas a classificacio correspondente ac Manual de Bergey devera ser menciona-
da entre parénteses, primeira vez em que o nome figurar no tex1o e no resumo.

Quando um nome novo for Progosto para um microrganismo, serd solicitada a opinifo de uma autoridade internacional em
taxonomia.

FORMA DO MANUSCRITO — Os trabathos devem ser datilografados em papet branco, comum, em espaco duplo ou triplo, dei-
xando-se o minimo de 3 cm de margens laterais, superior e inferior. Titulos de capitulos de primeira ordem e subcapitulos devern
ser colocados junte-a margerm esquerda do manuscrito, incluidos essencialmente pela ordem: introducdo, Material & Métodos,
Resultados, Discuss3o, Agradecimentos, Refarncias Bibliograficas.

A pdgina tiule devers conter apenas e tio somente: (i) o titule do artigo, usando-se letras maidscufas somente guando oiri-

gatérias, {ii) ofs) nomels) do(s} autor{es) com maidsculas e mindsculas normalmente usadas e {iii) afiliac3o.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS — No texto, as referéncias devem ser citadas por nimero. Os scbrenomes de dois autores de-
vem ser separados per &; quando houver mais de dois auteres, a separacdo € feita por um ponto e virgula e o Gitimo por &. Na
seccdo Referdncias Bibliograficas as citagdes devem ser por ordem alfabética de autor {ou da mesma combinacio de autores) e,
para um mesmo autor, em ordem cronolégica, numeradas seqlzencialimente. Os artigos em periddicos devem ser citados na se-
guinte ordem: nomels) dols) autor(es) em maitsculas e minGscutas, titulos do trabalho, nome do periddico tabreviado de acordo
com o World Medical Periodicals), namero do volume, nimero do fascicuto (quando desejado; colocade entre parénteses), nime-
1o da primeira e da Gltima pagina do artigo, e ano da publicacao.
Exemplo:

Weiser, 0. L. & Emerson, J. 5. — Selective screening for guantitative urine cuftures.

Amer, J. clin. Path., 45:649-650, 1966.
Quando puder acorrer confusio com ¢ titulo do periddico, o local da publicagde devers ser mencionado entre parénteses, apés a
abreviacdo. Exemnplo: Publ. Hith Reép. {Wash.).
Citagbes de livros devem ter a3 seguinte ordem: autostes), titulo, edi¢&o, local, editores e data. Exemplo:

Miller, . E. — A textbook of clinical patholegy. 6th ed. Baltimore, Williams & Witkins, 1960,
CitagBes de "'resumos’’, "‘dados nao publicados”, *'comunicactes pessoais”™ ou “no preio”’ poderdo ser adequadamente men-
cionadas no texto, mas n3c serdo aceitas como referéncias bibliograficas.

TABELAS — Devem: ser numeradas em arabico e datitografadas em paginas separadas. Os dados devem ser arranjados de manei-
ra que colunas de material idéntico sejam lidas perpendicular e nZo transversaimente. Cabegalhos ¢ legendas devem ser suficien-

tados devem ser incluidos na secg¢do correspondente,
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Nenhuma parte do grafico devers ser datilografada, devendo ser ysado um e o mesmo normografo. As fotografias de itustraces
a traco devem ser ? i i i
press3o final da Revista, prevendo-se todos os elementas da figura para as escalas de reducio. Fotografias com reticulas devem
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LIPID CLASS COMPOSITION OF ASPERGILLUS NIDULANS

Regina Teresa Rosim Monteiro

EMPRAPA — Fmpresa Brasileira de Pesquisa Agropecudria
Rodovia Campinas—Mogi Mirim Km 127,5
13820 Jaguaridma SP, Brasil

& Marcus Tan 5. Hunter

Department of Bilochemistry & Microbiology
University of St Andrews
KY 16 9AL Scotland

Sumnary

The yield of total 1ipid obtained with a modified winimal
medium (12e1) (C:N = 291) was 22,5Z {dry mycelium) compared
with only 6,8% for a previously described medium (N & 8)
{C:X = 69). The increase in MMM was mainly accounted for by
the sterol fraction and not, as expected, by an elevated
proportion of triacylglycerols. Medium composition had no
effect on the lipid class compositicn which consisted of 75%
neutral lipid, 17% phospholipid and 8% glycolipid. The major
phospholipid class in both media was phosphatidyl choline
and in N & S medium, but not MMM, phosphatidyl ethanolamine
was also & sigaificant component.

Fesumo
Composicao Lipidica de Aspengiflus nidulans

A composicao lipidica de A, nidufans foi determinada e o
resultado do crescimento em dois melos de cultura diferentes
f0i comparado. A producdo de lipidics totais ewm meio minimo
modificade (MMM) (C:K = 291) foi de 22,5% (do pesp seco) e
em meio descrito por Naguib & Saddik (6) (M & 5} {C:N = 6%)
foi somente de 6,8%7.0 aumento cbtidoem MMM fol principalmente
devide a um aumentc na fracao dos esterdis e ndo na fragdo
dos triacilglicerideos como era de se esperar. A composicao
do meio nao teve efeito na proporcac das fragdes lipidicas,
a qual mostrou ser 757 de lipidios neuivos; 177
fosfolipidios = 87 glicolipidies. Dos fosfolipidios
presentes, fosfatidil colina foi o principal componente em
ambos os meios. Em meio de N & §, mas nao em MMM, fosfatidil
etanolamina também esteve em propor¢ao significativa.

Introdhrtion

99

Total lipid extracted from living organisms are normally complex mixtures which
can be easily separated into neutral and polar lipids fractions. Neutral lipids can
be further separated into sub classes such as triacylglycerol, stercl and sterol
ester, Polar lipids are made up of phospholipids and glycolipids. The proporticn of
each of these fractions depends on the organism and cultural conditions, Studies of
A, nidulans lipids were first carried out by a group of researchers at Manchester

Rev. Microbiol., SHo Paulo, 17(2): 99-101, Abr./Jun. 1986.
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University. They dJdetermined its 1lipid content and fatty acid composition in a
variety of media and cultural conditions with a view to commercial applications. A
camplete review of this work can be found in Woodbine (11). Lipid content of A.
nidufans was also determined after growth on several carbohydrate and nitrogen
sources by Naquib {5) and Naguib & Saddik {6, 7). While A. widulans lipid content
and fatty acid cawpositien has been determined under varicus cultural conditions
its lipidclasses has not previcusly been explored although more recently ergostercl
was identified as the major free sterol of A. aidufans by Shapiro & Gealt (10). In
fact, this is also true for lipid camposition of most f£ilamentous fungi which have
been investigated. Since lipid camposition is very important when one is interested
in its possible comercial use {9}, we have proceeded with a detailed lipid clasg
analysis of this fimgal species.

Materia]l and Methods

Onganisms and growth conditions - Aspergilfus nidufans 1640 fram Comomwealth
Mycological Institute (Kew, England), was grow in a medium described previcusly by
Naguib & Saddik (6) (N & S medium) and in a modified minimal medium (MMM) using the
MM described by Pontecorvo & col. (8) but with 12% glucose + 0,1% NaNo3. The
guowth was carried out in 54 of media in a Fermenter (New Brunswick), (MF 114) for
12 days at 30°C, rotation 400r.p.m. and aeration 0,6L air/% medium/min. Celis were
collected by vacuum filtration, immediately frozen with liquid nitrogen and stored
at -150C mtil used.

Lipid extrnaction - 10g of dry and lycphilized mycelium was extracted with
chloroform-methanol (1:2, v/v) as described by Kates (4).

Cofumn fractionafion - The total lipid was first fractionated on acid-treated
Florisil, using chioroform, acetone and methanol as eluants. Three classes of
lipids were cbtained in this way: neutral Llipids glycolipids and phospholipids,
respectively. A further fractionation of the neutral lipid ¢lass was carried cut on
7%  hydrated Florisil, eluting the colum as described by Kates (4). The
identijlcation of neutral lipid class was by thin layer chranatography (TIC) on
silica gel G, using: hexane-ether-acetic acid (80:20:1, v/v) as mobile phase. :

The polar lipids were separated by two dimensional TEC on commercial plates (60H
Merck, Germany) using the following solvent systems: 1:chloroformmethanol-amonia
25%, w/v - water (160:88:11:11, v/v): 2:¢hloroform-nethancl~-diiscbuthyl
Retovesacetic acid-water (45:15:30:20:4, v/v).

Results and Discussion

The total 1lipid content (g/100g dry mycelium} was found to be 22.5 in MMM and 6.8
in N & S medium. However the medium canposition seems to have little effect on  the
proporticn of neatral lipids, glycolipids and phospholipids classes, where no
statistically significant differences were found {at the 5% level) between the
means of four repetition. Thus A, nidulans 16040 lipid consist of about 75% neutral
lipid, 8% glycolipid and 17% phospholipid. However, further fractionaticon of
neutral 1ipid class showed that there is a striking difference between the neutral
lipid composition in the two media. In MMM the major class, was identified by
comparation with standaxds on TIC as sterol, with friacylglycercls as the second
major fraction. On the other hand, in N & S medium, triacylgiycercls appear as the
major fraction. Therefore, it is concluded that the enhanced lipid content in the
former medium is accounted for mainly an increase in the amount of sterols. The
results of the two fracticnation are shown in Table 1.

High sterol content has also been observed in Saccharemyces cernevisiae (2, 3,
where about 40-50% of acowmilated 1lipid was shown to be sterol, either free or
esterified. Ratledge (9) considered this organism as non-oleaginous, despite its
production of large amounts of lipid, since the class which is usually of potential
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commercial interest is the Table 1 -~ Lipid class composition of

triacylglycerdl. Microorganisms defined A, nidulans,
as oleaginous exhibit triacylglycercl as Symbols: Others = Hono

+

the major constituent, usually about diacylglycerol + free fatty acids;
80-90% of their lipids (9). Nevertheless, Abbreviatiens = TG = triacylglycerocl;

the importance of sterols can be § = Sterol; SE = Sterol ester; PL =
exemplified by the exploitation by the Phospholipids; 6L = Glycelipids
pharmaceutical industry of ergosterol, as
a precursor of other econcmically
important sterols (1).

The polar lipid composition is also Medim 26 S SE P, G Others

clearly influenced by the medium. TLC of MMM 2,2 36,9 63 157 8% 10,6
phosphwolipids of cells grown in N & S Nas 47,3 12,5 8,6 19,2 7,0 5,3

medium showed phosphatidyl c¢holine and
phosphatidyl ethanolamine as the major

components  and phosphatidyl inositol,
phosphatidyl serine, phosphatidyl glycerol, cardiolipin and phosphatidic acid as
minor components, while in MMM only phosphatidyl ethanclamine was produced.

The basis for the difference in the sterol content in the two media is not
wderstood, but in may have physiological significance, since stercls are know to
play an important role in the growth and development of fungi and also in the
permeability of membranes by affecting internal viscosity and molecular motion of
the lipids in the membranes.
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EFEITD DO CLORANFENICOL SOBRE A FINCAO IN VITRO DOS
LEUCOCITOS POLIMORFONEICLEARES (PN)

Luaiz Eduarde Bermudez*
Vera M. Marques Silva
& Eraldo vidal

Dept? de Microbiologia e Divisao de Doencas Infecciosas
Instituto Nacional de Cancer

Praca Cruz Vermelha, 23

20230 Rioc de Janeiro RJ, Brasil

Resumo

0 efeite do cloranfenicol sobre a fagocitose de cepas de
Pseudomonas aenuginosa pelo leucdcito polimorfonuclear {PMN)
foi estudada in vitro. Leucocitos humanos, incubados na pra-
senga de cloranfenicel mostraram uma capacidade reduzida de
fagocitar cepas de P. agruginosa, Este efeito foi miximo
apos 60 minutos de incubagdo, Portanto, o cloranfeniceol pa-
rece suprimir de forms significante os mecanismos de endoci-
tose dos PMNs.

Summary

Effect of chloramphenicol on the phagocytie function of
polymonphoruclear Lenkocytes

The effect of choramphenicol on the phagocytosis  of
Pseudomonas aenuginos@ strains by human neutrophils was
studied. Human leukocytes incubated in vitro with different
strains of P. aeruginosa showed an impared capacity to
phagocytize. This effect was maximum after 60 minutes of
ircubation. Then, chloramphenicol appears to suppress the
mechanisms of endocytosis by PMNs.

Introducao

J& t&n sido demonstrados os efeitos adversos de agentes antimicrobianos schre os
necanismos de defesa do hospedeiro, incluinds a fagocitose pelos PMNs, quimiotaxia,
agao do camplemento, produgdo de anticorpos e imunidade celular {1, 7, 12, 15, 1s,
7).

Pela sua habilidade de fagocitar e digerir microrganismos, PMN serve como primei-
ra linha de defesa do hospedeiro contra bactérias invasoras. Pacientes immossupri-
midos, particulamente acqueles cam doencas neoplisicas, os quais requerem tratamen-
to cam varios esquemas quimioterdpicos, possuem um risco elevado de desenvolver in-
feccBes, principalmente quando se tornam neutropénicos, devido i terapia (4, 13). A
sobrevivéncia, durante este periodo critico, depende do tratamento agressivo oan
antibidticos e, quando necessério, transfusdes de gramlfcitos.

* Endereco atual: Kuzell Institute for Infecticus Diseases Research, 2200 Webster
Street, room 305, San Francisco, CA 94115-1896, USA.
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Dada a importincia dos PMNs para a Tabela 1t - Namero médio de colonias de
sobrevivéncia ¢o hospedeiro, & funda- Pseudomonas  aeruginosa isoladas do su-
mental o conhecimento dos efeitos de pernadante, apds incubagdo com leucoci-
determinadas drogas schre estas célu- tos polimorfonucleares
las. A inibicio da fungidc leucocitaria,
por antibidticos bacteriostaticos, pode

ter importantes implicacdes terapduti- Tubos contendo a;m . Nimezro ge coldnias isoladago
cpa = loranfenico! min 30 min 60 min 120 min

cas. A possibilidade de que as funges ®c

dos leuctcitos possam ser alteradas du- a 5652 5621 56 22:0,5
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sido investigada exaustivamente. A o e

maioria de alguns estudos fol inconclu-
siva e as doses utilizadas do antibid-
tico foram maito acima das doses tera-
péuticas (16).

Nosso estudo mostra gue PMNS humanos
apresentam a capacidade de fagocitose significantemente diminuida, apds a exposicio
a doses terapduticas de cloranfenicol.
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Material e M&todos

Bacterias - Foram utilizadas cepas virulentas de Pseudomonas aeruginosa, proceden—
tes do Hospital do Instituto Nacional do Cancer, RJ, todas resistentes a acao do
cloranfenicol. As bactérias foram isoladas em meio "cetrimide" (MM tri-metil-amo-
nia, 0,5g/1) sendo identificadas apds este periocdo, através de provas bioquimicas
especificas. A sensibilidade ao cloranfenicol foi estudada em placa, pela técnica
de g&ifusdo com discos {2). As culturas foram lavadas em solugdo tampao de PES (p-
hosphate buffer solution), e o nimero de bactfrias foi ajustado em 2x10%/ml, no.es-
pectrofotinetro.

Preparo dos newtrogilos - 40ml de sangue total, obtidos de um doador saudivel, fo-
ram heparinizados (16U de heparina agquosa/mi) e combinados com dextran 6% {peso mo—
lecalar 40.000) a uma relagdo de dois volumes de sangue para 1 volume de dextran.
Apds 1 hora de sedimentacBo a temperatura ambiente, a camada sobrenadante, rica em
leucdcitos, foi cbtida, centrifugada a 400rpm durante 30 minutos (239C), lavada ums
vez em solucac de Hanks e ressuspendida em solucdo de cloreto de amdnia a 0,83%.
2pds a lise hipotfnica das hemdcias, ¢ preparado foi cutra vez lavade, centrifugado
e ressuspendidc em solucdc salina balanceada de Hanks {pH 7,2). A viabilidade dos
leucdeitos foi verificada pela habilidade de excluir o tripan-blue a 0,4%. Mais do
que 98% dos leucocitos mostravam-se vidveis. A contagem quantitativa e diferencial
dog leu?c';citos foi realizada e a suspensic final foi ajustada a wa concentracio de
107 PMN/ml.

Estudo da funede dos neutrnofifos - O cloranfenicol utilizado (CEME, Brasil) foi di-
luido & concentragdo de 30pg/ml e sua presenca ndo alteron o pH dos meios utiliza-
dos. Tubos plasticos duplicados, contendo 0,5ml da suspensdc de PMNs, 0,1ml de wma
SUSPENSAC com 2x10® bactérias, 0,3ml de solugdo salina de Hanks e Iml de cloranfe-
nicol 3 concentragio de 30ug/mi foram colocados em rotagio continua no homogeiniza—
dor a 37°C, durante 2 horas, Tubos duplicados, contendo leucdcitos, solughc salina
de Hanks, 2x10° bactérias, porém sem cloranfenicol, foram inclufdos como grupo con-
trole. Amostras foram colhidas apde 0, 30, 60 e 120 minutos, diluidas em aguz esté-
ril e colocadas em placa (0,1nl da Ultima diluicdo) para a deteminacdo do nimerc
de colonias. As placas foram permitidas secar durante 15 minutos e apds isto incu-
badas a 37°C, durante a noite. A porcentagen de bactérias fagocitadas e mortas pe-
los PMNs foi calculada utilizando a diferenca na contagem cobtida dos tubos com e
sem cloranfenicol.

Medida visual da fagociiose - O Indice visual de fagocitose foi determinado cambi-
nando-se as bactérias cam os leucdcitos, previamente expostos ao cloranfenicol, em
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solucdo salina de Hanks. Apds 20 minitos de agitacdo continua a 379C, uma amostra
foi colhida, c<olocada em l3mina, corada pelo metodo de Wright e exazm_nada a0 mi-
crosooplo. A porcentagem de granuldcitos assccoiados a bactérias e o nimero de  bac—
térias por granulécitos, foram determinados contando-se 200 células.

Analise estatistica - A comparagao entre os tubos com e sem cloranfenicol, € a re-
sz,stenma das bactérias a fagocitose, foram analisadas pelo teste de Smdent.

Figura 1 — Porcentagem de bactérias fagocitadas pelos
PMNs. Comparagdo entre PMN previamente expostos ao
cloranfenicol (E3) e PMN sem prévia exposicac ([1)
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Resultados

A capacidade de fagocitose do PM foi testada aps a exposicio ac cloranfenicol.
As cepas de Pseudomonas foram utilizadas na auséncia de soro hmano, a fim de evi-
tar a acdo de substancias opsonizantes; porém, foi adicionada albumina humana & so-
lugdo, para que houvesse, no meio, ions importantes nos mecanismos de  fagocoitose.
Os resultados do experimento s2o mostrados na Tabela 1 e nas Figuras 1, 2, 3.

Tanto nos tubos contendo cloranfenicol, assim camo naqueles nio contendo a droga,
nenhum grau de fagocitose foi dbservado apds 30 minutos de incubagdo, possivelmente
pela auséncia de substincias opsonizantes nc meio. Quando a fagocitose foi testada
cam  PMNs previamente expostos ac cloranfeniccel, chservou-se que apds 60 minutos, o
valor médio de bactérias fagocitadas foi de 14% d inSculum inicial {(p»0,5). Apds
120 minutos de incubagdc, 39% das bactérias havia sido fagocitado (p<0,05). Para
determinar a importincia desses resultados, foi realizado ¢ mesmo experimento, po-
rém sem exposicdo dos PMNs a0 cloranfenicol. Apds 60 _minutos de incubacdo, 44% do
inéculo iniciazl foi fagocitado pelos PMNs (p<0,01); apds 120 minutos a porcentagem
de bactérias fagocitadas subiu para 56% (p<0,01).
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Figura 2 - Nimero de coldnias de bacté~ ‘Figura 3 - Nimero de coldnias de bacté-
rias viaveis no supernadante apos incu- rias vidveis no supernadaate apds a incu-
bacdo das cepas A (8, B (0) e C (&) bacdo das cepas A (#), B{O) e C(a) com
com PMNs previamente expostos ac clo~ PMNs naoc expostos ao cloranfemicol
ranfenicel
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Discussao

Drogas bacteriostaticas, caw tetraciclina e sulfonamidas, s3o capazes de reduzir
a capacidade de fagocitose dos PMNs (9, 10). A agBo do cloranfenicol scbre a fago-
citose, sempre fol estudada em concentracoes da droga muiio acima das concentracoes
terapéuticas (15, 16), ndc preenchendo portanto, os critérios para relevancia do
estuds.

0 cloranfenicol é uma droga bacteriostitica, que age primariamente sobre a subu-
nidade 508 do ribossomo, supriminde a peptidiltransferase, que catalisa a formacao
da ponte peptidica. O mecanimo de acdc €, portanto, inibidor da sintese proteica.
A possivel inibigao da sintese proteica na célula fagocitica, pode levar a altera-
goes na motilidade da mesma, alteragdes na capacidade de formar fagossomos, sabida-
mente dependente do mecanismo microtubular e alteragdes na morte intracelular das
bactérias.

Sabe-se que a capacidade de endocitose pelos PMNs varia de um organismo para  Gu-
tro (18). No presente estudo, foram usadas cepas virulentas de Pseudomonas aerugd-
nosa devido & alta incidéneia nas infeccles observadas em pacientes imumossuprimd-
dos, em vigBneia de quimioterapia (3, 5). Forsgren & Gnarp (8), recentemente rela—
taram a interferencia da tetraciclina com o efeito bactericida do camplemento. De-
vido & possibilidade de interferéncia entre o cloranfenicol e os fatores do comple—
mento, nbs optams por ndc utilizar os fatores opsonizantes do soro. Estudando a
agdo do cloranfenicol, o mesmo autor descreveu alteracles na quimiotaxia do  leucd-
cito, quando na presenca do antibidtico (12).

Nosso estudo demonstra gue o cloranfenicol, em concentractes terapéuticas, pode
suprimir, de forma significativa, a agao fagocitica, in vitro, dos PMNs. BApds 60
minutos de incubacao, foi possivel observar uma diferenga significante na capacida—
de de fagocitose do PMN previamente exposto ao cloranfenicol quando camparada a ca-
pacidade de fagocitose do PMN nZo submetido a este processo. O primeiro mostroe uma
capacidade de fagocitar 30% mencs bactérias do gue o dltimo, ApSs 720 minutos de
incubacgo, esta diferencga caiu para 19%, 0 qQue a tormna menos significativa. Quando
s&o camparadas cepa por cepa, observa-se que em uma delas a diferenca cbtida foi de
apenas 10%, apos 120 mimutos. Isto pode ser explicado pela capacidade desta cepa em
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particular, em resistir a fagocitose na aus@ncia de fatores opsonizantes do  soro.
Porém, nas demais, a diferenca na capacidade de fagocitose apbs 60 minutos de incu-
bacac foi sempre major do que 30% (p<0 01).

Os resultados indicam que a supressao induzida pelo cloranfenicol é szgnlfn.catlva
apds 60 minutos de exposicdo, mostrando gue a droga induz alteracbes no mecanismo
de endocitogse dos PMNs. Este camportamento pode ter importincia fundamental em
doantes imunossuprimidos durante a fase de lencopenia pds—quimioterapia, guando um
retardo ou uma incapacidade funcicnal do leuctcito pode ser fatal para o paciente.
Alguns estudos realizados em pacientes imuncssuprimidos que desenvolveram meningite
por Listeria monocytogened, mostram que o uso do cloranfenicol estd associado & ma
evolucdo clinica do paciente {6, 14).

O interesse nos efeitos do cloranfenicol sobre os leucScitos ndo € scmente tedri-—
0. O cloranfenicol € ur antibiftico bacteriostatico, requerendo uwm mecanismo de
fagocitose e morte intracelular intactos para erradicar a majoria das infecgdes. A
redugao chservada na fagocitose pelo PMN, mesne que temporaria, pode contribuir pa-
ra a infecgdo sist8mica em pacientes com deficiéncias nos mecanismos de defesa.
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Resumo

Exames microbioldgicos em 2533 amostras de leite procedentes
de 32 propriedades de exploracgdc leiteira, de 18 mumicipios
do Estado de Sao Paule, Brasil, sendo 11,217 de amostras ne-—
gativas a0 exame microbiologico. Mas amostras positivas fo-
ram isolados: Staphyfococeus sp. (49,23%); Strepfococeus sp.
(27,08%) ; Corynebacteriuwm sp. (30,67%); Entercbacteriaceae
(4,26%); Pseudomonas sp. (1,067) e 5,64% correspondente a
varias bactérias {Actincbaciflus sp.: Moraxella sp.; Brucef-
fa sp.; Listenia sp.; Aeromonas sp.; Kuathia sp.; Alcafige-
nes  sp.; Lactobacllfus sp.; Chromobacternium sp.; Nedlssenia
sp.; Acinetfobacten sp.; Nocarndia sp.; Strepfomyees sp.).
Fungos filamentoscs e leveduras represeantaram 11,68%7. Predo-
minaram os isolamentos em cultura pura, mas foram registra-
das culturas mistas tanto de fungos como bacterias.

Sunmary
Bactenial aetiofogy of bovine mastitis, Sao Paufo State,

Microbiological examination of 2533 milk sampies from 32
dairy herds in 18 districts of the State of 8ac Paulo,
Brazil. From these samples 11.21%Z resulted negative,
Positive cultures yielded 49.23%7 Staphylococcus sp.; 27.08%
Stnepfococens sp.; 30.67% Corynebacterium sp.; 4.26%
Enterobacteriaceae; 1.06% Pieudomonas sp. Others isolates
bacteria added 5.647%7 [Actinobaciffus sp.; Moraxelfa sp.;
Brucella sp.; Listeria sp.; Kunthia sp.; Aeromonas sp.;
Neissenia sp.; lactobaciffus sp.; Chromobacterium  sp.;
Alcaligenes sp.; Acinelobactern sp.; Necardia sp.;
Stneptomyces sp.). Moulds and yeasts reached 11.68%. Pure
cultures prevailed but mixed fungli and bacteria were
recovered as well.

Rev. Microbiol., S&o Paulo, 17(2):107-112, Abr./Jun. 1986.
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Tabela 1 — Resultados dos exames microbioldgicos realizados em
2533  amostras de 1leite colhidas em 32 propriedades de
exploracdo leiteira, localizadas em 18 munmic{pios do Estado de
Sac Paulo, Brasil (1979-1984).

Simbolos: * = Escherlchia cold, Citnobacter sp., fagnia sp.,
Sernatia sp., Klebsiella sp., Shigelfa sp., Profeus sp.

Leite tipo "8" Leite tipo Especial

Hicrebiologico {2060 amostras) (473 amostras) | (2533 amostras)
n? (%) e %) ne {3}

Total de Stapaylecoccus sp. 930 48,05 257 54,33 1247 49,23
Staphylococeus sp. isolado 399 19,38 147 31,07 546 21,55
Staphyfococcus sp. associado
a Sireptococeus sp. 264 . 12.81 093 19,65 57 14,09
Staphyfococcus sp. associado .
2 outras bactérias 327 15,87 417 3,59 344 13,38
Total de Stneptoccccus sp. 540 26,21 146 30,86 686 27,08
Streptococous sp. isolado 165 8,00 052 0,99 217 8,56
Streptococcns sp. associado
a outras bactérias 111 5,38 aot 0,21 112 4,42
Corgrebactendum sp. 732 35,53 045 9,51 77 30,67
Enterchacteriaceas* 10% 4,%0 067 1,47 108 4,2
Micrococcus sp. 075 3,64 1)1 2,32 86 3,38
Actinomicetales 0Z6 1,26 003 4,63 29 1,14 °
Peudomonas aeruginosa 827 1,31 - 0,00 27 1,06
Acinefobacten sp. 4805 8,24 - G,00 3 0,18
Aexemonas sp. 003 0,14 401 0,21 4 0,15
Nedsdenia sp. 003 6,14 - 0,00 3 .11
Abcafigenes sp. 003 0,14 - 0,00 3 .1
Kurethia sp. 002 0,09 - 0,00 2 2,07
Lisferin sp. 0oz 0,09 - 9,80 2 7,07
Chromobaoteriom sp. 0ot Q,04 o0t 0,21 2 0,07
Morgxelia sp. . 001 0,04 - 0,00 1 9,03
Laetobacifius sp. 001 0,04 - 0,00 1 3,03
Actinobacilius sp. 801 0,04 - ¢,00 1 2,03
Brucella sp. oot 0,04 - 0,00 1 0,03
Fungos £ilamentosos
e leveduras 236 11,45 060 12,68 296 11,68
Negativo 213 10,33 7% 15,0 284 1,21
Introdugac

A mastite bovina é o mals sério preblema a ser considerado no  desenvolvimeto da
pecudria leiteira. :

Os prejuizos econfmicos causados pela afeccdo ji foram analisados em &iferentes
paises {2).

Ha necessidade de estudos epidemioldgicos, através de levantamentos etiocldgicos
frequentes, com reavaliagbes periddicas, que permitam pelo conhecimente da casuis—
tica predominante e da extensfo do problema, adogtes de medidas profiliticas efica—
zes (9). .

No presente trabalho estio relacionados bactérias e fimgos a processos inflamatd—
rios da gléndula mamiria de bovinos leiteiros em lactagio, em estudo no Estado de
S&c Paulo, Brasil.

Material e Métodos

Foram analisadas 2533 amostras de leite, colhidas em 32 propriedades e explora—
gac leiteira, sendo 25 produtoras de leite tipo B* (2060 amostras) e 07 de leite
tipo especial** (473 amostras) de 18 mmicipios do Estadc de S3o Paulo, Brasil,
(Ampaxo*, Araras*, Atibaja*, Avaré*, Braganca Paulista*, Colina*, Cotia*, Fernando-
polis**, Iperd**, Itai**, Pindamonhangaba*, Pinhal®*, Pirajui**, Pirassununga*'**,
S30 Carlos*, Sao Jofo da Boa Vista*, Sio Paulo** e Tambal*) {*Leite tipo B - Regu-
lamento da Inspecdo Industrial e Sanitiria de Produtos de Origem Animal. Aprovado
pelo Decreto n930.691 de 29.03.52, alterade pelo Decreto n@ 1.255 de 25.06.62 e
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Portaria da Secretaria de Inspeg@o de Produto Animal n98 de 26.06.84; **ieite tipo

Especial - Portaria Ministerial da Secretaria de Inspegio de Produto Animal  no005
de 24.04.80).,

Para tanto foram examinadas vacas primiparas e multiparas das ragas Holardesa,
Jersey, Dinamarquesa, mesticas Holandes x Zebu, em diferentes estigios de lactacso.

A prova de triagem para deteccdo de processo inflamatdrio foi o "California Mas—
titis Test" - O (17). Todas as amostras positivas (2283) e 10% das negativas
(250} ao teste, foram colhidas assepticamente e transportadas sob refrigeragao ao
laboratdrio, onde foi realizada a prova de Whiteside modificado {16).

Procedeu-se a semeadura das 2533 amostras colhidas nos meios de: &gar infusic cé-
rebro coracgo (BHI-Difco); &gar acetado de  talio-esculina-cristal vicleta
{TRI-Merck) ; &gar levine (Difco}; "Mannitol salt agar" (Difco); agar Sabouraud dex—
trose com cloranfenicol (100mg/1)}. As placas foram incubadas a 370C por 72 horas e
os tubos de agar Sabouraud dextrose foram mantidos por pelo menos 15 dias & tempe—
ratura awbiente. Procedeu-se o exame bacterioscépico pelos métodos de Gram e Kynoun
{5). Os microrganismos isolados foram identificados de acordo cam o Bergey's Manual
of Determinative Bacteriology (4}. As provas utilizadas foram: produgic de catala—
se, plasma coagulase, urease, dnase, indcl; redugde de nitrato a nitrito; motilida-
de em dgar semi-s6lido; acidificacdo de carboidratos; oxidacio-fermentacio em meio
de Hugh & Leifson; hidrdlise da esculina; producdc de HoS; crescimento em TSI, agar
citrato de Simmons, KCN:; "Camp Test". As técnicas bacterioldgicas foram empregadas
conforme descrito por Lamette & col. (14).

Tabela 2 - Distribuicae do percentual dos principais _ agentes
etiologices de mastite em diferentes municipios do Estado de Sae Paule,
Brasil (1979-1984)-

Simbolos: * = Ordenha mecanica; ** = Ordenha manual

. Total Staphyfococews sp. Streptoceceuws sp.  Corynedbacterium sp.
Lecalidade angstras ne {8} ne IS ne )
Amparo® 6% 03% 65,00 034 56,66 003 5,00
Araras* 157 086 54,77 028 17,83 096 61,14
Atibaia* 301 163 54,15 050 16,61 121 40,19
Avars* 348 109 31,32 074 21,26 k] 8,90
Braganga Paulista* 016 004 25,00 007 43,75 404 25,00
Colina* 264 138 59,84 107 43,53 965 24,62
Fernanddpolis** 039 015 38,48 0G0 2,00 602 512
Ttai* 052 034 65,38 012 23,07 013 25,00
Pindamonhangaba* 073 040 54,79 027 36,98 020 27,39
Pinhal** 089 027 35,13 011 15,94 011 15,94
Pirajuix* 023 013 56,52 060z 3,69 g1 4,34
Pirassuunga®, ** 369 184 49,86 104 28,18 009 2,43
S&@o Carlos* 488 239 48,97 168 34,42 346 70,90
%30 Jodc da Boa Vista* Q68 041 62,12 024 36,36 feely] 0,00
S3c Paulo** 048 044 95,65 809 14,56 002 4,34
Tarbau* 146 043 26,45 825 17,12 052 35,61
Resultados

Na amostras examinadas {2533 amostras) obteve-se o isolamento de 24 diferentesg
génercs de bactérias (Tabela 1).

No exame glcbal (Tabela 1) destacam-se: Staphylfococcus sp. (48,05% no leite tipo
B e 54,33% no leite tipo Especial); Sirepfococcus sp. (26,21% no leite tipo B e
30,86% no leite tipo Especial) ; Corymebacterium sp. (35,53% no leite tipo B e 9,51%
o leite tipo Especial); Pscudomonas sp. ocorrel em baixo percentual no leite tipo
B {1,31) e ndo foi isolada das amostras de leite tipo Especial.

A distribuigio dos microrganismos por municipios {¥abela 2) revela a maior preva—
léncia de: Siaphylecoccus sp., Streplocoecus sp. e Corynebacterium sp., registran—
do-se maior percentual de Staphylococcus sp., & excegdo do que se observa em
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Araras, S3o Carlos e Tambail, onde predamina Coagnebacferium sp. e Braganca Paulista,
onde predamina Strepiococcus sp. Nao foram incluidos os dados dos mmicipios de Co-
tia e Iperd, dada a pequena amostragem, respectivamente 10 e 6.

Os géneros predominantes foram correlacionados d intensidade do processe inflama-
tério determinado (Tabela 3), destacando-se que mastite clinica por Streptococcus
sp. ocorreu em 52,99% ; por Staphyfococeus sp. em 36,08% e por Comynebacterium sp.
32,06%.

Tabela 3 - Principais géneros correlacionades a
intensidade do processc inflamatorio isolados de 2533
amostras de leite colhidas em 32 propriedades de 18
municipios do Estade de S3o Paulo, Brasil (1979-1984)-
Simbolos: (1) = Isclados em cultura pura

Patogenicidade (1 Mastite clinica Mastite subcliniea Portador
Agentes isolados ne (%) ne (%) ne 1%}
Staphglococcus sp. 197 35,08 158 28,93 191 34,98
Strepioccecud Sp. 115 52,99 059 31,79 Q33 15,20
Loaynebacternium sp. 110 32,66 078 22,74 155 45,18

Discussao

Grande nimerc de géneros e espécies bacterianas estd envolvido na etiologia da
mastite bovina {Tabela 1)}. A camparacdo dos dados apresentados com 05 de ocutros au-
tores {6, 8) revela que alguns germes estdo sendo, pela primeira vez, correlacicna—
dos a afeccio no pais, a saber: Aewomonas sp.,Kuathia sp. Nedsserda sp. Alcabige-
nes sp., Listenia sp., Moraxells sp., Actincbaciflus sp., e Chromobagterium sp,

Q percentual de ocorréncia de Entercbacteriaceae foi baixo (Tabela 1): 4,90%, em
leite procedente de propriedades produtoras de leite tipo B e 1,47%, de leite Espe-
cial, o que esta de acordo oom outros trabalhos realizados no pais. Embora, a nivel
de cansumo, estes agentes tenham importante participagac na conteminacfo do produto
final, na etiologia da mastite bovina, as entercbactérias ndo constituem problema
relevante, Portanto, pode—se inferir que a contaminacio do leite por enterchacté—
rias ocorre, principalmente, pos—ordenha, em ocutras fases de producdo, industriali-
zacdo e distribuicio.

Zpesar do nimero elevado de agentes, tr8s grupos se destacaram: Staphyfococcus
sp.  {49,23%), Strepfococcus sp. {27,08%) e Coaynebacterniwn sp. (30,67%). Os resal-
tados relacionados ao géneros Staphyfococcus e Strepifecoccus concordam coam os de
outros autores (7, 9, 16, 13) pela proximidade dos percentuais obtidos. Nao cbstan~
te a maior prevaléncia de Staphylococcus sp., verifica-se, quando se considers a
intensidade do processco inflamatorio, que os estreptococos apresentaram maior pato-
genicidade, wa vez que 52,99% foram isolados em cultura pura, de processos de mas-—
tite clinica, percentual este superior ac observado em relagdo aos estafilococos,
36,08%; (Tabela 3}.

O primeiro relato da participagéo de corinebactérias na eticlogia da mastite bo-
vina no pais ocorreu no Estadc de Sdo Paule em 1954 {12), cam isolamento de 6,6% de
C. pyogenes de 88 amostras examinadas, Posteriormente, outros trabalhos relataram o
isolamento desta espécie em diferentes percentuais de ocorréncia: Rio Grande do
Sul, 10% (7} e 10,0% {18); Parana, 1,3% {15); Pernambuco, 1,4% (10); Ric de Janei- -
ro, 4,2% {13); Sac Paulo, 3,13% (6} e 9,1% (1). Somente em 1981 foi descrito no
pals Conynebacterium bovis associado & mastite bovina (9), com o isclamento, em Mi-
nas Gerais, de quatro cepas das 1007 amostras de leite examinadas. No mesmo traba-
iho, os autores mencicnaram o isolamento de quatro cepas de Coagnebacterium pyoge-
nes.
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20 contrario do até entdo observado neo Brasil, neste trabalho & relatado alto
‘percentual de isolamento de Coaynebaciferium sp., de fazendas produtoras de leite
tipo B (Tabela 1). Resultados estes condizentes com os referidos em trabalhos in-
ternacionais, onde Corguebacterium bouvis & atnalmente considerado camo um dos mi-
grorganismos mais prevalentes na mastite bovina (3, 11). Essas cbservagbes eviden-
ciam que agentes considerados de baixa patogenicidade, como Conynebacterium bovdis,
assumiram importincia crescente, principalmente pela ag@o do prépric homem, que in-
terfere combatendo os patdgenos clissicos, chamados de patdgencs maiores, interfere
com © sistema imune através de alimentacao e medicamentos, interfere com a resis—
téncia natural pela selegdo para produgao, permitinde que microrganismos pouce
adaptados a vida parasitaria, prevalentes no meio ambiente, se instalem e produzzam
doenga, Assim, verificae-se que propriedades produtoras de leite tipo Especial apre—
sentaram corinebactérias em apenas 9,51% das amostras. Nestas propriedades, os ani-
mais sdc nowmalmente mais rasticos, mesticos de holandSs cam zebu, e a participagso
do homem na selegio para produgio, assim como a utilizacfo de medicamentos € menos
acentuada. Sem diwida, a canstatagdc do awmento significante da participacio de
bactérias do génerv Corynebacterium em processos de mastite & um dos aspectos mais
revelantes deste estudo, uma vez que ressalta o cardter dindmico da etiologia desta
afeccéo, justificando a necessidade de avaliagbes periddicas nas bacias leiteiras.
Portanto, o estudo da etiologia da mastife bovina deve merecer atencdo dos pesqui-
sadores brasileiros comw medida de apoio ao deserwolvimento da pecudria de leite,
pois somente o conhecimento da extensdo e caracteristicas do problema permitira
adoacio de medidas profilaticas e terapSuticas necessarias e efetivas, coo fol
também salientado por Ferreiro & col. (9).
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Resumo

Relato de dois isolamentos de Saflmonelfa fennessee em fezes
humenas, S$Sag apresentados resumos clinicos dos dois casos e
feita revisao bibliografica. Conclusdo alertando para a
importancia c¢linica e epidemiologica que a 5. Lennessee
poderd eventualmente exibir.

Supmary

Safmonelfa tennessee from human feces in Rio Grande do Suf,
Brazil .
Two cases of Safmonelfa Tennessee isolated from human feces
with a brief eclinical report and a bibliographical review
are presented. The authors poimt out the potential c¢limical
and epidemiclogical importance of these findings.

Introducac

As refer@ncias sobre presenca de 8. fennesser tém sido pouco frequentes. A pri-
meira delas data de 1942, quando Burner & Edwards (1}, em amostra enviada pelo Pe—
partamento de Satde do Tennessee, isolaram uma Safmonelfa nas fezes de um portador
que cperava como manipulador de alimentos; os citados autores determinaram a fOrma—
la antigénica do novo microrganismo (6,7 @ Zze) que ficou conhecido camo Safmonelffs
fennessee. Wo Brasil, S, Zemnessece tem sido isolada de mxde eventual. Em 1972, Ho-
fer {5) relata o isolamento em agua de esgoto e Costa & col. (3) registram dois ca-
sos identificados em ginglios linfaticos de suinos abatidos em Salvador, BA.

0 primeiro registro de isclamento em fezes humanas aparece no trabalho de Souza &
col. (10} em 1975, de wna amostra em Fortaleza, CE.

Em 1978, Miranda & col. (8} ao pesquisarem a incidéncia de Safmonella em farinhas
anpregadas camo ragdio animal, obtiveram isolamento de uma amostra em farinha de
carne. Finalmente, Pessca & col. (9), ainda em 1978, em exaustivo levantamento de
Satmonedfla isoladas na Secgdo de Bacteriologia do Instituto Adolfo Lutz, provenien-
tes de materials variados do septénio 1970-1976, apresentam quatro casos {corres—
pondendo  a 0.05% dos casos no periodo), sendo dois casos isolados em fezes, um em
alimento e outro da ragdo para aves. O Dept? de Bacteriologia do I.0.C. ( commica-

Rev. Microbiol., S&o Paulo, 17(2):113-115, Abr./Jun. 1986.
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¢io pessoal) refere 22 isolamentos a partir de materiais diversos em cerca de
16.000 salmonelas tipificadas no Instituto Oswaldo Cruz no periodo 1976-1983.

Bm nosso servigo, Laboratdrio Weinmann, de julho de 1984 a abril de 1985, obtive-
ros 21 isclamentos de salmonelas tipificadas em fezes; as duas amostras de S,  fen-
nessee correspoderiam i alta incidéncia de 9,52%. )

Material e M&todos

Coproculiuna - As feres foram sameadas em MacCankey agar (Biobras), SS-&gar (Bio-
bras} e em caldo de enriquecimento {Caldo Selenito de sodio - Biohkras).

Apds permanéncia de 18-24 horas a 37¢C no meio de enrigquecimento o indculo fecal
foi transplantadc para nova placa de SS-agar.

2As coldnias lactose-positivas foram transferidas para CV (11) modificado, lisina
{Lysine Iron Agar — BBL) e SIM (Bicbras}), buscandc o isclamento de E, cofi entero—
patogénica e E. cofd invasiva; as lactose-negativas repicadas em CV, lisina, SIM e
citrato (Simmons citrate -~ A&gar, BBL) cbedecendo rotina preconizada por Cauwduro
{2}, acrescida de algumas provas especificas para a clagsificagdo de Salmoneffo em
sub-géneros, sequndo Ie Minor & col. (6).

Os resultados campativeis com o perfil bioguimico de Safmonelfa: positivo para:
glicose {gas}; H,S; motilidade; lisina desc.; Dulcitol*; lise fago O1%; ornitina
desc.*; e negativo“para: uréia; lactose; sacarcse; citrato; indol; ONPG (2h)*;
RNC*; malonato* (*Complemento realizado no I.0.C.}.

Sonologia - A andlise soroldgica foi realizada de acorde oom as orientacdes de
Kauffmann (7) e Edwards & Ewing (4}.

Foram feitas reagles com anti-soros Safmonelfa O Antiserum Poly A-I and Vi (Dif-
co) e Safmonella H Antiserum Poly a-z {Difco) , resultando ambas aglutinacdes posi-
tivas. Mo entanto, as tentativas de caracterizar S. fyph{ ou S. typhimuwiium (espé-
cies mais frequentes em nosse meio} atraves de anti-soros Salfmoneffa O Antiserum 9,
12 e Vi (Difco); Safmonellfa O Antiserum i, resultaram negativas.

A tipificacao soroldgica campleta, foi feita no Instituto Oswaldo Cruz, Arbas
amostras foram caracterizadas como Safmonelfa Tennessee (6,7 : 2Zas), integrante do
Grupo C1 .

Conelusao

As duas amostras de S, femnessce foram isoladas a partir das fezes de dois pa-
cientes, uma crianga de cinco anos (GB) e wm adulto de 47 anos (SRV}.

O paciente GB apresentava Jgastroenterite. Foi instituido tratamento sintomitico,
com hidratacic, antitémmico e antiemético, resultando cura clinica.

O paciente SRV apresentava histdria de Ulecera duwodenal ha 10 anos, alteracdio do
hibito intestinal ha 45 dias e fezes sami liquidas. Referia astenia e emagrecimen~
to., Foi submetido a retossigmoidoscopia que revelow retite ulcerada. A bidpsia re-
tal demonstrou retite crdnica com eosinofilia, Na colonoscopia pode-se constatar
lesdes ulceradas no ¢Olon ascendente. Através de bidpsia colfnica chservou-se coli-
te crdnica erosiva e supurativa. O paciente foi tratado cam sulfametoxasol e trime-
toprim por duas semanas e tornou-se assintomatico com recuperagdo de peso. A copro-
cultura de controle foi negativa.

NEo se dbteve nenhwm fato que pudesse explicar e ajudar o estudo destes dois ca-
sos, no entanto julgamos correta a notificagao dos mesmos € ao mesmo tempo langar
discreto alerta para a ocorréncia deste sorotipo de Safmonefis em nosso meio, até
ent3o constatada em fezes humanas somente em SZo Paule (SP) e Fortaleza (CE).

Concluimos destacando o significado que o isplamento de Safmonelfa spp. ndo S.
Zyphi ou 8. typhimuiium - Safmonefla fennessee em particular - pode tex para o mi-
crobiolegista pela eventual importancia clinica e epidemioldgica deste microrganis-—
mo.
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Sumary

Entercpathogenic Eschenichia coll (EPEC) isolated from
outbreaks and sporadic cases of infantile gastroenteritis
and some non-EPEC E£. cofd and other enterobacteria
associated to intestinal and extraintestinal infections were
studied. Using Hep-2 cells, it was verified that the
previously described "localized adherence " (L.A.) only
occurred among EPEC strains. Entercbacteria with different
virulence traits and non-EPEC F. e¢fd producing type 1 pili
or colonization factors CFA/I, CFA/II, K88, K99 and 987P as
well as some EPEC strains from an old collection were all
negative for L.A. Serial cultivation on so0lid medium
(CFA-agar) inhibited L.A. whereas EPEC grown exponentially
in  non-zerated 1liguid media were L.A.-positive, &
gquantitative test for L.A. was introduced and L.A. indexes
were  obtained for inhibirion tests with carbohydrates,
concanavalin A, semipurified 0111 LPS and divalent cations
(Ca*+ and Mg'™). L.A. indexes were alsoc obtained for
pretreated bacteria and cells with trypsin, glutaraldehyde,
heat  and U.V. radiation. Most epidemic EPEC strains,
producing type 1 pili and L.A. adhesin had higher L.A.
indexes than non-epidemic EPEC, suggesting a cooperation
between both adhesins. Inhibition of L.A. by carbohydrates
and by pretreatment of bacteria and cells with trypsin
suggests that cell surface glycoproteins and bacterial
proteins mediate L.A, A wide wvariation was verified on
sugar—inhibition profiles suggesting structural variation in
cell receptors and bacterial adhesins, even among EPEC
strains of the same serogroups. L.A. was strongly dependent
on bacterial and cellular viability and on previous EPEC
cultivation in Ca** containing medium, both evidences
suggesting a internalization step on L.A. Studies on
ultrastructural interaction between EPEC and Hep-2 cells and
L.A, role on EPEC virulence are currently underway.
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Fesumno

Tnvestigacbes sobre propriedade  adesdiva {aderéneia
Zocalizada) earactenistica dos soroghupes entercpatogenieos
de Eschenichia coli

Estudamos E. oof{ enteropatogénicas cldssicas  (EPEC)
iscladas de surtos epidémicos e casos esporadicos de
diarréia e amostras de E, ¢0f{ e de outras eantercbacterias
associadas a infecgoes intestinais e extraintestinais,
Empreganda células Hep-2 verificamos que a “aderéncia
localizada” (AL) ocorreu apenas em EPEC. E, cofl nao~EPEC
produtoras de pili tipo 1, CFA/I, CFA/II, K88, K99 ocu 987P,
enterobacteérias apresentando diferentes mecanismos de
viruléncia e EPEC provenientes de coleczo foram negativas
para AL. 0 cultive seriado em meio sdlide inibe a AL
enquanto o cultive em meioc 1liquide nao-aerado em fase
exponencial , mas nao em fase estacionaria, a estimula. EPEC
produtoras de pili tipe 1 e de adesina de AL provinham
principalmente de surtos epidémicos e apresentavam elevados
indices de AL, sugerindc cooperacao entre ambas as adesinas.
Testes de inibigcdo da AL por carbohidratos, concanavalina A,
LPS semipurificado e cations divalentes (Ca*t, Mg®™) e o
tratamento prévic de bactérias e células por tripsina,
glutaraldeide, calor e radiagdo U.V,, sugerem que a AL e
mediada por glicoproteinas da superficie celular e por
proteinas bacterianas. Variagdes nos perfis de inibicao por
carbohidratos, sugerem variacdc estrutural nos receptores
celulares e mnas adesinas bacterianas, mesmo eatre EPEC de
idénticos sorogrupos. A AL & dependente da viabilidade
bacteriana e celular e do prévic cultivo dos microrganismos
em meio contendo Cat*t sugerindo internmalizagio das bactérias
aderidas as células.

Introduction

Scme entercpathogenic serogroups of Escherdiehda cold  ("classic” or EPEQ)
specially 0111:R58, 055:K59 and 0119:K69 are recognized as important agents of
infantile gastroenteritis (11, 22). However, results concerning enterotoxic as well
invasive properties have been negative, despite some "EPEC strains producing
cytotoxins and enterctoxins, whose meaning in natural infections remains to be
proved, were described (14, 15). On the other hand, significance of adherence to
the EPRC virulence is inferred fram early cbservations describing intense EPEC
colcnization of the intestinal, oral and nasal rmucosal surfaces of diarrheic
children and of the nosccomial staff involved with their care (17).

The £, cofl adherence to erythocytes and epithelial cells is usually mediated by
pili and its meaning on the intestinal virulence is well established for
enterotexigenic E. celd {10). Bowever, the meaning of pili on the EPEC virulence is
disputed (1, 6}.

Scaletsky & col. (20}, while performing a new adherence test carried ocut by an
extended incubation of cell monolayers with exponentially-grown bacteria, described
a typical microscopic aspect for the EPEC adherence referred to as "localized
adherence" (L.A.). There were several bacterial nests on paranuclear regions of the
cell surface. In the present report we studied L.A. of piliated and non-piliated
strains of EPEC and introduced a quantitative L.A. test to evaluate the influence
of same factors on L.A.
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Material and Methods

Onganisms . EPEC strains were cbtained frem outbreaks or sporadic cases of
infantile gastroenteritis. Non-EPEC E. cofi strains were isolated from feces of
normal individuals. Serogrouping was performed with OK antisera (Difco) and the
bacterial strains were stored at —25°C. The adhesive properties of these strains
were described previcusly (1) and the origins of the other enterchacteria and EPRC
tested are listed in Table 2.

Cell cubture - Hep-2 cells were cultivated in Fagle MEM (Gibco) with Earle salts,
supplemented with 10% calf serum {Instituto Adelfo Lutz), gentamicin {5ug/mi) and
fungizone (2,5ug/ml). Monolayers grew on 24 X 8mm rectangular coverslips and were
used soon after conflusnce {24-48h).

L.A. Zesf - Bacterial strains were grown for 16h at 37°C in TSB broth (Difco). An
inoculum of 250ul of each culture was mixed with 2.5ml of antibictic—free EFagle MEM
with 2% calf serum and incubated for 2.5h at 37¢C before being added to cell
monolayers. After the contact time (15min) cell monolayers were washed with
PBS-Dulbecco pH 7.2 (PBS-D), fresh medium was added and incubation was continmied
for 2h, at 37°C. Monolayers were washed in PBS-D, fixed in methanol, stained with
Glemsa (Merck), dehydrated and mounted in Caedax (Merck). In some tests bacteria
were serially cultured either in mutrient broth or on CFA agar, respectively
stimilating or inhibiting type 1 pili (7). For tests performed with bacteria
inactivated by heat, glutaraldehyde or U.V. radiation a contact time of 30min was
used without further incubation.

Inhibition of L.A. - To carry out sugar-inhibition tests, 10 and 100ug/mi of
D-glucose, IL-rhamnose, D-rmannose {Merck), galactose (Allied) or lactose (Difco)
were added to Eagle—grown bacteria inmediatly before their contact with the aells.
The effect of cations on IL.A. was evaluated with bacteria grown in Eagle MEM
defficient in Catt (1mM), Mg++ (1mM)} or both. Im additional tests, bacteria grown
in camplete or in Cat+ defficient media were harvested by centrifugation, washed in
deionized water and suspended to original concentration in media with or without
Cat* before contact with thé cell monclayers. Influence of cellular and bacterial
pretreatments on L.A. were evaluated with Hep-2 cells treated with: {a) 100 and
200ug/ml concanavalin A (Con A - Sigma) for 30min, (b) 2mg/ml trypsin (Difco), {c)
E. coddl 01113, b alkali-extracted lypopolysaccharide (IPS) (23}, (d)} heat (56°C,
30min) or (e} 0.25% glutaraidehyde (Smin}. Bacterial cells were pretreated with
2ng/ml of txypsin or inactivated by (a) U.V. radiation (245mm, 15min}, (b) heat
(56°C, 60min) or {c) 0.25% glutaraldehyde (30min) immediatly before contact with
Hep-2 monolayers.

L_A, .index - Stained monolayers were coded and read at  1000x magnification. Two
hmdred cells were chserved at random and bacterial nests with four or more bacilli
were counted. L.A. index was obtained from the total nurber of bacterial nests
comnted in three coverslips divided by 600 and maltiplied by 100.

Efectron microscopy - Negative staining of bacterial cells was performed with 1%
phosphotungstic  acid  sclution {pH  7.0) with 0.1% saccharose and 0.01%
dimethylsulfoxide.

Results
\

Freshly isolated EPEC straing were positive for 5.A. irdependently of their
origin, serogroup or pili production. NMon-EPEC F. cofd were all negative (Table 1)
as well as E. cofl and entercbacteria expressing different virulence traits or
adhesins responsible for the colonization of human and animal intestinal mucosa
{Table 2). Citrobacten freundii with O-specific side chains antigenicallv identical
with £. cofl 01171 1PS and same smooth EPEC strains cbtained fram  old collections
were also negative for L.A. {Table 2).
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Table 1 ~ Occurrence of pili and of Effect of the culture conditions on

localized adherence (L.A.) to Hep-2 the L.A. of piliated (PIL¥) and
cells im EPEC strains and non-EPEC non-piliated (PIL™) EPEC were studied
E. coldi. with a gquantitative test. A great drop
Symbols: * = Pili identified by of the L.A. indexes vresulted from
electron microscopy (negative serial culture on agar and a
stainning) and hermmaglutination significative recovery was observed
tests {see reference 1)}; MR = after the subseqguent culture in Eagle
Mannose-resistant pili, t-1 = type 1 MFM. Serial culture in nutrient broth
pili; ND = Not determined even for PIL* strains causes a

reduction of the L.A. without recovery
after culture in Eagle MEM. Results

Srigin Sercgroup  Serain f‘:}if‘l BoA. chtained for some representative EPEC
- strains are shown in Table 3.
. 388 o= N Electron micrographs of PIL~ strains
SR Pt M i grown in conditions favourable (Fig.
— 135 o 1-a) or unfavourable (Fig. 1-b) for
- 0119:K89 341 . - ! I.A. expression did not  reveal
Tuehreaks X = . R
e 262 . - . structures resembling pili or capsule
08Sa:KE1T 351 ¢ .. on bacterial cells cultivated in
24 _ . TA-stimulant conditions.
53 S - Microgrephs of Giemsa-stained cell
0711:X58 S - . monolayers incubated with PIL- and PILF
61 - - N EPEC are shown in Figqure 2. Typical
Sporadic 94 - - + L.A. pattern, with compact paranuclear
cases 0551159 68 - - . nests of short bacillary forms can be
i 1415 .- . :
seen on Figure 2-a. A second pattern of
0179:K69 60 - - y bacterial adhesion is cobserved on
088a: K61 57 v * Figure 2-b. There were loosely
® _ _ ~ clustered patches of large bacillary
087 F.3 + - - forms without preferential localization
HorEPRC o0 = o on  the cell surface. This "loose"
NomaL 016, 017 F. 9 . - - adherence pattern was found only among
fecas o .10 - - - PIL+ strains.
o A A 50% reduction in L.A. index was
X F.21 - - - accepted as evidence of significant
621 F.30 P -

L.A.—inhibition by any treatment. Great
variations were verified on the
carbchydrate-Can A inhibition profiles
even among EPEC strains of the same serogroup (Table 4).EPEC strains with different
inhibition profiles were tested for influence of several treaiments on the L.A. It
was verified that L.A., required Ca*+t ions in media where bacteria grew and Iits
effect could not be replaced by Mg+t (Table 3). Additional tests showed that Catt
availability during the contact time did not restore L.A. of bacteria grown in Cat++
defficient medium (Table 6). Pretreatment of bacteria or cells with trypsin did not
affect their viability but significantly reduced L.A. whereas bacterial or cell
inactivation by heat, U.V. and glutaraldehyde completely abolished L.A. (Table 5}).

Discussion

L.A. was only found among EPEC strains while non—¥PEC E. cofd from intestinal or
extraintestinal infections were negative for L.A. Pili invelved in E. cold
colonization of human or animal intestines as CFA/I, CFA/II, K88, K99 and 987p did
not induce L.A. as well as type 1 pili or mennose-resistant pili fram uropathogenic
E. cofd (2).

Cravicto & col. (6} and more recently Baldini & col. (3) described Hep-2 adhesive
properties in EPEC, These latter authors also found a close association between
Hep—2 adherence, colonization of animal intestine and a 55-72 mbal plasmid whose
loss abolished both intestinal colonization and Hep-2 adherence. Our EPEC strains



120

Figure 1 — Negatively stained EPEC E. cof{ 68 grown in culture conditions
favourable {A) or unfavourable (B) for L.A. to Hep-2 cells.

Symbols: Capsule or pili were not found on L.A. - positive bacteria. (A), X
50000; (B), X 30000

e

derived from an old collection were negative for L.A. despite of long—term
incubation (6-8h} with cell monolayers. The same was cbhserved by Carvalho {5), and
Cravioto & col. (6) also verified that EPEC strains isolated from earlier outbreaks
were noticeably less adherent to Hep-2 cells than strains obtained fram recent
outbreaks. Recently, Nataro & col. (16) showed that L.A, is encoded on plasmid
varying in size fram 55 to 70 mBal. Thereby it seems plausible that the Hep-2
adherence described by different authors is mediated by an identical adherence
factor, peculiar to EPEC and controlled by extrachramosscmal DMA, lost during
bacterial storage.

As already described (5} culture conditions influence onm L.A. expression,
suggesting interfevence of regulatory mechanisms similar to those affecting
phenctypic expression of mannose-resistant and of type 1 pili (7, 10). In a former
report, both adhesins were investigated in our EPEC strains and only type 1 pili
was found (1). L.A. and itype 1 piili were both strengly inhibited by serial
cultivation in solid media. Nevertheless, serial cultivation in static, non-aerated
liquid media stimilated type 1 pili and the L.A. adhesin differently, the former
being favoured in stationary-phase cultures and the latter in
exponentiai-phase~-cultures,

L.A. tests performed with PIL' and PTL™ EPEC strains grown in culture conditions
favourable or not to L.A. expression indicated that type 1 pili play no direct role
on L.A. Notwithstanding, on the cell nonclayers incubated with PIL* strains two
receptors for EPEC adhesing, localized at different regions on the cell surface.

Brinton (4) admitted that environmental conditicns in non-aerated licuid media
simlate conditions prevailing in the intestinal habitat. Thus, coexistence of L.A,
adhesin and type 1 pili probably occur "in vive". In the present investigation, it

. was verifijed that EPEC strains possessing both adhesins had higher L.A. indexes
than PIL~ strains. Hydrophobic properties and the spatial arrangement of type 1
pili could facilitate initial contact with the cellular surface thereby improving



Table 2 - Occurrence of L.A. in &, cecfl and in
enterobacteria with different virulence traits and surface
antigens associated to colonization of intestinal and
extraintestinal epithelial surfaces.

Symbols: * = Expressed during adherence tests; ** =
Acherence to Hep-2 cells without typical pattern; + =
Moderate; ++ = Intense; ETEC = Enterotoxigenic E. cofdi; INV
= Invasive E. cofd or Shigelfa; EPEC = Entercpathogenic
serotypes of E. cold; unk. = Unknown virulence mechanisms.
Source of strains: ag. A.F. Pestana de Castro - UNICAMP; b.
L..R. Trabulsi - EPM; e¢. I. Suassuna - UERJ; d. H.L. DuPont
— Tex. Med. Sch.; e. E.H. Ewing - CDC; t-~1 pili = type 1
pili; MR pili = Mznmose-resistant pili

Virnlences . Relevant surface Adhe.
Origin trait Strain characteristics L.A. rewce
{*) {**)
E. cpli 40T - - -
E. coli HID4O7® CPA/I pili - +
E. coli PRITED CFR/II pili - +
Diarchea ETEC E. coli 981 F° 987 P pili - -
£. cobd 0101:K992 K99  pili - +
E. cofi 681(0td1:
X85akh;K88z,b) 2 Kes pili - ++
£. coli Fx97(0164)C - - +
E.coL&zo&sg - - -
(S, Panlo II)
Diarrhea v E. coli 4608-58
(0143:X2:H 1d - - -
8, §Eexnend 1225753 -1 pili - e
8, ffexneni Hr-94% - - -
€. greundii 5377¢ E. cold 0111ab
Diarrhea unk. antigen - -
C. greundid I312° £, eofd 0111 an—
tigen; t-1 pili - -+
E. coli 394367
(0111a,b:K58 04} © 1 pili - -
. E. coli 931-54
Collection B (0111a,c:K58:324) 1 pili - .
E. coll BCP-122
(055:¥59)® twl pili - +
Normal E. cofd
feces e Fo13{055:K2:005 t-1  pili - 4
E. pold UTI-1 .
(06 :¥53) MR pili - s
Urinary ank E. coddl UTI-30
infection (06:K2) MR pili - +
E. cold UTY-4
(04:K12) t-1  pili - .

interaction between L.A. adhesin and its receptors.

Cooperation between EPEC adhesins is also suggested by earlier results indicating
that PILt strains were more fregquent among epidemic strains of EPEC than among
strains isolated fran sporadic cases of diarrhea. Those strains also had adherence
indexes for Hela cells higher than adherence indexes of PIL™ strains (1).
Simitanecus occurrence of both adhesins in outbreak-associated EPEC couid
contribute, perhaps, for the rapid spreading of EPEC in pediatric wards.

Concerning the nature of the L.A. adhesin no bacterial surface appendages like
pili or capsule were seen in negatively stained preparations of EPEC. However, IL.A.
adhesin was demonstred to be fimmly ceil bound and its release in culture media wes
not observed in specially designed L.A.—inhibition tests (data not shown). L.A.
inhibiticon by carkbchydrates and degradation of surface proteins by cellular and
bacterial +treatments with trypsin suggests that cell surface glycoproteins and
bacterial proteins are involved in IL.A. Glycoproteins and glycolipidis also
function as receptors for ETEC attachment to animal cell surfaces (10).
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Figure 2 — Giemsa-stained monolayers of Hep-2 cells 1infected with EPEC E.
cold.

Symbols:(A).Type tpili-negative E. cofi 54 showing paraauclear nests of short
bacillary forms typical of LA pattern; (B). Piliated E. cofi 386 showing two
different adherence patterns {arrows}, as described in the text. X600

& consideraple diversity on L.A. adhesins and their cell receptors is suggested
from variations verified on tests of L.A-inhibition by carhohydrates and by Con A,
a lectin that binds to D-mamnose and D-glucose residues on cell  surface
glycoproteins (21} .

Amcng certain non-piliated bacteria, attachment to cell surfaces seams +0 be
partially mediated by IPS (12, 13, 18). Evidences against LDS participation on L.A.
arise fram cbservations of IL.A. reduction in trypsin-treated EDEC and complete
absence of L.A. among smooth EPEC strains obtained from eollections and
enterchbacteria expressing EPEC O antigens.

However, pretreatment of Hep-Z cells with alkali-treated E. cofd 0111 LIPS
impaired L.A. of EPEC 54 (0111) whereas stimulating adherence of EPEC 68 (055). It
is possible that in 0111 IPS-treated cells, surface electrical charge equilibrium
between bacteria and cells was altered, resulting in attraction or repulsion of
differently charged bacterial surfaces. Kilhstrom {13} verified that the binding of
bacterial LIPS changes physico—chemical properties of cellular surfaces depending on
the LIPS preparation used and that these changes influence differently the
attachment of diverse bacterizl strains.,

Heat or formaldehyde treatment of ETEC adhesins (9) and mannose-resistant pili of
E. coli (7, 8) causes direct lesions on adhesins and results in impairment of
bacterial adherence. It was verified that similar treatments completely abolished
both viability and L.A. However, L.A. impairment was not probably related to
destruction of bacterial surface antigens mediating adherence because L.A. was also



Table 3 - Effect of culture

conditions

[}1

type 1 pili production and on L.A. indexes
of some representative EPEC strains.

Symbols: * - TSB-Eagle = Culture in TSB
{16-18h), culture in Eagle MEM (2.5h),

contact with Hep-2 monolayers for 15 min and
additional incubation for 2h; CFA =

Serial
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abolished by U.V. treatment which
preserves thermolabile antigens due
to its letal action directed upcon
bacterial DNA.

L.A. also required Ca*t ions and
this effect was not related +to
neutralization of electrical

culture in CFA agar, contact and incubation charges Dbetween bacterial and
with cells as above; NB = Serial culture in cellular surfaces since cation
nutrient broth, contact and incubation as replacement by Mgtt did not restore
above; CFA-Eagle/NB-Eagle = Serial culture L.A, Additional tests showed that
in CFA or NB, culture in Eagle MEM (2.5h), Catt requirement was not dependent
contact and incubation with cells as above; on Ca'tt availability during contact
*% -~ Per cent of L.A. in TS$B-Eagle-grown time but {0 previous bacterial
bacteriaz; ¢ = type 1 pili-producing (PILY) culture in Catf containing mediim.
or not producing (PIL™) strains Attachment and internalization of
3. Zyprimenium and S. 4{Lexnerd into
animal celis are dependent on
ey Th e pactarial metabolism ey 18 o

. s , . on ent cations <
$erain RN bt BOfempel LA ctivate or stabilize bacterial
- products invelved in the

= Thmegle Z R internalization step. Despite L.A.
(o111sxse, Py T FhoEagle - 150 823; dependence on Ca** ions and on
"BEagle - 270 (12.2) bacterial a.nd cellular viability
suggested internatization of
TSB-Bagle + 145,90 {100) attached EPEC, a direct evidence
386 R - oo 15:%,  was not obtained since our tests
(o111:x58, L) Eedle . 80.0 (55.1)  were not designed to distinguish
NB-Eagle * 94.0 {64.8) between surface attachment or
intraceliular localization. Studies
251 En-Ragle z e on  ultraestrucbiral interaction of
(o119:KE0 ort)  CEAEagle - ;gg 8{&:;; EPEC and He}?—z cells and L.A. role
E._zag te : 178 (61.0) on EPEC virulence to laboratory

Table 4 — Inhibition of L.A. in EPEC strains by

animals are currently underway.

carbohydrates

(10mg/ml) or by cellular (Hep-2) pretreatment with concanavalin

A& (100ug/ml) .
Symbols: * =

indexes
sk =

Tests without carbohydrates or Com A; ** =
£50% of control L.A. were accepted as L.A. inhibition:
= In tests using 100mg/ml carbohydrates and 200ug/ml Con A,

L.A.

only strain 94 had L.A. inhibited: D-glucose (12.1%); D-manncse
(14.8%); Lactose (21.5%); Con A (13.6%)

Cantrol

L.A. indexes (% of control LA} 7

; A *)
Strains L.A, index D-glucese L~rhamnose D-mannose Galactose Lactose  Can A
54 75.0 .0 20.0 8.8 22.6 67.8 68.0
(0111:K58) {100} (12.86) (25.3) (1.1 {28.6)  {84.8}  (86.2)
94 (*¥x} 40.0 40.0 0.0 24.6 8.5 38.6 28.6
(0111:¥58) (100) (100} (100) {61.5) (21.2}  (96.5) {71.5}
68 35.5 9.4 3.3 4.0 37.3 1.7 4.4
(055:X358) {100} {26.4) (9.2) (11.2)  {105) 4.7y (12.3)
3% 27.8 18.8 21.7 6.8 27.9 17.5 4.7
(0862:K61) 1100} (64.7 {78) {60.4]  (100) (62.9)  {34.8)
329 17.5 6.7 17.6 8.1 8.4 4.5 18.0
{0119:K69) 1300} {38.2) {100) (46.2) {48} (26.2)  (162.8)
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Table 5 — Effect of different cellular and bacterial treatment on L.A.
indexes of EPEC strains,.

Symbols: * = Eagle MEM with calf serum (2%) and with or without Ca** and/or
Mg*t (imM); ** = Bacterial and cellular viability unaltered by trypsin or LPS
and abolished by the other treatments; in tests using inactived bacteria,
L.A. indexes were obtained immedisztly after a contact time of 30min without
further incubation with cell monolayers. Control L.A. indexes obtained in
identifical experimental conditions were 23.4 (straim 54) and 13.7 (strain
68); @ = Alkali-treated LPS of E. cofi 3943-67 (011la, b:K58:NM); Glut. =
Glutaraldehyde

L.A, indexes (2 of control L.A.)

Strain Contro]l — Bacteria grown in Eagle-MBM (%) Cellular treatments {#*) Bacterial tveatments {**)
L.a, index without vith with 0111
Catiugt Catt Mgt trypsin pgp® heat glut.  trypsin heat U.V. qlut.
54 53.5 5.3 55.5 W0 4.2 4.3 65 0 25 & 0 0
{0111:X58) {100 (10.8) {103) (18.0) {7.8) (6.0} (12.2} 4.6 o 0 0
68 15.2 6.2 1.2 4.9 5.0 2208 2.8 O 5.7 0 ¢
{055:¥59) (180} {40.7) [73.6) (32.2) (32.8) (344.7) (18.4) (37.5)

Table 6§ — Effect of Cat* ions on L.A. of
EPEC strains

Symbols: * - Ca*t = 1mM; ¢ = L.A. index (I
of control L.A.):

Bacteria grown L.A., tests in Eagle~MEM

Strain in Eagle—d@m(*) with Ca*¥ without Catt
54 with  Ca** 32.8 (1000%  25.3 (77.1)
(6111:X58)  without Ca*+ 4.3 {131} 4.4 (13.4)
68 with  ca*t 18.4 (100} 30.2 {164.1)
(055:K59) without Cat* 3.6 (19.5) 7.2 (39.1}
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Resuamn

Realizou-se exame microbiclogico em 34 amostras de alimentos
infantis destinados a criancas de 0 a 2 anos de idade, sendo
23 amostras de produtos industrializados adguiridos em
supermercados e 16 amostras de sopas e 15 de mamadeiras,
coletadas em creches da cidade de Araraquara, no Estade de
840 Paulo. Realizaram-se as seguintes analises: contagens de
bacterias aerdbicas ou facultativas mesofilas e termdfilas,
de Staphglococcus awrens, de Baeiflfus cereus, de organismos
anaerébios  clostridics sulfito-redutores, de bolores e
leveduras, pesquisa de Safmoneffa e Yersdinia enferceolitica
e & determinagaoc do Numero Mais Provavel de coliformes
totais e fecals., Nao foram encontrados S. awrteus,
Salmonella, ¥. enferocolitica, clostridios sulfito redutores
em nenhuma das amostras. Em proporgoes varidveis foram
encontrados, nos tx&@s tipos de alimentos analisados, B,
cered, microrganismos aercbios ou facultativos mescfilos e
bolores e 1leveduras. Coliformes totais e fecais foram
constadas em amostras de mamadeiras.

Summary
Microb.iobogical examination of infant foods

& microbiclogical examination was carried out on 54 samples
of foods to be eating to 0-2 years old children.
Twenty-three of them were baby-food samples bought atc
supermarkets, 16 of soups and 15 samples of milk or milk
substitute infant formulas from feeding bottles collected at
day-care chidren's institutions in Araraquara, State of Sio
Paulo, Brazil. The following tests were made: presence or
absence of Safmonella, VYersinia enterccolitica  and
verification of the Most Probable Number (MPN) of coliforms,
counts of mesophilic and thermophilic bacteria, yeasts and
molds, sulphite reducing anaercbie bacteria, Staphylococeus

Rev. Microbiol., S3c Paule, 172):126-131, Abr./Jun. 1986.



127

aureus and Baclllfus cerews. All samples were negative for
Sabmonetla, S. aureuws, Y. enferpcofdllica and anaerchbic
orgamisms. There were B. cereus and deteriorative
microorganisms present in varying proportions in the three
types of foeds. Coliforms and faeeal coliforms were present
in samples from feeding bottle.

Introducdo

A gastrenterite infantil, doenca relacionada a condigdes precirias de higiene, &
considerada uma das principais causas de morbidade e mortalidade infantil em nosso
meio. Os alimentos e a agua representam os principais veiculos transmissores dos
agentes etiolSgicos dessa doenca (14).

Depois do leite matermo, a utilizacdo de alimentos infantis industrializados
("baby-foods”} pode ser de grande importancia na prevencdco de infeccfes gastrintes—
tinals, principalmente entre as criancas do grupo etario mais suscetivel, ou seja,
de zero a dois anos de idade. Tais alimentos, por serem sulmetidos a tratamento
témico, tomam-se praticamente isentos de bactérias, a nao ser que sofram contami-
nacdo apds o© seu tratamento. Por cutre lado, alimentos desidratados utilizados no
preparo de mamadeiras podem tornar-se velculos de microrgenismos patSgencs, assim
cane  os alimentos n3o industrializados, por exemplo, sopas e mamadeiras preparadas
com leite de vaca, além de outros alimentos semi-sdlidos, dependendo das  condicdes
higiénicas do seu preparo (2, 7, 15, 16, 17, 18).

A presente investigacio teve por objetiwvo verificar as condigdes microbioldgicas
de alimentos infantis industrializados que sofreram tratamento térmico, adgquiridos
em supermercados e de sopas e mamadeiras preparadas em creches e servidos a corian-
cas de zero a dois ancs de idade. Esta avaliacBo foi feita através da determinacao
do Mimero Mais Provavel (NMP) de coliformes totais e fecais, das contagens de mi-
crorganismos  aerdbios ou facultativos mesSfilos e temmSfilos, Staphylococeus au-
reus, Baellfus cereus, organismos anaerdbios sulfito-redutores e de bolores e leve-
duras e da pesquisa de Safmonelfa e Yersinia enferocollilca,

Material ‘e Métodos

Onigem das amosfras de alimentos - Foram analisadas 54 amostras de alimentos infan—
tis destinades a criancas de zero a dois anos de idade, sendo 23 de produtos indus—
trializados adguiridos em supermercados e 31 coletadas em 3 creches, todas situadas
no municipio de Araraquara, Estado de Sdo Paulo.

As amostras analisadas apresentavam composicac variada cujos ingredientes eram:
carne, macarrao, legumes, frango, gama de ovos, cereais, batata e mandioquinha para
os produtos industrializados ( todos da mesma procedéncia); leite, aglcar, mistura
achocolatada em pd, amido de wmilho e leite em pd para as mamadeiras e carne, macar—
rdo, legqumes e verduras para as sopas.

Prepano das difuicoes das amostnas - Rlimentos industrializados: apds a realizacio
da prova de incubagdo para verificacfo de esterilidade comercial (19), homogensiza—
vam-se 25g da amostra em 225ml de agua fosfatada, pH 7,2, esterilizada {12), obten—
do-se assim, a diluicdo do alimento a 10*. A partir desta diluicdo inicial, prepa-
ravam-se duas diluicGes, a 10% e 10, empregando-se o mesmo diluente,

Alimentos nio LAndustrializades - Homogeneizavam-se 25g ou 25ml (para as mamadeiras)
em 225ml de diluente para a obtencdo da diluicdo inicial a 10!, A partir desta
preparava-se, para cada alimento, uma série de diluicdes decimais até 107",

Contagem padnde de micronganismos aerdobivs ou facubfativos mesogilos o termogilos -
Para os alimentos infantis industrislizados empregava-se o agar glicose-extrato de
levedo triptona (agar padrio Difco} e as incubacles a 359C por 48h para mesofilos e
550C por 48h para termofilos (12). Com relagdo as sopas e mamadeiras preparadas em
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creches, realizou~-se apenas a contagem de Microrganismos meséfilos em agar padrdo,
‘cam J_nmbagao a 35¢C e 32¢C por 48h, respectivamente {1, 12).

Tabela 1 - Variacio na microflora geral de bactérias mesofilas, bolores e levedu-
ras, B. cereus e termofilas em alimentos infantis.
S:'_mbolos: * UFC = Unidade Formadora de Coldniaz por ml ocu g

Variagao da microfiora contaminance

Natureza da N de amostras Bactéria
amostra examinadas indicadora 0~ 102 10* - 10 10% - 18 10 - 10°  »10%
n? % ne % ng % e § ne ]
Bact. mesbfilas (UFC/mi)* 5 31,25 5 31,25 4 25,6 2 12,5
Bolores e leveduras
Mamadeiras i6 {UFC/me) 12 75,0 4 35,0
B. cerens [UPC/mz) 7 43,7 2 12,5 3 18,7 4 25,0
Bact. mesdfilas (UFC/q) 1 6,7 7 46,7 5 33,3 2 13,3
Belores e leveduras
Sopas 1% (UFC/q) 15 100,0
} B, cerens {(FC/g) 2 13,3 4 26,7 K 20,0 4 26,7 2 13,3
Bact. mesdfilas [LEC/g) 23 100,0
. Solores ¢ leveduras
Alimentos {UFC/g) 23 100,80
industria~ 8, cencus SUFC/gJ 22 95,85 1 4,35
lizados 23 Bact. temmofilas (UGFC/g) 23 100,0

Determinacao do NMP de colifonmes fotais e fecais - Foi realizada segundo a téanica
dos tubos miltiplos, com cinco tubos por diluigdo. O teste presuntive era realizado
utilizando-se o caldo lauril-sulfato-triptose com incubagac a 35°C por 48h para as
amostras de sopas e alimentos industrializados (12) e 320C por 48h para as mamadei-
ras (1). O teste confirmatdric era realizado empregando-se ¢s caldos lactose-bi-
le-verde brilhante e EC para os colifommes totais e fecais, respectivamente. O tes—
te capleto erxa feito para os coliformes totais segqundo o preconizado pelo ICMSF
(12).

Contagem de microrganismos anaerobicos  sulfito-nedutores - Nesta determinacic uti-
lizou-se o Agar SPS {Difco) com incubacic a 44°C por 48h, en sistema Gas Pak.

Contagem de B. cereus - Foi utilizado o &gar vermelho de femol (Difco) adicionado
manitol, sulfato de polimixina B, emilsao de gema de ovos, sequndo o ICMSE (12).
cepas isoladas eram identificadas de acordo com © esquema de Gordon & col. {11).

Confagem de 8. awreus - Foi empregadc ¢ agar Baird-Parker (Difco} incubade a 35¢C
por 48h. As cepas isoladas eram identificadas através da prova da coagulase, de
acordo can o ICMSF (12).

Contagem de bofones e fLeveduras - Foi empregado nesta determinagio, o agar glicose
batata, pH 3,5, can incubagio a 220C por 3 a 5 dias.

Pesquisa de Salmoneffa - 25g de amostras de alimento industrializado ou 25g de scopa
ou 25mi do conteGdo dos frascos de mamadeiras eram adicionados a 225ml de caldo
lactosado, para o pré-enriguecimento. Apds incubagBo a 35°C por 24h, a partir das
cuituras em caldo lactosado, eram semeados Tml em 10ml de caldeo selenito-cistina e
caldo tetrationato de Kauffmann, os quais eram incubados a 439C para enriquecimento
de Safmonella. 2Apds 24h eram realizadas semeaduras em placas contendo _agar SsS e
agar verde-brilhante. Postericmente, as cepas suspeitas eram submetidas 3s provas
bioguimicas e sorocldgicas (12).

Pesquisa de Y. enterocolitica - No processe de enriquecimento, 25g do alimento eram
colecados na proporcdo de 1:10 an caldo tampdo de fosfatos, pH 7,2, adicionado de
0,15% de sais biliares e 1% de sorbitol, seguido de incubacao a 4°C por 21 dias. A
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cada sete dias semeava-se uma alcada em placas de agar MacConkey que eram incubadas
a 25°C por 48h. As cepas suspeitas eram identificadas de acordo cam © esgquema pro-
postoe por Falcdo (5).

Tabela 2 - Contaminacdo de alimentos por bactérias indicadoras de contaminagao fe-
cal. ) B
Simbolos: * NMP = Nimero Mais Provavel por ml ou g

Variagac da microflora contaminante

Natureza da 1 de amostras Bactéria Contami— - - -
amostra examinadas indicadora nagio 6 -1 10 -10° 10% .10 16t - 10" »10*
- %
ne ¥ one % ne % ne LI %
Coliformes to-
. tais (MMP/mi)* 41,9 8 50,0 4 25,0 1 §,25 1 6,23 2 12,5
Mamadeliras 16 Coliformes fe- ’
cais (pP/me} 16,13 i3 81,25 3 18,75
Coliformes to-
- tats (MP/g) o 15100
Sopas 15 Coliformes fe-
cais (N9P/g) 4 1% 100
Alimentos infantis Coliformes to—
infustrializados 23 tais {NMP/q) 4] 23 100
Coliformes fe—
cais {80@/g} 0 23100

Resultados e Discussao

0s resultados mostram variagles no grau de contaminacao das amostras {Tabelas 1
e 2).

A contaminacdo por bactfrias mesSfilas aercbicas ou facultativas nas 16 amostras
de manadeiras e 15 amostra de sopas ccorre em niveis superiores a 102 UFC/g (Tabela
1}. A presenca de bactérias mesofilas aerdbicas ou facultativas indica, quando em
nameros altos, condicdes inaderiadas de preparc, bem como a possibilidade de ocor—
réncia de patdgencs mesdfilos (12). ’

A contaminacao de quatro amostras de mamadeiras ror bolores e leveduras, em ni-
veis de 10°-10° UFC/y, deve-se, provavelmente, & presenca desses microrganismos nos
ingredientes utilizados no preparo das mesmas, como por exemplo, chocolate enm e,
amidos, ou ainda nos frascos de mamadeiras.

Os esporos de B, cereus encontram-se amplamente distribuidos na natureza e suva
presenca ja fol constatada em diversos alimentos. No Brasil, estudos realizados com
amostras de leife desidratado integral e desnatado, mistura achocolatada para pre—
paro de bebida e sopas ricas em proteinas utilizadas na alimentagdo infantil, amos—
tras de farinha lactea, de milho, de trigo, de mandioca, de soja e de feijdo, amido
de milho e leite pasteurizado, apresentaram contaminagio por essa bactéria em menor
ou maior grau (3, 4, 13). Peld fato dos alimentos ora analisados apresentarem am
sua constituicdo varios ingredientes semelhantes a esses, tais camo, leite pasteu-
rizado, farinha lictea, amido de milho, leite desitratado integral, mistura achooo—
latada, a presenca de B. cereus nao constitui grande surpresa.

A presenga dessa bactéria em niveis baixos sO vird a constituir problema quando
houver condicdes para sus muitiplicacdo no alimento uma vez que o nimero de celulas
necessirio para causar toxinfeccdo & da ordem de 10%-10%/g do alimento em adultos
{7, 9}. Como ndo se conhece a dose necessiiria que pode causar doengas em criancas,
mesmo miveis baixos devem ser analisados, epidemiologicamente, com cautela. Sa—
be-se, por exemplo, que em dois surtos de toxinfecgdo, criancas necessitaram de
hospitalizacdo enquanto que adultos apresentaram apenas sintomas leves (10}.



130

A presenca de alimentos infantis industrializados contaminados por bactérias me-
sofilas  (13,04%) e por bolores e leveduras (21,47%) pode indicar manipulagdo e/ou
armazenamento inadequados pos-processamento uma vez gue, nesta pesquisa, os micror-
ganismos termofilos foram os indicadores utilizados para verificacac das boas pra—
ticas de processamento & oS mesmos revelaram-se ausentes.

Cuanto as condicdes higiénicas dos alimentos coletados em creches {(Tabela 2), ve-
rifica~-se a presenga de coliformes totais em 13 amostras (41,9%) de mamadeiras e de
coliformes fecais em 5 (16,13%). A presenca destas bactérias pode indicar a possi-
bilidade de microrganismos enteropatigenos, tais como, Shigelfa, as diversas linha-
gens patogénicas de E. coli, enterovirus, rotavirus estarem presentes e, portanto,
risco potencial de criancas contrairem infeccles intestinais.

De modo geral e do ponto de vista microbioldgico, os alimentos industrializados
examinados representaram, pelos walores obtidos, risco menor de exposigdo das
criangas a agentes patogénicos, do que as sopas e mamadeiras analisadas preparadas
nas creches visitadas.

2gradecimentos
O presente trabalho foi realizado com recursos da FAPESP, 81/873-1.

1. American Public Health Association - Standard methods for the examination of
dairy products. 14.ed. Washington, DC, 1978.

2. Barrel, R.A.E. & Rowland, M.G.M. - Comrercial milk products and indigenous
weaning foods in a rural West African environment: a bacteriolegical
perspective. J. Hyg., 84:191-202, 1980.

3. Delazari, I.; Leitd3o, M.P.F.; Geraldini, A.M. & Eirca, M.N.U. — Baclffus cereus
em alimentos desidratados. Bol. ITAL, 60:31-40, 1978,

4, Eiroa, M.N.U., Leitdo, M.F.F. & Vitti, P, - Caracterizacdo microbioldgica de
farinhas e amidos. Cecl., ITAL, 6:459-473, 1975,
5. FalcZo, D.P. — Yersdinia enterccolitica. In: -~ Trabulsi, L.R. - Microbiologia

das infecgdes intestinais, Rio de Janeiro, Atheneu, p.79-89, 1981.

6. Frazier, W.(C. & Westhoff, D,D, — Food micrabiology. 3.ed, New York, McGraw
Hill, 1978.

7. Garcia, V.; Lastreto, C. & Montoya, A. — Evaluacion de la presencia de Baoillus
cereus en un  alimento infantil desidratado. Rev. Latino-2mer. Microbiol.,
23:141-144, 1981.

8. Gilbert, R.J. & Taylcr, J. — Bacdiffus cerneus food poisoning. In: - Skinner,
F.A,; Carr, Y.G., ed. - Microbiology in agricultures, fisheries and food. Apud:
- Jay, J.M. - Modern food microbiology. 2.ed. New York, Van Nostrand Reinhold,
p-197-213, 1978.

9, Gilbert, Y. — Bac{lfus cerews gastroenteritis. In: - Reimarnn, H.L. & Bryan,
F.L. - Food-horne infections and intoxications. 2.ed. New York, Academic Press,
p-497-518, 1979,

10. Goepfert, Y.M.; Spira, W.M. & Kim, H.V. — Baciffus cereuws - Food poisoning
organisms: a review. J. Milk Food Technol., 35:213, 1972.
11. Gordon, R.E.; Haynes, W.C. & Pang, C.H. - The genus Bacifiuws. Agriculture

Research Service, United States Department of Agriculture Handbock ne 427.
Washington, D.C., US Covernmment Printing Office, 1973.

12. International Comission on Microbiological Specifications for Foods (ICMSF) -
Microorganisms in foods. 1 - Their significance and methods of emumeration.
Toronto, University of Toronto, 1978.

13. Leitdo, M.F.F.; Delazari, T. & Mazzoni, H. - Microbiologia de alimentos
desidratados. Col. ITAL, 5:223-241, 1973/1974.

14. Muarshovschi, Y. & Trebulsi, L.R. - Aspectos etiolégicos e epidemioldgicos das
diarréias infecciosas bacterianas. In: - Trabulsi, L.R. - Micrcbiclogia das
infecgdes intestinais. Rio de Janeiro, Atheneu, p.11-24, 1881.



15,

16.
17.

18.

19.

131

Rosa, M.C. de la & Mosso, M.A.; Fernandez-Sanfrancisco, M.T. & Gaston de
Iriarte, E. - Microbiologia de alimentos infantiles. Anal., Bromat.,
I :127-136, 1979,

Rowland, M.G.M.; Barrel, R.A.E. & Whiteheard, R.G. - Bacterial contaminaticn in
traditional Gambian weaning foods. Lancet, 1:136-138, 1978.

Singh, R.S., Singh, S.; Batish, V.K. & Ranganathan, B. -~ Bacteriological
quality of infant milk foods. J. Food Prot., 43:340-342, 1980.

Schwab, A.H.; Swartzentruber, A.; Wentz, B.A. & Read Jr., R.B. -
Microbiclogical quality of dry milk mixes and milk substitute infant formilas.
Appl. Environm. Micropiol., 43:389-391, 1982,

Speck, M.L. -~ Compendium of methods for the microbioleogical examination of
foods. Washington, D,C, American Public Health Association, 1976.



132
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MESOIONICOS

Edeltrudes de Oliveira Lima
Ricardc Fernarndes Maia
José Maria Barbosa Filho

& Iauro Xavier Filho

Laboratorio de Tecnologia Farmacéutica
Universidade Federal da Paraiba

Campus Universitario

58000 Joao Pessoa PB, Brasil

Resoao

Dois compostos da serie mesoidnico
4,5-difenil~2~tiolato-1,3, 4-tiodiazzdlio (1) e
t,4,5-trifenil-2-tiolato~1,3,4 —trizzdlio (I1) foram
analisados em varias concentragdes contra alguns

microrganismos patogénicos e oportunistas. Foram testadas as
bacteérias:  Staphyfococcus  awrieus,  Escherichia coki,
Streptococeus  faecalls, Streptomyces albus, Streptomyces
ghiseus e os  seguintes  fungos: Candide albicans,
Ciyptococcus neofommans, Rhodotonuds sp., Epddemophyton
§Loccosum, Trichophyton Rubaum, Pendedflium Sp.,
Paraceceddioddes brasiliensis e Sporgthiix schenckii. Os
ensalos foram realizados em meios Iiquidos e sdlidos. Os
resultados indicaram que, a dose ideal de inibigio para
todos os microrganismos testados é de 400ug/ml.

Summary
Antibacleria and antifungie activities of the mesoionic
denivatives
Two compounds from the mesoionie series,
4 ,5-diphenyl-1,3,4-thiadiazolium-2~thioclate (1 and
1,4,5-triphenyl-1,3,4-triazolium-2~thiolate (11} were

analysed in various concentrations against microorganisms.
The bacteria Siaphylococcus aureus, Escherichia  cofd,
Stneptococeus faecalis, Sitrneptomyoes albus, Strheptomyces
griseus and the yeasts: Candida albicans, Cryptococcus
necformans,  Rhodetomuda  sp., Epddenmophyton {Loccosum,
Trichophyton nubkum, Penlclllium sp., Paracoceldioides
brasiliensis, Sporothiix schenckii were tested. The essays
were carried out in liquid and solid mediz., The results
indicate that ideal dosage which inhibits all microorganisms
tested is 400ug/ml.

Introducio

Muitos estudos sobre os campostos mesoinicos scmente tiveram importincia hi trés
décadas atras. Os referidos compostos, além de apresentarem comportamente  quimico
impar (12), tem chamado atencio para uma série de interessantes atividades farmaco
1égicas.

Rev. Microbicl., Sao Paulo, 17(2):132-136, Abr./Jun. 1986.
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Os campostos mesoidnicos e seus derivados tém apresentado importancia dentro da
quimica médica, bem camo varias atividades bioldgicas tém side evidenciadas. Entre
as extensas atividades biolSgicas dbservadas, destacam-se a antibacteriana {16, 17,
18), antifingica (4, 14}, antiparasitaria e antiinflamatdria (15), anticancerigena
{7}, antimalarica (3, 11), inseticida, herbicida, hipoglic&mica, diurética (7},
analgésica (6), sedativa (8), estimulante do sistema nervoso central, inibidor da
ronocaminoxidase (4), agente hipertensor e cardiovascular (5, 13).

Dois derivados da série mesoifnica, 4,5-difenil-2-tiolato-1,3,4~tiodiazdlic {I} e
1,4,5-trifenil-2-tiolato-1,3,4-triazdlio (II) foram sintetizados (1) e sao avalia-
dos neste trabalho através de ensaios microbioldgicos “in vitro" fremte & varias
espécies de fungos e bactérias.

Composto I Composto I1I
Ph
I
Ph\‘l/ STS Ph\l/;s{\rs
] ]
Ph/N " Pho”

Material e M&todos

a) Na elaboracgo do trabatho foi utilizado vidraria e egquipamento de uso corrente
em laboratorio de microbiclogia.

b} As amostras de fungos foram cbtidas no Laboratdric de Microbiclogia do Departa-
mento de Ciéncias Farmacuticas da Universidade de S3o Paulo: Candida afbicans
(FCF-243) , Cayptococcud neoformans (FCF-119), Rhodetorula sp. {(FCF-118), Epideamop-
hyton §loccosum (FM-564) , Thichophyton subrwm (FCF-249), Microsporum — cands
(FCP-258) , Peniciffium sp. (FCP-181), Paracoccidiodides brasilfiensis (M~621) e Spo-
nothrix  schenchil (FCP-94). As amostras de bactérias foram adguiridas no Instituto
de Antibidtices da Universidade Federal de Pernambuco e Instituto Adolfo Iutz de
S8o Paulo: Staphylococcus awreus (ATCC-29737), Escherdchia cofl (ATCC-10536),
Stueptococcus faecalis (ATCC-6057), Streplomyces afbus (CES) e Streplomyces griseus
(FRRL~150) .

c) Os meios de cultura usados nos ensaios para os fungos foram agar e caldo Sabou-
rand, e para as bactérias agar e caldo nutritivo (2, 9, 10).

d} aAs drocas testadas, compostos mesoidnicos I {4,5-difenil-2-ticlato-t,3,4-ticdia—
28lio) e IT (1,4,5-trifenil-2-ticlato-1,3,4-triazdlio), nas concentracoes de 400,
200, 100, 50, 25, 12,5, 6,25, 3,13 e 1,56ug/ml. Os referidos compostos foram obti-
dos por sintese no Instituto de Quimica de Produtos Naturais da Universidade Fedew
ral de Santa Maria-RS.

e) Na primeira parte do trabalho, o ensaio foi realizado em meio liquido, usando
una bactéria de tubos de ensaio 14x140mm, contendo Sml de meio liguido, e o tubo
n%t, 7ml. Todo o material foi esterilizado em autoclave a 120°C durante 30 minutos.
Os compostos mesoifnicos foram pesados e solubilizados em dimetilsufdxido (DMSO),
sendo adicionados ao tubo n9l, obtendo-se a concentracio injcial de 400ug/ml. Dai,
foram feitas as diluicdes seriadas 3 razdo de 2 até 1,56ug/ml. A suspensdo, de fun-
gos leveduriformes e de bactérias foram preparadas, respectivamente, em dgqua desti-
lada e solucdo salina esterilizadas, a partir de culturas recentes, com 48 horas de
repique. As referidas suspensdes foram padronizadas através da escala MacFariand
(tubo ne3) e contagem celular. Fm sequida, inoculcu-se 0,1ml da suspensic leveduri-
forme e bacteriana na bateria de tubos de ensaio contendo o meio liguido coam ©s
carpostos dilufdos. Nos ensaios com fungos filamentosos, inoculou-se um fragmento
da coldnia repicada antecipadamente 7 dias.
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Na segunda parte do trabalho, o ensaio foi realizado em meio s6lide, usando os
compostos  quimicos nas concentragdes de 400, 50 e 6,25ug/ml, selecionadas 2 partir
do ensaio em meio ligquido. Nas placas de Petri, anteriormente esterilizadas, foram
colocados 0,lml das suspensdes de fungos leveduriformes e de bsctérias e 1mi da
suspensao de fungos filamentosos feita em agua destilada estéril, triturando um
fragmento da coldnia.,

Cs ensaios cam fungos leveduriformes e bactérias foram incubados durante 48 horas
a 37°C, e can fungos filamentoscs durante 7 dias a tenperatura ambiente.

Tabela 1 — Resultados do ensaio com os compostos I e II, en
meio liquido, frente & fungos e bactérias.

Simbolos: C.n. = C. nevfommans; C.al. = C. albicans; Rh. =
Rhodotoruta; E.4. = E. 4Loceosum; M.g. = M. gypseum; T.n. = T.
rwbrum; Pen, = Pendedllfiumy P.b, = P. brasiliensis; S.c. = S.
schenckil; S.au. = S. aureus: E.e. = E, coli; S.4. = 8.
faecalis; S.g. = 5. gniseus; S.al. = S. albus; ++++ = Excelente
inibigdo; +++ = Boa inibig3o; ++ = Reqular inibicio; + = Valor
discutide; ¢ = Sem efeito

Corposto I
Camposto
en Mic and smos
vg/ms Tors
Cn. Cal, Rh, E.§. M.g. T.x. Pen. P.b. S.o. S.au. E.e. $.6. S.9. S.af,
400 I e i S I A s I T * TRy L o T SN T R S
200 L I S o = S ST S e B ER S S
100 B . hd F ++ B R T & S T = T I WPy
50 FhEr ++ ++t R 4 - 4+ ++ ++ -+ 4 ++ F+
25 ++ ++ + -+ B - ++ ++ + + + - + +*
12,5+ + + F+ ++ + e =+ e Qg 4] -+ + +
6,25 ¢ o] o + + & 0 + + Q 4] + G 0
3,13 © L a ¢ 0 0 0 ] o 4] & 0 ¢ 0
1,56 0 G a c 1] 0 0 G o 0 ] ] 0 0
Camposto IT
400 R s oA S I o S S i S PR A S Y
206 FHE O HRE 4 R i A e S e S U W)
108 +H+ 4+ ++ + + + 4 + ++ ++ + ++ +
50 ++ Lad + ++ + ++ + ++ ++ + + EXS o
25 + + + + + + + + + + + + +
12,5 4+ + + + + + + + + + + + + +
5,25 0 ¢ o] 4] & 0 o] + 0 + 0 - o 0
3,13 © G 0 0 o 0 0 0 ] 0 Q v} 4 a
1,5 0 o 0 0 a o] 0 g & [¢] g 0 ¢ g

Resultados e Discuss3o

Do enszjo em meic liguido, observou-se que, a concentragio de 400ug/ml do CORpPOS—
to I (4,5-difenil-2-tiolato-1,3,4-tiadiazolio), exerceu intensa atividade sobre to-
des os fungos e bactérias testados no ensaio, significando isto, gue o camposto
inibiu todos os microrganismos, nfo permitindo nenhum crescimento. A concentragao
de 200ug/ml mostrou resultados muito bons para todos microrgenismos testados, apa-
rentando inibigao do crescimento fiingico e bacteriano de forma mais ou menos inten-
sa. O camosto nas concentracbes se 100 e 50ug/ml apresentou razodvel inibigdo no
crescinento de fungos e bactérias, variando um pouco de intensidade conforme as es—
pécies testadas. O restante das concentracdes, de 25 a 1,56pg/ml  deram resultados
intensamente ivregulares, ndo merecendo nenhum comentdrio, sendo concentracdes mii-
to baixas, nido tiveram capacidade de inibir o crescimento filngico e bacteriano.
Quando o ensaio foi realizado em meio sélido, foi observado que, os resultados ob-
tidos foram semelhantes acs do meio liquidc em suas devidas concentracdes de 400,
30 e 6,25ug/ml. Ficando clarc, portanto, o poder de atividade inibitério do COpOS-
to I sobre fungos e bactérias (Tabela 1),
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Na sequnda parte do trabalho, correspondente ao ensaio em meio liguido cam o com-
posto IT {1,4,5-trifenil-2-tiolato-1,3,4-triazdlio) frente d vArios microrganismos,
as concentracdes de 400 e 200ug/ml inibiram intensamente os fungos e bactérias tes-
tados, ndo havendo o mencr vestigio de crescimento. As concentracdes de 100, 50 e
25ug/mi, mostraram resultados irregulares, exercende de forma geral muito pouca
atividade antimicrchiana, Abaixo de 25ug/ml, os resultados nao merecam discussao.
Os resultados cbtidos com ¢ referido composto, em eio s6lido, demonstrou que ape—
nas a concentragao de 400pg/mi inibiu satisfatoriamente todos os fungos e bactérias
de forma semelhante ac ensaio em meio liguido. As duas concentragbes, 50 e
6,26ug/ml nd3o apresentaram a mencr atividade antifingica e antibacteriana (Tabela
2).

Tabela 2 - Resultados do ensaio com os compostos I e II, em meio
solido, frente a fungos e bactérias.

Simbolos: C.n, = C. necfommans; C.al. = C. atblcans; Rh. =
Racdotonwlay; E.f. = E. {4Loccosum; M.g. = M. gyosewm; Ton, = 7,
aubrum; Pen. = Pendeillium; P.b, = P, brasifiensis; S.c. = 8.
schenchil; S.au. = S. awreus; E.e. = E. cofd; S.§. = 8. faccalis;
S.g. = 8. gniseus; S.al. = S. albus; ++++ = Ewcelente inibicép;
+++ = Boa inibigio; ++ = Regqular inibigdo; + = Valox discutido; ¢
= Sem efeito

Camposto I
Canposto
[=11 m.c:mrgam.stms
ug/me . . B e .
en. C.al. Bh., FE.§. H.g9. T.a. Pen, P.b. S.e. S.au, E.0. 5.4, 5.8, S.ad.
440 N T L s o T o o S e R S R S T S L S I AR S 2
50 4+ -+ ++ 4 + 4 Tt ++ ++ 44 ++ ++ ++ +
6,25  ++ + ++ ++ + + + + + + Y & 0 0
Camgposto IT
400 T = - - - = s I T 2 e A e S L L S L S o o
50 + + ++ -t + + ++ ++ ++ + ++ + 4 +

6,25 © o Q o a 0 Q 2 0 ¢ 0 0 0 ]

A equivaléncia maior dos resultados dos dois compostos foi nas concentragdes de
400 e 200ug/ml. A partir de 100vg/ml, o composto I sempre apresentou malor ativida-
de inibitdria sobre fungos e bactérias que o camposto II, principalmente no ensaio
em meio liguido.

Hmbora a avaliagao microbioldgica ndo tenha sido tdo extensiva, da uma nocdc de
importancia desses compostos come agentes antimicrobiancs.

A dose ideal para inibigdo de fungos e bactérias, comprovado neste ensaio, foi a
de 400ug/mi tanto no camposto I como no II.
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Resumo

Foram estudadas as concentracdes inibitdrias e fungicidas
minimas do clorete de ecetilpiridino, hexaclorofeno, iode
(sob forma de tintura) merbromino, permangato de potassio,
rubiazel, timerosal, triclesan e violeta de genciana, para
'seis espécies de Candida. Os valores das concentragdes
inibitdrias minimas do clorete de cetilpiridine,
hexaclorofeno, iodo, merbromino, timerosal, rublazol,
triciesan e violeta de genciasna, mantiveram~se em niveis
iguals ou inferiores aos uspails em preparagoes
farmaceuticas. Nestes niveis de concentracdo, somente as
cinco primeiras drogas exerceram acao fungicida sobre as 70
cepas estudadas. O permanganato de potassio, ao contrario
das outras drogas, demonstrou peguena acgdo fungistatica e
ausencia de acac fungicidas para essas leveduras.

Savmary
" vitno” activities of some antisepitic drugs fon Candida

The minimal inhibitory and cidal concentrations of several
antiseptic drugs were studied for 6 different species of
Candida. The minimal inhibitory concentration values of
cetylpyridinium chloride, hexachlorophene, iodine (in the
form of tincture), merbromin, thimerosal, rubiazol,
triclosan, and gentian viclet were kept in the same levels
than those usually used on pharmaceutical preparations.
Under these concentration levels only the five former drugs
were lethal to all the 70 tested strains. Unlikely the other
drugs potassium permanganate showed a little fungistatic but
no fungicidal action on this yeasts.

Introducao

Varias substancias classificadas como anti-sépticos sao comercializadas scb forma
de produtos indicados no controle e no tratamento de infecgdes superficiais ou na
prevencao de infeccBes locais e gerais. Embora veferidas como n3o seletivas, intme-
ros trabathos comprovam a agio dessas substincias sobre as bactérias, sendo limita-
dos os estudos cam outros microrganismos (1, 5). ~ )

Entre os agentes considerados cportunistas, destacam-se varias espécies de Candi-
da. Participando como componente da flora normal da pele e mucosas, essas leveduras
poden, em determinadas condigdes, implantar—se como elementos primérios ou secunda-
rios de infeccOes humanas e animais (4).

e

Rev. Microbiol., 83c Paulo, 17(2):137-142, Abr./Jun. 1986,
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Tabela 1 - Atividade “in wvitro" do Tabela 2 - Atividade "in vitro™ do iocdo
.cloreto de cetilpiridino sobre Candida- sobre Candida.

Simbolos: * = Cv - Concentracao Simbolos: *= 0O iodo foi utilizado sob
Inibitoria Minima e CFM — concentracgiao forma de tintura; *¥% =  CIM -
Fungicida Minima; #* = Estes wvalores Concentracgao Inibitoria Minima e CFM -
representam a wmédia aritmética de 3 Concentragdo Fungicida Minima; ##%% =
determinagoes Estes valores represeatam a média

aritmetica de 3 determinacdes

[eded % de amstras % de ancstras T % de amostras % @e amostras
efcu sa’:smels a sensiveis & efo sensiveis 3 sensiveis A
Levedura Cor agio inibitd.  agic fungici- Levedura CPM**  acdo inibits-  aglo fungici-
g/t riaF* . Gakx g/% Tigkkx Gk
C. albicans 10,07 87,5 37,5 C. athicans 30,07 33,3
0,15 37,5 0,15 54,2 4,1
0,31 4,2 0,31 12,5 16,7
0,62 8,3 25,0 0,62 16,;
3 62
C. guillier- 20,07 80,0 30,0 1,25 .
mond il 0,33 16,0 C, guiddien. 0,31 100,05
6,62 20,0 £0,0 mondlL 0,62 06,0
C. krused 0,07 108,0 62,5 C. hused 0,07 12,5
3,15 25,0 0,15 5,0
0,62 : 12,5 0,31 12,5 0.0
C. paheps - 0,07 00,0 20,8 _ 1,25 :
Losis 0,15 40,0 C. parapsi- 0,15 88,0
0,31 20,0 204is 0,31 20,0
0,62 20,0 0,62 ég,g
C. psendotro. 20,07 100,0 62,5 .25 ) ‘
plealis 8,15 25,0 . pieudotro- 0,15 75,0
0,62 12,5 picatis a,31 25,0 0.0
5 1
C. tuopicalis 0,07 100,¢ 95,0 1,25 .
0,3t . 10,0 €. tropicalis 0,15 50,0
. 8,31 50,0
0,62 20,0
1,25 80,0

BEr medidas preventivas, para assepsia local sdo indicadas, muitas vezes, substin-
clas cuja agdo scbre Candida & pouce corhecida (1, 5). No tratamento das candidia-
ses superficiais € amplamente preconizada a utilizagdo de antibidticos considerados
especificos. Entretanto, da mesma forma gue para outxos microrganismos, tem-se ob-
servado a existéncia de cepas resistentes a esses qumu.oteraplcos (2, 3, 10).

O estudo da atividade dos anti-sépticos sobre Candida € de interesse, pela agdo
que podem exercer sohre diferentes microrganismos que coabitam em tecidos superfi-—
ciais, bem camo, pelo baixo custo que apresentam, sob forma de produtos comerciali-
zéveis,

O presente trabalhc tem como objeuvo verificar a atividade antlfunglca "in wvi-
tro" de varias substincias anti-sépticas, utilizadas em preparagies farnaceutlcas,
sobre algumas espécies de Candida, consideradas patogénicas para 0 homem, através
de técnicas que permitam avaliar as concentracdes fungistiticas e fungicidas mini-
mas.

Material e Métodos

Drogas - Foram avaliadas as atividades antifingicas do cloreto de cetilpiridino,
hexaclorofeno, iodo (sob forma de tintura), merbromino, pemangato de potassio, ru-
biazol, timercsal, triclosan e violeta de genciana.

0O clorete de cetilpiridino foi gentilmente cedido pelos Laboratorlos Lepetit e as
ocutras substéncias foram adquiridas no camércio.
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Tabela 3 - Atividade "in vitro” d¢ ‘Tabela 4 -~ Arividade "in wvitro" do
merbromino sobre Candida. rubiazol scbre Candida-
§imbolos: * = CIM - Concentracao Simbolos: * = CIM - Concentragac
Inibitdria Minima e CFM - Concentracdo  Inibitoria Minima e CFM -~ Concentracdo
Fungicida Minima; #*% = Estes valores Fungicida Minima; ** = Estes valores
representam a média aritmética de 3  representam a media aritmetica de 3
determinacdes determinagoes
CIM % de amostras % de awostras cM % de amostras % de amostras
Levedura efou sensiveis & sensiveis & Leved efoca sensiveis & sensiveis a
M- a¢do inibitd- acdc fungici~ CFM* agdo inibitd- agdc fungici-
g/t ria%* darx =741 riats dat*
C. albicans 50,62 25,0 8,3 C. afbicans 5,25 4,2
1,25 25,0 16,7 12,50 95,8
2,50 33,3 33,3 25,00 4,2
5,00 16,7 29,2 >58, 00 95,8
106,00 4,2 ¢ PPRL
. quiliien- 3,12 10,08
20,00 8.3 mondii 12,50 90,0
C. gquitiien- 0,62 40,0 >50,00 100,0
mordid 1,25 40,0 20,0 ¢, baused 12,50 100,68
2,50 20,0 40,0 Lo 100,
5,00 30,0 ) '
10,00 10,9 - C. parapsi- 12,50 100,0 0.0
344 >50,00 1
¢, bused 0,62 37,5 Lo ' .
1,25 50,8 50,0 C. phendotro- 12,50 100,0
2,50 37,5 loali 50,00 12,5
5,00 12,5 12,5 »50,00 87,5
C. panapsi- 50,62 60,0 20,8 C. tropicalis 2,50 100,0 .
Zosis 1,25 20,0 20,0 25,00 10,0
2,50 20,0 20,0 >60,00 50,0
5,00 20,0 -
20,00 20,0
C. pseadotro- 20,62 25,0 12,5
pieakis 1,25 25,0 12,5
2,50 12,5 12,5
5,00 37,5 37,5
0,00 25,0
€. taepicabis 1,25 30,0 10,0
2,50 30,0 20,0
5,00 40,0 30,0
10,00 40,0

Michonganismos e inbeufos - Foram estudsdas 70 amostras de Condida isoladas de ca~
sos suspeitos de candidiase e representadas por: 24 amostras de C. afbicans, 10
ampstras, respectivamente, de C. guilliewmondii, C. parapsilfosis e C. Zropicalis e
8 amostras, respectivamente, de C. krusel e C. pseudotropicalis.

s leveduras foram mantidas em dgar Sabouraud dextrose (ASD) a 30°C, durante 24h,
A partir destas culturas foram preparadss suspensfes em agua destilada estéril con-
tendo, aproximedamente, 10° unidades formadoras de colénias por ml (7).

Atividade fungistatica . O estudo da concentragdo inibitSria minima (CIM) foi xea-
lizado em triplicata, wutilizando-se o teste em meio sélido (7). O hexaclorofeno e o
triclosan foram solubilizados, inicialmente, em volume conhecido de etancl. Foram
preparadas diluigdes seriadas das drogas em caldo Sabouraud dextrose ¢ Tml de cada
diluicdo foi adicionado a 19ml de ASD fundido a 459C. Neste meio, as concentragtes
finais variaramc de 20,00 a 0,07g/1 para cloreto de cetilpiridine, icdo e timerosal;
de 20,00 a 0,62g/1 para merbromino, triclosan e violeta de genciana; de 30,00 a
£,93g/1 para o hexaclorofeno, e de 50,00 a 0,78g/1 para permanganate de potéssio e
rubiazol. Apds solidificacdo em placas de Petri, os meios contendo droges e os con-
troles foram inoculados cam 0,0%ml da suspensdc de leveduras. Cada placa fol semea-
da can 14 indculos e as leituras do teste foram realizadas apds 24h do inicio da
incubacdo a 300C, Foi considerada CIM, a menor concentracdo da droga gue nic permi-
+iu crescimento do cultivo. '

Atividade fungicida - O teste para verificacdo da concentragao fungicida minima
{CFM) foi realizado em ASD (7). Foram repicados os cultivos das placas gque no teste
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anterior mostraram inibicdo do cres- Tabela 5 -~ Atividade "in vitro" do
cimento e tedos os cultivos controle,  triclosan sobre landida-

A leitura do teste foi realizada apds  Simbolos: * = Concentracio Inibitdria
incubagao dos subcultivos a 309C e ob- Minima e CFM - Concentragio Fungicida

servacac de crescimento abundante dos  Minima; #% = Estes valores representam a
controles (aproximadamente 72h). Foi  média aritmética de 3 determinaches
considerada CFM, a menor concentracio

da droga que ndo permitiu  crescimento

do subcultivo.
M % de amostras % de amostras
sensiveis & sensiveis 2
Levedura g,?i acéora:'au-‘\_il:j_té.. acéodaf\:r;\gici-
Nas Tabelas de 1 & 6 estio relacio- O “bieant b 23 41,7
nadas CIM, em diferentes periodos de 20,00 4,2 16,8
incubagdo, e CFM de algumas das drogas o 729,00 7
estudadas para Candide e a porcentagem ¢ guitbier- =05 2.0
de amostras sensiveis., mendc 5,00 10,0
0 cloreto de cetilpiridino, em con- Rl 60,0 448
centracoes £0,07g/1 exerceu acdo fun- . ' ’
gistatica sobre a maior parte das o et 1Sg:g§ ;?g
amostras. Scbre €, afbicans e C. guil- 20,00 50,0
Lienmondid esta agio ocorreu, também, ] »20,80 %00
em concentracOes até 3 vezes superio- O foanst- oree e 0.0
res., A CFM foi varifvel entre as dife— 20,60 ' 80,0
rentes cepas, atingindo valor mEMING ¢ pseudotno- 50,62 25,0
de 0,62g/1 (Tabela 1j. picalis 2 50 e
A CIM do iodo varicu de £ 0,07g/1 a »20100 ! 75.0
0,319/1 entre as varias espécies e a o, tropicatis 5,60 10,0
CF¥ atingiu valor maximo de 1,25g/1 ' 10,00 90,0 30,0
paxa a maior parte das amostras (Tabe— >20,00 .0

la 2}).

0 merbrawing apresentoz CIM atée 3
vezes superior a menor concentracgic empregada no seu estiddo, A CFM foi, em alguns
casos, até 5 vezes superior 4 CIM, atiginde valor miximo de 20,00g/1 para C, abbi-
cansd e C, parapsifosds. Entre as cepas destas espécies, ocorreram variagdes de até
5 diluig¢tes na CFM (Tabela 3).

A CIM do rubiazol, para a maior parte das amostras, foi de 12,509/l (Tabela 4).
Para 100% das leveduras, a concentracdo inibitdria nfio ultrapassou 50,00g/1, en-
quanto, a fungicida para 96% das mesmas fol considerada superior.

O triclosan, mostyou atividade fungistética em concentracdes de até 10,00 ou
20,00g/1, para as diferentes espécies. Para 58,6% das amostras inibidas, ¢ triclo-
san nao exerceu agio letal em concentracSes de até 20,00g/1 (Tabela 5).

A CIM e a CFM do hexaclorofeno e do timercsal, para 100% das amostras, foram con-
sideradas, respectivamente, £0,93 e £0,07g/1.

A major parte das leveduras cresceun nos meios contendo permanganato de potassio
em concentragdes de até 50,00g/1. Foram excecdes 20,00% das cepas de C. paraps LLo-
444 e 12,5% de C. pseudotropicalis sensiveis ds concentracdes, respectivamente, de
6,25 e 12,50g/l. Entretanto, o permanganato de potfssio em concentragdes de até
50g/1 também ndo fol letal para essas cepas.

A vicleta de genciana, apresentou CIM £0,62g9/1, invariavel para todas as amos—
tras. Este valor correspondeu, também, & CFM para a maior parte delas. Para 25,7%
das leveduras, a agéo letal ocorreu, apenas, em concentracoes até 5 verzes superio-
res. Para as amostras restantes, ndo se verificou acdo fungicida da droga, em can-
centragoes de até 20,00g/1 {Tabela 6).

Discussao

A agdo dos anti-sépticos sobre os microrganismos e os efeitos tdxicos que
causar schre O ' hospedeiro estdo, entre os outros fatores, na dependéncia da
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concentracio ampregada Fm conseqlenclaf Tahela 6 — Atividade "in wvitro" da’
a utilizaciodessas substincias & reco—  violeta de genciana sobre Candida-

mendada em limites de concentracles Simbholos: * = CIM - Concentragao
consideradas sequras para aplica¢30 so-  Inibitdria Minima e CFM - Concentragio
bre pele e micosas. Variacdes entre es- Fungicida Minima; *% = Estes valores

ses limites podem ocorrer nas formas representam a média aritmética de 3
farmacduticas comerciais, baseadas nas determinacoes
indicagtes terap@uticas (1, 5).
O cloreto de cetilpiridino pode ser
utilizado em concentragdes que variam

de 1:100 & 1:10000, gendo usual, a de e ¢ Go mostras % de awstras
1:500. Como detergente catifnico, pode  pevesum e/ou sensfvels &  sensivels &
ser considerado potente germicida (5). g,‘:* scdo dnibith-  acdo fungicl-

Essa poténcia foi evidenciada sobre as

diferentes espécies de Candida, que so-  C- @fbieans s0.62 1000 54,0
freram acdc inibitdria e letal em con-— 520,00 42,0
centragdes muito abaixo da usual.’ C. guiffion- 0,52 100,0 50,0

Preparagdes c¢ontendo  hexaclorofeno mondid 23'33 ;g:g
(0,23 a 3,00%), reduzem sensivelmente a 20,00 160
flora bacteriana e a incidéncia e gra~ o e 50,62 100,0 25,0
vidade de infecges piogénicas da pele. ‘ 20,00 25,0
Entretanto, seu uso prolongado pode, _ »20,00 50,0
entre outros efeitos, determinar maiocr parapel- fg:gg 00,0 20,0
frecquéncia de candidiase {1). Neste ex- “ 20,00 26,0
perimento, porén, © hexaclorofenc exer-— »20,00 60,0
ceu agdo inibitOria e letal scbre as O pleadotro- 50,62 100,0 25,0
diferentes espécies de Candida, em con- pieatis o peos
centracoes inferiores as de preparacoes . . .00, so62 100,0 10,0
comerciais., MNestas condigces, fol po- 20,00 20,0
tencialmente mais ativo que o cutro de- >28,00 60,0

rivado do fenol, o triclesan. Este,

_apresenta propriedades similares as do :
hexaclorofeno e efeitos toxicos wenos intensos (6). Utilizado em concentragtes que
variam de 0,05 a 2,00%, & considerade agente bacteriostatico, ¢om pequena atividade
scbre fungos (9). Neste trabalho, inibiu a maior parte das leveduras em conoentra-
coes de 10,00 e 20,00g/1. Nestas concentra¢des, a agdo fungicida predominog, ape—
nas, sobre as amostras de C. afbicanst e {. guillfiermondii.

0 icdo, na concentracdo usval {2,0%), & considerado um dos germicidas cutinecs
mais potentes e de menor indice de toxicidade tecidual. Em experimentos com fungos,
exerceu acdo letal em concentracdes que variaram de 1:700 a 1:80000, dependendc do
agente; espécies de Candida, foram sensiveis & primeira concentracdo (5). Estes da—
dos s8o coerentes cam os resultzdos do presente trabalho, onde, a 1,25%g/1, o iodo
foi letal para todas as espécies estudadas. :

Os mercuriais orgdnicos sio considerados bacteriostaticos ativos, com pegquena po-
téncia bactericida. Evbora o emprege de substincias como o merbromino, seja desa—
conselhado devido & sua ineficdcia (5), seu uso caw anti-séptico, assim cano de
outros mercuriais, ainda & hastante frequente em nosso meio. Mo atnal experimento,
o merbromino foi fungistético para Candida em concentragSes inferiores & usual em
preparactes famacSuticas {2,0%) e fungicida em concentractes igquais ou inferiores
a esta, dependendo da espécie. Outro mercurial, o timerosal, apresentou agdo inibi-
tdria e letal para as leveduras, em concentragdes muito abaixo da usual {1:1000).

Para alguns autores, ¢ permanganato de potassio & considerado potente germicida,
carn acéc muito mais enfrgica que outros anti-sépticos owidantes (5), Para cutros,
tem efeito limitado scbre bactérias e fungos, sendo necessarias concentracdes de
1:5000 ou superiores para acdo bactericida. Nestas condigdes, &€ irritante para te-
cidos, sendo usual o emprego de solucdes a 1:10000 (1). Para as especies de Candi-
da, incluidas no presente trabalho, essa substincia, com raras excegdes, néo exer—
ceu qualquer atividade, mesmo em concentractes tac altas quanto 1:20.

A vicleta de genciana tem agdo inibitdria e letal sobre bactérias gram positivas
e sobre varios fungos patog@nicos (1, 5). Pode ser empregada em concentragOes que
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variam de 0,5 a 2,0%, sendo usual a de 1,0% {5). Neste experimento, mostrou-se fun-
gistatico potente, agindo em concentrag3o inferior a 0,5%. Entretanto, a acio fun—
gicida para 41,4% das amostras foi considerada superior a 2,0%.

O rubiazol, & classificado como quimicterdpico antibacteriano e n3o caw an—
ti-séptico. Sua inclusdo neste estudo foi de interesse, considerando-se que, algu-
mas sulfonamidas ja demonstraram agdo antifingica "in vitro® (8, 11). O rubiazol,
na concentracao usual (5,08}, foi fungistitico para todas as espécies de Candida.
mntretanto, esta concentragac nac fol suficiente para exercer agdo fungicida scbre
a maior parte das amostras.
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Resumo

Comentario sobre a diversidade de testes microbiologicos,
para avaliagao da atividade antimicrobiazna de desinfetantes
e sanificantes, e andlise das portarias do Ministéric da
Saude que cuidam do assunto no Brasil.

Summna Ty

The evaluation eof the antimicwbial activily o4
disdinfectanits, sandtizens and antiseptics and  of
negisination of these produets

Report on microblologicals tests for evaluation of the
antimicrobial efficacy of disinfectants, sanitizers and
antiseptics. The posirive and negative comments  about
Brazilian Health Ministery requirements for hospital use and
registration of this products are alsc discussed.

Introducio

Os sanificantes e desinfeftantes sdo amplamente utilizados, principalmente em am—
bientes hospitalares, para cbter a remogao e destruicao de microrganismos existen—
tes em superficies, equipamentos ¢ outros materiais inanimados. Procura-se desta
forma, dificultar a transmissao dos microrganismos a pacientes e profissicnais de
salkle susceptivels acs mesmos. Eles constituem, juntamente com os antisépticos, um
conjuntec  importante dentre do orcamento hospitalar e devem ser analisados para nos
proporcionar a confirmacdo de sua agdo antimicrobiana (1, 27).

Esta bem estabelecido, que a andlise quimica destes agentes nio fornece informa—
cao suficiente para a avaliacBo de suz agdo antimicrobiana, uma vez que esta nic &
propriedade Unica da composigdo quimica, sendo fortemente afetada por campatibili-
dades fisico-quimicas. Erbora o ensaio quimico demonstre com precisio a presenca do
principio ativo, estas preparacdes usualmente n3o sfo soluctes simples, mas sim
complexas, onde a técnica de formulagdo influencia as propriedades germicidas dos
componentes ativos. Desta maneira, &€ amplamente reconhecido cque os testes microbio-
i0gicos, s8o necessarios e indicados na avaliag@o destes agentes, permitindo veri-
ficar se o produto & realmente capaz de matar os microrganismos (5, 6, 12, 23).

Rev. Micrabicl., Sdo Paulc, 17{(2):143-147, Abr./Jun., 1986,
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Os testes para a avaliagdo dos desinfetantes sdo classificados em: preliminares,
praticos e em condigles de uso. Os testes preliminares ot "in vitro" sZo os mais
tradicionais e podem ser subdivididos, de acordo com a forma de apresentacdo dos
microrganismos, em: a) testes em suspensdo, b) testes de capacidade e ¢) testes com
carreadores.

Nos testes em suspensdo, as células bacterianas, cultivadas em meio licuido, sao
expostas ao desinfetante e, apds um periodo de contato estipulado, sfc retiradas
aliquotas para subcaltivo e cbservacdo de microrganismos vidveis. Com exemplos te-
mos, os testes do Coeficientes Fendlico da Asscciation of Official Anmalytical Che-
mists (AOAC) e o 5-5-5 do Dutch Coammittee on Fhytophammacy (17, 22, 23).

Nos testes de capacidade, sdo feitas repetidas adigdes da suspensao bacteriana ao
desinfetante em estudo, na tentativa de simular a desinfeccao na pratica, quando da
contaminagao repetida do balde com o desinfetante noc contato com o esfregio. O me—
todo mais conhecido e utilizado na Buropa € o de Kelsey-Sykes {6, 23).

Cs testes com carreadores preconizam ¢ uso de chijetos como cilindros de age  ino-
xidavel ou porcelana ou fragmentos de tecido, como suporte para os microrganismos.
Estes materiais s8o contaminados com os microrganismos-teste e colocados em contatco
can o desinfetante por tempo determinado e a sequir, s&o subcultivados para a de—
terminagao dos microrganismos sobreviventes. O exemplo mais importante desta cate-
goria de testes & o da Diluigdo de Uso da AQAC (12, 23).

Cabe assinalar que em todos estes testes ha um rigorosa padronizagdo dos meios
de cultura, microrganismos-testses, condictes de cultivo e do procedirmento dos tes-
tes (5, 12, 23).

Os testes praticos sio realizados sob condigdes que procwram reproduzir o seu em-
prego na rotina e representam um segundo estagio de avaliagd., S3o especificos para
cada tipo de aplicagdc a que se propdem, incluindo principalmente a desinfeccdo de
superficies e de instrumental wmédico-cirlrgico {23). Na avaliacdo de desinfetantes
para superficies, muitos paises, como os Estados Unidos (Diluicdo de Uso) e Ingla~
terra (Kelsy-Sykes), eampregam testes preliminaves com esta finalidade (5). Entre—
tanto, na Alemarha, os produtos sdo analisados através de testes praticos come o
descritc por Reybrouck (22}, que consiste numa modificagio do teste da German So-
ciety for Hygiene and Microbiology. A modificacdo consiste no uso de 1lamina de mi-
croscopia cono carresdor dos microrganimos, que € entdo impressa em meio rolido em
placa de Petri, apds o tratamento com o desinfetante por tempo determinadc (21).

Hrbora seja o mais rigoroso, o teste de campo & pouoo utilizado, em virtwde das
dificuldades de padronizagao para a sua execugdo {22, 23). E baseado no principio
de que ¢ desinfetante para o uso em superficie ou instrumentos, ndo deve conter mi-
crorganismos vidvels. Um dos mais conhecidos & o de Kelsey-Maurer, no qual uma ati-
quota & retirada do recipiente apds a desinfecgio de instrumental oz de um balde
quando da desinfeccdo de pisos. Inicialmente, € feita a diluicdo em solucdo neutra—
lizante, seguindo-se o plagueamento para determinacic dos microrganismos viaveis.
Cutros testes foram propostos com a mesma finalidade, como o da  filtraciio atraves
de membrana (4, 8).

Un dos maiores problemas encontrados na avaliagao da atividade bactericida de de-
sinfetantes e antisépticos & a neutralizagio da sua possivel atividade bacteriosti-
tica, devida a0 carreamento de residuos do antimicrobianc para o meic de cultura,
levando a falsos resultades negativos. Estes produtos devem ser neutralizados apds
o tampo de exposigic O que pode ser yealizado através de diluigdo , filtracde o
inativagac quimica. Os métodos de dilugio e principalmente o da inativagio quimica
sdo os mais utilizados. Algumas substincias germicidas (fendis e dlecois) s3o rapi-
damente neutralizadas pela diluicdc, de forma a atingir niveis sub—inibitferios, en-
quanto cutras {compostos quatarnérlos de aminio, mercuriais organicos} requerem o
amprege de substancias quimicas. As mais ampregadas com esta finalidade sio: tween
8C, lecitina, histidina, lubrol W, ticssulfato de sddio, tioglicolato de sodio, em
solugc’ies simples ou misturas, variando de acordo com o germicida a ser neutralizado
{24, 25).

Um desinfetante hospitalar sé pode ser registrado nos Estados Unidos se mostrar
atividade através do teste de Diluigdo de Usc contra Staphyfococcus awreus, Sabmo-
nelia choleraesuis e Pseudomonas aeruginosa (5). O acréscimo de cutras propriedades
tais como, agbes fungicidas, tuberculocida, egporocida cu virucida, deve ser
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documentado através de testes especificos (10).

0 sanificante por sua vez, e definido come um agente que reduz o nimero de bacté—
rias contaminantes a niveis considerados sequros para a satde piblica. Este agente
esta intimamente associado com a inddstria de alimentos e com a limpeza, de maneira
geral. Na opinidc de alguns autores (171), o termw sanificante deve ser substituido,
no hospital, por desinfetante de baixo nivel {26). Desta maneiva, seria um produto
que ndo tem atividades esporicida, fungicida, tuberculocida cu capacidade de inati-
var os virus ndo envelopados (virus da pdlio). Os dois microrganismos empregados
para testar os sanificantes, nos Estades Unidos, sdo 8. auteus e E. cold, expostos
em suspensdes contendo aproximadanente 10°® microrganismos/mi. O sanificante em con-
tato por 30 sequrdos, com uma aliguota da suspensao microbiana, em condigdes rigo-
rosamente padronizadas, e cultivado em meio contendo neutralizante, deve reduzir
99,9992 dos microrganismos, deixando portanto menos de 1.000 microrganismos viaveis
{i1}.

Coe 2 acio dos desinfetantes pode ser limitada pela presenca de sujeira, a de-
sinfeccdo pode e deve ser combinadz com limpeza ou precedida por esta. A combinago
de um detergente com um agente tenso-ativo possibilita melhor penetracdo e ativida-
de antimicrobiana mais rapida (7, 10, 11).

Fm relagdo aos antisépticos, a situacdo & um pouco mais complexa, pela ocorréncia
de wiltiplas utilizagles, tais comp: lavagem cirdrgica das maos, lavagem higiénica
das mdos, sabdes medicinais, curativos cirtrgicos, aplicagio em mucosas, limpeza de
pele, aplicacdo em ferimentos, etc. Existem testes "in vitro" padronizados, pelos
quais podem ser verificadas as agfes bacteriostatica e bactericida contra microrga-
nismos-teste representativos. Ainda nfo existe um consenso em relagao aos testes
"in vivo", mas existem varios bem aceitos por especialistas (2, 16).

Os registros dos desinfetantes s regulamentados, em varios paises, por orgdcs
federais ou entidades que controlam, estabelecem especificagfes e determinam Os mé-
todos microbioldgicos para a avaliagao destes produtos. Na Alemanha, a DEM reco-
menda diversos métodos e normas para a inclusao de desinfetantes na chamada "lista
de desinfetante testados e considerados eficazes”. Na Franca, a AFMOR também esti-
pula métodos microbioldgicos para analisar desinfetantes. Nos Estados Unidos, estes
produtos sac contrclades e requiamentados pela "United States Environmental Protec-
tion Agency (FPA)", que recomenda ¢ amprego do meétodo da Diluigde de Use da AQRC
para desinfetantes de superficies de uso limitado, hospitalar ou geral (5).

No Brasil, a reguiamentacio destes produtos esti a cargo do Ministério da Saide,
através da Divisdo de Saneantes Domissanitirios (DISAD), que cuida dos sanificantes
e desinfetantes, e da DivisZo de Medicamentos (DIMED), responsidvel pela normatiza-—
cao dos antisépticos. Em termos de legislacic fol aprovada wma portaria do Ministé-
ric da Satde (Nimerc 196, de 24 de junho de 1983}, voltada para o problama de  cOm-
bate as infeccdes hospitalares, cujo anexo V (Normas para selegéo de germicidas em
hospitais) destina-se a promover a selegdc de germicidas em concentragtes adequadas
(19} . Apesar das consideragdes feitas nos paragrafos anteriores, contrariando toda
literatura existente, esta portaria diz que "a composicao dos produtos devera ser
comprovada mediante cfpia da formula licenciada pela DISAD®, ignorando—se a neces—
sidade de comprovacio da eficicia destes produtos através de testes microbiologi-
cos. No entanto, wm nova portaria do Ministério da Salde (Namerc 67, de 21 de fe-
vereiro de 1985} sobre normas para registro de saneantes domissanitirios com agdo
antimicroblana vem reparar esta falha {20). Ela classifica o desinfetante hospita-
lar em: para superficies fixas e para objetos e eguipamentos, sendo os do primeiro
grupe destinados & areas criticas e semi-criticas no hospital. Ele deve possuir
atividade tubepculocida (M, smegmatis e M. bovis BCG) e fungicida (7. meatagrophy-
fes), alé&n de ser microbicida para S, auwteus, S, chofeaaesuis e P, cerugdnosa. A
portaria também determina que & fungao do Instituto Nacional de Controle de Quali-
dade em Salde (INCRS), da Furdacao Oswaldo Cruz, a realizacao de testes para a com-
provacdo da agdo antimicrobiana. Através do Manual Técnico do INCRS  (15)  verifi-
ca-se que foram adotados em linhas gerais, as técnicas da ACQAC.

A propdsito de normas nesta drea, vale a pena salientar a guisa de informacio que
uma das principais fontes de orientag@o das CamissGes de Controle de Infecgles Hos-—
pitalares & o "Centers for Disease Control Guidelines for the Prevention and Con-
trol of Nosoccmial Infections',e que tem publicadoaté o meomento 0s sequintes topicos
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{3): prevencio de infecgdes wurinarias associadas a catéteres; controle do am-
biente hospitalar, antisépticos e lavagem de mios, limpeza, desinfeccdc e esterili-
zagé0o de equipamento, vigilancia microbiol&gica de ambiente e de pessoal hospita-
lar, lavanderia, lixo, unidades de tratamento intensivo, farmécia; prevencio de in-
fecgles intravasculares; prevencio de infecodes cirirgicas; prevencac de pneunonias
nosoccmiais; precaucces cam  isolamento e precaucdes com a salde de funcicnarios.
Entretanto, o D. James Hughes, diretor do Hospital Infections Program, Center for
Infections Diseases, Centers for Disease Control, reconhece que, devido ac continuo
desenvolvimento no campo do controle e prevencio das infecedes hospitalares, que os
hospitais nac devem usar o "(DC Guidelines" como uma fonte de cansulta atualizada,
pois substdncias germicidas agora disponiveis ndo existiam quands o manual foi pre-
parado ou que outras disponiveis tornaram-se inaspropriadas, cowo acontecen com oS
produtos & base de hexaclorofeno (18). A sugestdo deste eminente profissional é que
as Conissdes ou os responsiveis pela selecio de produtos contendo ingredientes an-
timicrobiancs devem se orientar por laudos fornecidos pela EPA (desinfetante e sa—
nificantes) e FDA (antisépticos) sobre as indicagdes para usc. Tambén devem consi-—
derar informacOes mais recentes publicadas na literatura cientifica que tenha tra-
digdo ou em testes realizados pelo proprio laboratdrio do hospital, quando este tem
condigdes e recursos para tal, na decisd quanto a escolha de um produto (13},

Os programas de controle de infeccfo nos hospitais americanos passaram a ser exi-—
gidos a partir de 1976, resultando mma reducdo sicgnificativa nas taxas de infec-
¢, e quando, de uma andlise de custos-beneficios, numa econcmia importante para
os hospitais (9). Este trabalho tem sido conduzido efou influenciads por varios or—
ganizacoes governamentais e de classe, com destague para as seguintes: Joint Can-
mission on Accreditation of Hospitals, Health Care Financing Administration, Food
and Drug Administration, Environmental Protection Agency, Centers for Disease Cone
trol, Local and State Health Departments, Emerican Academy of Pediatrics, Zmerican
College of Surgeons, American Hospital Association, Association of Operating Room
Nurses, Association for Practitioners in Infection Control e a American Society for
Microbiclogy, e deveria servir de exemplo para os paises coro o Brasil, que estio
camegande a trabalhar nesta Srea (14).

Este trabalho visa contribuir para uma reflexfio em relacio a avaliagio de desin—
fetantes, sanificantes e antis@pticos e a sua importdncia na prevencio e controle
de infecgbes hospitalares, assuntos nos quais, ndo temos tradigio de pesquisa e,
portarto, nao podemcs ainda recorrer A experiéncias bem idealizadas e deserwolvidas
no nosso meio,
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Fesimn

Amostras de lodos de esgoto digerides, submetidas a
tratamente gquimico (clorete £érrico e cal) e a tratamento
térmico (500C a 1159C durante 5 a 15 winutos), foram
analisadas quanto a presenga de indicadores convencionais de
poluicdo fecal e patdgenos. Amostras de lodos digeridos
brutos apresentaram alta incidfneia de  indicadores e
patogenos. Apés tratamento quimice obteve~se redugio de até
99,9% de coliformes fecais, 99,67 de estreptccocos fecais,
98,772 de salmonelas, e 99,67 de ovos de helmintos. O
tratamento térmico foi menos eficiente para eliminacdoc de
bactérias e de ovos de helmintos, Enterovirus foram
totalmente inativados no tratamento térmico, porém no
tratamento quimico, somente quande o pH atingiu valor 12,0
ou superior,

Summary

Efsicacy of chemical and Zhenmic ZIreatment for pathogens
destnuction in digested sludge

Samples of digested sludge submited to chemical treatment
(ferric chloride and 1lime) and thermic treatment (509¢C ro
115°C during 5 to 15min.) were anslysed for the preseace of
conventional indicators of fecal pollution and pathogens.
Samples of raw digested sludges presented high incidence of
indicators and pathogens. After chemical treatment it was
obtained removal of up to 99.9% of fecal coliforms, 99.6% of
fecal streptococei, 98.77 of salmonellze, and 99,67 of
helminth eggs. The thermic treatment was less efficient in
the removal of bacteria and helminth eggs. Enterovirus were
totally inactivated in the thermic treatment but, in the
chemical treatment, only when pH values were 12.0 or higher.

* Dados apresentados no I Simpdsio Latinoamericano sobre Producio de Biogas a par-
tir de Residuos Organicos, 880 Paulo, 6 a 17 de dezembro de 1982. Painel: Biogas
- Pesquisa e aplicacioc: perspectivas.

Rev, Micrchiol., Sd3o Paulo, 17{2):148-154, Abr./Jun. 1986.
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Introducao

0 grande volume de lodos de esgotos, gerados pelos processos de tratamento, cons—
titni-ge em sério problema para administracio dos serviges plblicos, em relacdo das
decistes scbre sua disposigac final.

Foi estimado que apenas a etapa de disposic¢do final dos lcdos consume 30 a 40%
dos custo de uma Estagdo de Tratamento (23).

e alternativa, para diminuir o custo, € a disposicdo dos lodos ne sclo, pois
tém importante papel no seu condiciconamento para fins agricolas.

No entanto, umas das grandes limitactes do uso de lodos de esgotos no solo, &
a presenca de patdgenos.

Varios autores tém relatado a presenca, em lodos digeridos, de wma diversidade de
organismos patogSnicos, muitos dos quais podem apresentar elevada resisténcia aos
processos  de tratamento e persistir durante longos periodos de tempo no sclo {1-4,
6, 9-13, 15-28, 22).

A concentracdo de contaminantes biolégicos, nos esgotos domésticos, € influencia-
da por fatores como idade, condicles de salde da populacdo contribuinte e estacles
do ano.

Embora ndo haja casuistica, relacionando processos infecciosos resultantes da
aplicacdo de lodos contaminados no solo, ¢ risco potencial & evidenciado pelo iso-
lamento de patdgenos {13).

Apresentaremos resultados obtidos na caracterizagd bioldgica de lodos de uma Es—
tacéc de Tratamento de Esgotos de S&o Paulo (ETE), bem como de lodos submetidos a
tratamento térmico e quimico.

Material e Métodos

Amostras e amoainagem - Em 1981, no periodo de margo a novembre, foram colhidas 67
amostras de 1lodos de esgoto da BIE de Vila Leopoldina, S3c Paulo, das seguintes
procedéncias:

a) lodo digerido, na saida do bicdigestor;

b} lodo centrifugado, na salda da esteira;

¢} lodo prensado, lodo digerido submetido a tratamento quimice, com cloreto fexrico
e cal. Para cada 200% de lode digeride foram adicionados 64 de solucdo de cloreto
farrico a 7,5%. Apds homogeneizacdo durante 30 minutos foram acrescentados 6 1litros
de solucdc de cal (Ca(CH)2) a 30%, & mistura fol sulwetida a agitagdo durante 30
minutos e a sequir foi realizada a prensagem (este tratamento foi realizado rpor
técnicos da SABESP) ;

d) lodo flmidizado, lodo digeride submetido ao tratamento termien  (509C a2 115eC,
durante 5 a 15 minutos). Neste case, duas condicOes foram consideradas: i. amostras
coihidas diretamente do pitio de secagem onde nao se conhecia o tempo de estocagem
e, ii. amostras mantidas no patio de secagem durante 30 dias.

As coletas foram realizadas em intervalos mensais. No primeiro periodo, de margo
a agosto, as amostras solidas e semi~solidas foram colhidas ac acaso, no volume fi-
nal de 6kg, e as amostras de lodo digerido, no volume de 64.

No 2¢ periocde, Ge setembro a novembro, as amopstras, oom excecac do lodo digerido,
foram colhidas por processe de quarteamento retirando-se aliquotas de diferentes
porgdes do produto em estudo, e compondo uma amostra final de okg, que era homoge-
neizada antes da realizacio dos exames microbiclogicos e parasitolégicos.

As condictes de cperacdc do biodigestor camo, temperatura, terpo de retencio e
carga inicial de patdgencs ndo foram registradas, ua vez gque neste estudo foram
considerados os processos de tratamento de lodo apds a digestdo.

Metodoogin das anifises microbiologicas e parasitofogicas - Coliformes folais e
fecais, estreptococos fecais e Salmonella - Rs determinagles do WMP/100g (peso se—
co) de coliformes totais e fecais, estreptococos fecais e Sabmonella, foram reali-
zadas sequndo métodos descritos no Standard Methods for the Examination of Water
and Wastewater, 15.ed. (2}, e Physical Chemical and Microbiological Methods of So-
1id Waste Testing (3).
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Tabela 1 - Coliformes, estreptococos fecais e Salmoneffa
spp. em lodo de esgoto - média geométrieca por 100g {peso

seco)
Microrganismos
ASE Colifonmes Estreptococos  Saimonelfa

totais  fecais fecais Spp.
Ledo digerids 19 Periodo X 1,1x10°  1,8x108 1, 1x70% 160,
2 Pericdo X 6,2x107  1,5%10° 9,5x10°% 56,0
Lodo prensado 19 Pericdo ¥ 1,1x10° 9,1x107 4,1x10° 2,0
29 Periodo X 2,2x16° 708 1,3x10° 2,0
Lodo centrifugado 19 Periodo £ 1,9x10° 4,6x10° 4,0x10% 10,3
20 pericdo & 7,2¢107  §,6x18° 2,210° 11,0
Lodo fluidizado 12 Periodo X 1,4x10% 2,2x10% 1,308 7,7
(apds 30 dias) 20 Periodo & 2,2¢10°% §,9x10% 2,8x10° 4,0
Lodo fluidizada 19 Pericdo ¥ 2,6x107 3,6x10° 8,1x10° 47,8
{amostras cammns) 29 Pericdo X 4,5x10° 5,9%107 2,1x107 115,0

Enterovinus - Para a concentracdo de enterovirus foi utilizado o método tentativo
da EPA (cammicacdo pessoal do W. Jakubowski — USEPA) cam as sequintes modifica-
g¢Oes: 3s amostras foi adicionado extrato de carne 10%, pH 7,0, a mistura foi cen-
trifugada a 4000rpm e sulmetida ao método de fleculagdo organica {8). Apds concen—
tragio as amostras foram sulmetidas ac teste de esterilidade e toxicidade e inocu~
ladas em culturas de células {BS-C-1). Para isolamento e quantificacdo dos enteroe
virus foi utilizado o método de plaqueamento {7) e a identificacdo foi realizada
utilizando-se "pools” de anti-soros especificos (14).

Ovos de helmintos ¢ protozoarios - Para a deteccio de cistos de protozodrios e ovos
leves de helmintos foi utilizado o método de Faust e col., e, para ovos pesados o
método de Hoffman Pons & Jones, recomendados por Pessoa {19).

Resultados e Discussao

Gs resultados obtidos no 19 periodo de estudo, quando analisados individualmente
revelaram algumas discrepdncias que foram minimizadas quando a amostragem por quar-
teamento foi adotada, possibilitando a obtengao de amostras mais representativas do
material em estudo,

Colifonmes e estrepioeocos fecais - Altos Indices de coliformes e estreptococos fe-
cals foram encontrados nas amcstras examinadas de lodo digerido e centrifugado (Ta-
bela 1). O comportamento destes indicadores, faces aos dois tratamentos, egtd re-
presentado na Tabela 3. Nas amostras de lodo digerido, apds tratamento quimico {lo-
do prensado), ocorreu reducdo bastante significativa de coliformes fecais (99,9%),
enquanto que a de estreptococos fecais foi inferior: 99,6% no 19 periodo e 86,3% no
2 periodo. Isto vem demonstrar que Os estreptococos fecais foram mais resistentes
que os coliformes ao tratamento aplicado. Em recente revisdo, nos Estados Unidos da
América do Norte (18), foi relatada a ocorréncia de fato similar.

As amostras de lodo fluidizado {apds 30 dias) ; @presentaram altas densidades de
coliformes e estreptococos fecais, entretanto, quando copparados can os resultados
de lodo centrifugado, verificou-se significativa redugdo no nimerc desses microrga—
nismos.

to 22 periodo de estudo ccorreu um aumento acentuado de coliformes totais 205,5%;
amentc de 4,5% para coliformes fecais e 27,3% para estreptococos fecais. Provavel-
mente isto seja devido ao crescimento destes irndicadores, durante a estocagem no
patio, .

Dados na literatura (18) relatam a ocorréncia deste fato, pois tem-se observado
que esses microrganismos podem se desenvolver em amostras de lodo, mesmo apds tra-
tamento.
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Tabela 2 — Frequencia de Safmonelfd spp. em amostras

de lodos.
Simbolos: 19 Per. = Primeiro periodo (marco a agosto);
2¢ Per. = Segundo pericdo (setembro a novembro}

N de amostras nostras positivas

Amostra examinadas o 3

19 Fer. 20 fer. 19 Der. 29 Per. 19 Per, 29 Per.
Icdo digerido 7 5 5 5 85,7 100,0
Yodo centrifugado K & 8 3 85,7 100,80
Lodo prensado 7 5 1 1 14,2 20,0
Ledo Fluidizado
(ap5s 30 dias) 6 3 3 6 50,0 100,0
Lodo Fluidizado
{amostras camms) 13 5 32 5 92,3 160,¢
Tabela 3 ~ Porcentagem da reducac de coliformes,

estreptococos fecais, Salmoneffa e ovos de helmintos
1n0s tratamentos quimice e térmico:
Simbolos: * = Porcentagem de aumento

Lodo fluidizado

] Lodo prensado [apds 30 dias)
Qrganismes % em relagdo ac % em rela¢ao ao
loto digerido ledo centrifugado
1¢ Per, 29 Per. 1 Per. 29 Per.
Coliformes totais 99,9 94,6 99,2 205,5*
Coliformes fecais 98,9 98,9 99,5 4,5%
Estreptococos fecais 99,6 86,3 98,7 27,3*
Satmonelie spp. 98,7 96,4 29,3 63,6
Total de ovos de helmintos 99,6 59,4 88,4 94,9

Safmonella ~ As bactérias do género Safmonelfa constituem um excelente indicador,
Juntamente com os coliformes fecais e estrepiococos fecais, para estudos de lodos
de esgotos pois sdo encontrados em quantidades significativas (10, 15, 20) e apre-
sentam elevada resisténcia aos processos de tratamento e scbrevivéncia no meioc am—
biente (5, 10).

No presente estudo, foi dbservada grande variabilidade dos teores de Safmonzffa
spp. nas amostras de lodos digeridos, sendo que o NMP/100g (peso seco) variou de
<40 a 2700. A porcentagem de amostras positivas foi de 85,7% (no 19 periodo) e
100% (no 29 pericde) (Tabela 2). Os resultados sdo concordantes com dados da lite -
ratura {2, 10, 20}.

Salmonelle foi isclada em apenas duas das doze amostras de lodo prensado. Nestas
aostras o pH foi de 7,9 e 8,3, portantn o tratamento aplicado nic foi o adequado,
pois nac atingiu o nivel ideal {(pH 12,0), ¢que € o proposto para eliminar estes pa-

enNos .
toc:gfguand.o o pH 12 foi mantido no tratamento quimico, houve eliminacao de Safmonellsa.
Resultados similares foram obtidos por Strauch (20) e Iewin (10), que conseguiram
ramogde de 1008  de Salmonefla e virus presentes em lodos submetidos a pH 12,0 ou
superior.

Nas amostras de lodo coletado apds 30 dias de secagem e sulmetido ao leito
fluidizado, nao ocorrau reducao significativa de Safmonrelfa. Fm alqumas amostras a
temperatura nao foi suficiente para eliminagdo deste patOgenc. A faixa de variagdo
de temperatura foi muita ampla (50 a 1159C) e o tempo de contato fol de 5 a 15
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minutos, nac tendo sido deteminada a temperatura, por ocasido da coleta de cada
amostra. Nas anostras de lodo fluidizado, ammazenadas no pitec de secagem, a
frequéncia de Safmonelfa foi elevada (92,3% a 100% de amostras positivas).

Buas hipoteses podem ser feitas: houve condigdes de mmltiplicacdo de salmonelas
presentes ou oCorreu re-contaminagac, pois este lodo era mantido proximo ac lodo
centrifugado. Este fato devera ser melhor estudado.

Tabela 4 — Ovos de helwintos e protozodrios em amostras de lodo de esgoto -
média geométrica/100g (peso seco)
Simbolos: A = Ausente

Ascandis Hymeno-  Trichoce- Toxas- Total de
Mostras Lumbrf- Anculos- Lepads phatus canis Toxocarr  Proto- VoS de
cdodes Lamidae diminuta trichiurus  Zecnina sp. z08rios helmintos
Lodo digerido 19 Per, B 14670 647 125 194 81 6 A 16303
22 Per, & 22900 692 516 692 275 5 A 25703
Iedo prensado 19 Per. % 55 A 3 2 1 A a 56
29 Per. X 151 1 a 5 2 A A 162
Iodo centrifugado 19 Per. & 5537 43 132 67 37 20 A 6093
2¢ Per. X 8310 224 129 331 35 [ A 7413
Ledo fluidizado 19 Pex. X 204 2 5 19 8 A A 218
(apds 30 dias) 29 per, X 309 A 2 22 18 2 A 380
Lodo fluidizado 1 fer. X 230 2 2 7 2 n A 240
(amostras ocommns) 29 Per. X 347 LY 2 26 1 2 A 280

Ovos de helmintos e cistos de protozoarios - Verificou-se que o lodo digerido e o
centrifugado apresentaram elevada quantidade de ovos de helmintos, tendo havido
predaninancia de ovos de Ascards {Tabela 4). 0 elevado nimero de ovos de Ascanis
encontrado  deve-se a4 alta incidéncia na populacdo e 3 elevada resisténcia, no meio
exterior.

A presenca de ovos de Ascandis Lumbricoddes, Trichunis trichiura e Taenia sp., em
lodos de esgotos, utilizados como fertilizantes poderia constituir um fator de dis-
seminacdo de parasitas pois os ovos s30 altamente registentes as agresstes do meio
externo, inclusive a dessecacao (1).

A elevada resist@ncia de ovos de helmintos, especialmente de Aseanis, frente ags
varios processos de tratamento de lodo de esgoio, tais como altas temperaturas,
reagentes quimicos e dessecagdo & comumente relatada na literatura (5, &, 11, 20).
Cistos de protogodrios ndo foram detectados am nenhuma das amostras exsminadas,

A incidéncia de helmintos e protozodrios nos Estados Unidos e Varios paises da
Burcpa € relativamente pequena, entretanto, nas regides tropicais, esses parasitas
podem se constituir em problema sanitirio em lodos de esgotos, dada 3 sua resistdn-
cia {6}.

Nas amostras de lodo premsado, verificou-se reducSo bastante significativa de
gves de helmintos, 99,6% no 19 periodo & 99,48 no 29 periodo. Este achado vem de
encontro can os dados citados por Pederson {18) e Strauch (20}, que relatam experi-
mentos can lodos de digestores utilizando cal e pH acims de 12, onde fol possivel a
inativacdo de ovos de Ascaris, citando porém que isto nSo ccorreu em todas as amos-—
tras. :

Nas amostras de lodos submetido ao tratamento témmico ocorreu sigmificativa
redqucdo de ovos de helmintos, quando comparados com as de lodo digeride e
centrifugado. Entretanto, ndo se conseguiu a inativagdo total. Ao que tudo indica,
iste foi devido as dificuldades apresentadas na manutencdo da tenperatura adequada.

Enterovinug - A presenca de virus em lodos de esgoto é motivo de  preccupacio pelo
risco & salde piblica, principalmente devido a probabilidade da contaminagao
indiveta de aguas superficiais e subterrineas. Portanto, a escolha de um bom metodo
de tratamento & essencial antes da disposigdo no solo.
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Tabela 5 - Isolamente de enterovirus =aas Das 12 amgtras de lode di-
diferentes etapas do processo de tratamento de gerido ana_}:l.sadas, 11 revela—
lodos de esgoto ram enterovirus. O Mesmo CCor—

reu no lodo centrifugado, oom
91,6% das amostras positivas

N de amostvas N9 de avostras ¢ de positi-~ para entevfov-{ms- Esses resul-

AIOSLIES testadas positivas vidade tados estic concordantes cam

1odo digerido 12 1 91,6 oS ca.tz‘s.dos.na llteratméﬂa, para
Todo centrifugado 12 1 91,6 lodo digeride (5, 9, 12}.

Lodo prensado. 2 3 = Do lodo digerido e centrifu—

(apésfég%as) 2 0 G gado, foram isclados Poliovi-

Iodo fluidizade 18 o o rus tipos 1, 2e 3, Echo 7 e

{amostras oamns)

20 e Coxsackie By, B2, Bs e

No lodo prensade, o© trata-
rento quimico foi eficaz na remogao total (100%) de enterovirus, sempre que pH 12
ou supericr foi mantido. Em 3 amostras com pH 7,9, 8,3 e 9,4, foram isolados Polic—
virus tipos 2 e 3 e Coxsackie Bg. Varios pesquisadores tem relatade fato semelhante
orde a inativagio de virus é obtida através do tratamento quimice e em candicoes de
pH elevado (9, 20, 21).

No lodo fluidizado ndo se detectou nenhuma particula viral, sendo portanto o tra-
tamento aplicado bastante eficiente na inativacao de enterovirus (Tabela 5). Estes
resultados vém de encontro acs obtidos por varics autores, pois os virus nao resis-
tem ao dessecamento e 2 alta temperatura {20, 24).

Conclusio

I1odos de esgotos provenientes de digestores que operam na fase mesofila  apresen-
tam alta carga de contaminantes biocldgicos e podem se constituir em fator de disse-
minacdo de uma série de doencas se ndo forem tratados ou dispostos adequadamente.

0 tratamento quimico ou t&rmico pode contribuir para a diminmuicdc da carge de pa-
tigenos nestes lodos. No entanto, deverdo ter sua eficicia avaliada, frente a para-
metros bioldgicos.

No estudo realizado, Safmoneffa e ovos de helmintos, -principalmente de Afcandls,
foram evidenciados camo bons indicadores para avaliagdo da eficacia de processos de
tratamento de lodos na remocBo de patdgenos,
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Resump

A partir de um indculo de estrume de gado mantido em
anaeroblose, conseguiu-se produzir biogas a partir de soro
de leire. A produgdo de biogas iniciou-se logo apcs a
colocagazo do soro de leite, que foi devidamente diluide. A
carga aplicadz maxima foi de 1,8g de solides volateis por
litro de reator. Os tempos de retengao hidraulico estudados
foram de 20 dias e 30 dias e a temperaturas mantida em 369C.
A produgdc de biogas cresceu ate atingir cerca de 1,1 litros
de biogds por grama de sdlidos voldteis adicionados.

Sunmery

Operation of the anaerobic digesfon in beneh scale {on the
production of methane gas by cheese whey

A seed of vaccum manure was used to start the process of
obtaining methane gas £from cheese whey. The production of
biogas began just after the feeding of the whey which had
been diluted for a level of up to 1.8 gram of total volatile
solids per 1liter of reactor. The hidraulic retention times
studied were of 20 and 30 days and the temperature kept in
36°9C. The preduction of the biogas grew up te 1.1 liters of
biogas per gram of the total volatile solids added.

Introducan

2o se abordar o grave problema da disposicdo de residuos orgdnicos, surgem dois
caminhos principals para tratamento biolSgico: tratamento aerdbio ou anaerdbic. No
primeiro caso pode—se ter um tempo menor e tratamento, mas no segunde caso pode-se
conseqguir uma malor redugao de microrganismos patogBnicos, e ac mesmo tENpo 4 pro-
dugdo de gas carbustivel, o que is vezes pode favorecer a segunda opgdc técnica.

A alternativa de se produzir biogas como canplemento energético e tende como sub-
produto o fertilizante organico natural € ressaltado no trabalho de Silva (14).

A idéia de se tentar utilizar soro de leite como matéria-prima surgiu da expe-
riéncia bem sucedida da utilizac@o da vinhaga como matSria-prima para a produgdo de
biogas {7, 13, 15).

G soro de leite contém elevada carga organica, 60.000mg/l, em termos de Demanda
Qunimica de Oxigénic e a porcentagem de lactose no soro & de 5% {12),

Referéncias especificas de utilizacdo do soro de leite para a produgdo de biogds
ndo foram encontradas na literatura, ao contrario de cutras utilizacdes, com por
exemplo produgdo de proteina (12) e producdo de etanol (4, 9).

Rev. Microbiol., Sdo Paulo, 17(2):155-161, Abr./Jun. 1986.
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0 cbjetivo principal deste trabalho inicial & ressaltar a possibilidade de ze
operar un biodigestor convencional em escala de bancada, alimentado apenas com Soro
de leite, que se apresenta camw uma matéria-prima de grande potencial para a produ-
c&0 de biogés.

Material e Metodos

Inpeulo - Foi utilizado wum indculo preparado a partir de esterco bovino semi-seco,
coletado na Fazenda da Gloria da Universidade Federal de Uberlindia. O esterco foi
diluido em &gua potivel na proporgio de 1:1 em volume e mantido, apds ser colocado
no  bicdigestor em anaerobiose até iniciar-se a formacdo de gds. A partir de entao,
iniciou-se a alimentagdo com soro de leite diluido,

Subsinato - Foi utilizado soro de leite obtido junto a Cocperativa Agropecudria Li—
da. de Uberléndia (CALU), com concentracio mixima em solidos voliteis de 70g/1.

Andlise do sono de Leite - Foram anmalisados sSlidos voliteis {3}, solidos totais
{2) e Demanda Quimica de Oxigénio (1).

Medidas e analise nos digestores - Foram medidos nos efluentes dos biodigestores
estudados, s0lidos totais {2); s5lidos volateis (3); PH e anilise de Orsat dos ga—
ses produzidos.

Esquema do equipamento - Foi utilizado o esquema (Figura 1) proposto por  Craveiro
(5}). FPoram montados dois baldes de funde chato com 2,08 de wolume Gtil, que foram
mantidos num banho de marca Fanen adaptados para manter a tamperatura de 38°C.

Controles - Foram feitas adicBes de hidrdxido de s5dio 1N para manter o pH na faixa
de 7,0, manutengio da temperatura da Aqua do banho em 36<C e medidas de voliume de
gas produzido.

Alimentacio dos biodigestores - As alimentacdes foram efetuadas de mameira a se ter
em cada um dos biodigestores um tempo de retengdo hidriulica de 20 e 30 dias, desta .
forma alimentou-se o biodigestor. A (@ = 20 dias} com 100ml de sclucdo de soro de
leite, e o biodigestor B (td = 30 dias) com 67ml de solucdo de soro do leite.

Resultados e Driscussao

As Figuras 2 e 3 apresentam as quantidades adicionadas de scro de leite, em ter—
ros de sGlidos voldteis, assim como a concentracic do efluente em sSlidos voliteis;
volume - de gis produzido; pH medido ao longo do tempo do ensaio e NaCH {IN) adicio-
nado quando necessdrio. As Figuras 2 e 3 foram conetruidas com base nos dados cone
tidos nas Tabelas 1 e 2.

Foram estudadas duas condicOes de tenmpo de retengdo hidrdulica, 20 dias e 30
dias, ambas a 36°C e pH entre 6,5 e 7,1.

A dificuidade de se cbter um indculo a partir de uma estagio de tratamento de es—
gotos nos obrigou a desenvolver un indculo a partir de esterco bovine e o mais ade—
quado foi um esterco semi-seco, que fol diluido em agua potdvel.

Os resuitados (Figuras 2 e 3) indicam que o soro de leite pode ser utilizado camo
matéria~prima para a producdo de bicgds, sem suplementacio de qualguer nutriente,
baseado no fato de que se conseguiu altas producdes de biogas.

As oscilagCes, que aparecem na medida de producdo de gas, foram devidas, princi-
palmente, A auséncia de un importante instrumento de controle: a andlise de acidos
volateis (11}, cujo método n3o haviamos terminado de desenvolver. Em funcio disso,
talvez tenha havido um aumento wm pouco rdpido na carga de sOlidos wolateis adicio-
nados.



Figura 1 — Sistema digestor-gasdmetro construido
com baloes de vidro.

Simholos: 1. Retirada de efluente e introducac da
alimentacao; 2. Saida para a amostragem de g2s;
3. Passagem de gas; 4. Saida de gas; 5. Passagem
da solugdo salina deslocada pelo gas

0 1GESTOR GASOMETRO RECEPTOR_DE
SOLUCAD

—— TUBQ DE  VIORQ

TUBC DE LATEX

Figuré 2 - Volume de gés produzide, $.V. adicionado, pH e NaOHZ adicionade
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Figura 3 — Volume de gas produzide, S.V. adicionado, pH e NaOHZ adicionade

NoOH
ON) ]
ADICIONADG
imt} o :
=
24
I
ph i W D TS
e
%04
, zood
V. GAS
. 100
tem™}
1000
%00y
o
204
- 1,54
743 1o gao:cmnam
&sd
o

© 2 4 8 4 © % 34 s b 20 2z 7a 29 78 B 37 34 55 I8 40 42 46 45 43 B B on R B B o s w T

TEMPO ([ DIAS) BIODIGESTOR B: tdw 30 DIAS

Foram realizadas alqumas medidas ao longo dos ensaios da quantidade de 0Oy conti-
do mo biogds, que forneceram valores em torno de 40% de didxido de carbono em volu—
me, o gue estd de acordo cam literatura (8). '

Para efeito do cadlculo da produgdo de biogds num determinado dia, considerava-se
a quantidade de gés produzido neste dia, dividida pela cquantidade de 8V adicionada
no dia anterior, ‘

Desta maneira, desconsiderados os valores de produgdo de gas, cbtidos no  inicic
dos ensaios, obteve-se (Tabela 2), valores maximos de aproximzdamente 1,12 gas/g SV
ad., valores bem supericres ac encontrado para o lodo do esgoto: 0,548 gas/g SV ad.
{(5).

Nac foram constatadas grandes diferencas na producao de gis para os terpos de re-
tengdo estudados (Tabela 2, Figuras 2 e 3}. De qualquer forma, a partir do 229 d&ia
de ensaio, a producdo do biodigestor B {30 dias} se mantdm ligeiramente maior.

Sugere-se, para trabalhos posteriores, que oS aumentos na concentracdo de soro
adicionado sejam feitos mais lentamente e que se estude a possibilidade de operar
no sistema de fluxo ascendente (10, 15), com o qual se podera conseguir reduzir os
tempos  de  reftengBo necessarios, possibilitandc assim tratar maiores volumes de
afluentes com Qigestores de tamanho reduzidos, consequindo-se diminuicio de custos.
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Tabela 1 -

longo

Carga adicionada aos

biodigestores
do tempo em fungdo da concentracdo de soro de
leite e da diluicao utilizadas

ao

Termeo  Concentracic de Volume de sore utili-  Carga adicionada no rg
(dias) sorc {g/i) de 5V zado {mi) tor g SV/%. de reator
.Biodigestor Biodigestor
A B B B
0 0,0 15 15 6,525 0,525
1 70,0 15 15 0,52% 0,525
£ 70,0 15 15 0,525 0,525
3 70,0 15 15 0,52% 0,525
4 70,0 15 15 0,525 0,525
3 70,0 15 15 0,525 0,525
] 73,0 15 15 0,525 0,525
7 70.0 15 15 0,525 0,525
8 70,0 20 20 0,700 0,700
9 70,0 20 Pt 0,700 0,700
10 10,0 20 20 8,700 0,700
11 70,0 20 20 0,700 0,700
12 10,0 20 20 o,700 6,700
13 70,0 20 20 4,706 0,700
14 70,0 25 25 4,875 0,875
15 70,0 25 25 8,875 0,875
16 70,0 25 25 ¢,875 0,875
17 70,8 25 25 ¢,875 0,875
18 70,9 25 25 0,875 0,875
19 43,3 25 25 0,541 0,541
20 43,3 25 25 0,50 0,541
2% 43,3 25 25 2,541 Q,541
22 43,3 35 35 0,758 0,758
23 43,3 35 33 0,758 0,758
24 43,3 35 35 0,758 ©0,758
25 43,3 35 35 0,758 0,758
26 43,3 35 35 6,758 £,758
27 43,3 T35 35 0,758 0,758
28 43,3 45 45 0,874 0,974
29 43,3 45 45 0,974 0,974
30 43,3 45 43 0,974 c,974
31 43,3 45 45 0,974 0,974
32 43,3 45 45 0,974 C,974
33 43,3 45 435 0,974 &,974
34 43,3 45 45 0,974 0,974
35 56,37 55 35 1,55 1,550
36 36,37 55 55 1,550 1,550
37 56,37 35 55 1,550 1,550
38 56,37 55 35 1,550 1,550
39 56,37 55 55 1,550 1,550
40 56,37 35 55 1,58¢ 1,550
41 56,37 &5 45 1,832 1,268
42 56,37 65 25 1,832 0,705
43 56,37 65 - 1,832 -
44 56,37 65 45 1,832 1,268
45 56,37 65 25 1,832 0,705
46 56,37 65 25 1,832 0,705
47 56,37 65 25 1,832 0,705
48 56,37 65 35 1,832 0,988
49 56,37 - 35 - 0,986
50 36,37 45 35 1,268 0,988
51 56,37 45 35 1,268 0,986
52 56,37 45 35 1,268 0,986
53 36,37 - - - -
54 56,37 45 45 1,268 1,268
5 46,25 45 45 1,041 1,041
56 46,35 55 55 1,272 1,272
57 46,25 55 55 1,272 1,272
58 46,25 55 - 1,272 =
58 46,25 55 55 1,272 1,232
&0 46,25 35 55 1,272 1,272
61 46,25 35 35 1,272 1,272
62 46,25 35 55 1,272 1,272
63 46,25 65 65 1,503 1,503
64 46,25 85 85 1,503 1,503
85 46,25 65 &5 1,503 1,503
66 46,25 - 65 - 1,503
67 46,25 65 65 1,503 1,503
68 48,25 65 85 1,503 1,503
69 46,25 - 65 - 1,503
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Tabela 2 - Produgdo de biogds obtide ao longe do
tempo em funcaoc da carga adicionada em g de SV, e
do volume de gas produzido

Produgao
Terpo Volume de biogas g de SV adicionado nk biogas/g SV adi-
(dias} produzido (mg} cionado
Biodigestor Bicdigestor
A B & B A B
o 870 440 1,850 1,050 - -
1 1220 1000 1,050 1,050 162,80 952,24
2 1870 1070 1,050 7,050 1781,6 1019,0
3 1030 920 1,050 1,050 81,0 87,2
4 1040 960 1,050 1,050 9%0,5 914,3
5 960 890 1,050 1,050 #14,3  B47.6
3 850 830 1,830 1,058 04,8 90,5
7 240 970 1,050 1,058 895,2 923,8
& 730 720 1,400 ¥,400 74,3 685,7
g 810 830 1,400 1,400 578,6 635,7
ic 1075 910 1,400 1,400 67,9  650,0
1 950 940 1,400 1,400 678,86 671.4
12 1180 1000 1,400 1,400 842,% 74,3
13 00 00 1,400 3,400 642,9 642,9
14 980 290 1,750 1,73 700,86 707,1
15 1110 1140 1,750 1,750 634,3 31,4
16 1110 1060 3,750 1,750 634,3  605,7
17 1108 1028 1,750 1,75C¢ 628,6 582,9
18 970 1030 1,75¢ 1,750 5%4,3 582,6
19 108G 1070 1,082 1,082 622,% 611,4
20 1110 113¢ 1,082 1,082 1025,9 1044,4
2% 1240 1160 1,082 1,082 1146,0 1072,1
22 1050 1120 1,516 1,516 970,4 1035,1
23 1300 1250 1,516 1,516 857,5 824,55
24 1310 1260 1,516 1,516 864,1 831,1
25 1300 1350 1,516 1,518 857,5 B90,5
26 1276 1290 1,516 1,518 837,7 850,9
27 1300 1340 1,516 1,516 857,5 883,58
28 890 1250 1,948 1,948 587,17 824,5
2% 1020 1520 1,948 1,948 523,6 780,3
30 1050 1478 1,548 1,948 539,0 754,86
31 940 1220 1,948 1,948 482,5 626,3
32 1080 1180 1,948 1,948 554,4  805,7
33 1170 1075 1,948 1,948 600,6 557,8
34 1380 1150 1,948 1,948 600,6  5%0,3
5 1540 1160 3,100 3,100 790,56  585,5
36 1760 1180 3,10 3,100 57,7 380.,6
37 1840 128C 3,100 3,100 593,55  412,%
38 1980 1280 3,100 3,100 628,7 412,%
29 1991 1120 3,100 3,100 641,9 361,3 .
40 2065 1030 3,100 3,140 66,1 332,3
41 1970 970 3,684 2,546 635,5 312,9
42 2125 840 3,664 1,410 580,0  331,2
43 1980 &00 3,664 43,000 543,1 425,5
44 2050 400 3,100 2,538 559,5 -
45 2030 1510 3,664 1,410 554,0 595,4
46 1916 1170 3,664 1,410 521,3 B829,8
47 1800 1160 3,664 1,410 491,3  822,7
48 1580 1170 3,664 1,972 431,2 829.,8
48 1410 1280 0,060 1,972 384,8 649,19
=34 320 1710 2,536 1,572 - 867,1
51 1286 16460 2,536 1,572 508,7 Bit,4
52 1200 1640 2,536 1,972 473,2 81,8
53 1000 1000 0,000 0,000 394,3 5071
54 000 1000 2,536 2,536 - -
55 1130 1720 2,082 2,082 445,86 678,2
56 1100 1758 2,544 2,544 528,3 840,5
57 1020 1530 2,544 2,544 400, 758,6
58 ~ 1930 - 2,544 758,86 -
59 150 380 2,544 2,544 5%,0 49,4
60 1110 167G 2,544 2,544 436,3 656,4
61 1100 2250 2,544 2,544 432.4 8844
62 1080 2070 2,544 2,544 428,%  B13,7
83 830 2020 3,006 3,006 365,6  794,0
64 940 2230 3,006 3,006 32,7 741,8
85 T30 2000 3,066 3,006 256,2  665,3
&6 o] 2320 - 3,006 - 77,8
67 250 2260 3,006 3,006 83,2 51,8
68 560 2240 3,006 3,086 86,3  745,2
&3 ¢] 2240 - 3,006 - 745,2
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Resumo

4 operagdo de se por em warcha, ou a partida de um
biodigestor & de extrema importancia, a fim de se comseguir
atingir um regime estavel de operagao. Neste trabalho,
utilizamos mistura de lixo urbano e lodo de esgoto, como
matéria-prima para a produgido de biogds e  estudamos
alternativas viavels para a obtencio da estabilidade acima
mencionada, em reatores conveacicnais de 2 litros de
capacidade. Incluimos tambem algumas informagoes
experimentais sobre a partida de um digestor indiano de
4,5m?, operande com esterce bovino. Para ¢ lixo urbano, as
progressoes semanais de carga orginica acima de 15%, podem
causar riscos para o sistema, bem como o emprego de um
periodo de aclimatagdo, operando o reator a baixas cargas
organicas, permite uma ampliagdo semanal de até 35%. Para o
digestor indiano, o inicio de operacdo com agua no reator e
carga final desde o inicio, & preferivel a partida com
mistura de esterco e agua em igual proporcio.

Summary
Stani-up of biodigestens fon sofid wastes

The start-up of biodigesters is a very important step, in
order to obtain a stable steady state operation. In this
paper some alternatives for start-up have been investigated,
using urban solid waste in 2% ¢STR type digestors. Some
resuits regarding the start-up of rural digesters fed with
cow manure are also presented. For urban sclid waste it was
observed that 157 weekly loading rate increase is a
acceptable and that higher increase can compromise the
stability of the system. If a previous acclimation pericd is
aillowed, a 35% weekly loading rate increase is possible. The
best start—up for the rural digester, fed with cow manure,
is obtained starting up the digester filled up with water
and beginning the feeding already with the final loading rate.

Rev. Microbiol., S3c Paulo, 17(2):162-172, Abr./Jun. 1986.
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Introdugdo

O processo de digestdo anaerdbia de residuos organicos tem recebido muita atencao
nos Gltimos anos, tendo em vista sua capacidade em eliminar carga orginica poluido-
ra, gerar gas cammustivel (biogas) que contribul para uma melhora no balango ener-
gético de um sistaena e, finalmente,possibilitar o usc do material digerido camo
adubo organico.

Por estes atrativos, € evidente que, na literatura, ha muita informacdo sobre a
influéneia de diversos fatores no processo de bicdigestao, muitos dos quais devem
ser controlados dentro de limites restritos. No entanto, isto ndo ocorre gquanto &
importante operacao de partida de um reator, sendo raras as publicacdes neste sen-
tide {1, 7).

Como se sabe (4), um material corgdnico camplexo, em um biodigestor anaerdbio, so—
fre uma série de transfommacbes causadas por diferentes bactérias, desde a hidrdli-
se até a geragdo de metano e gis carbdnico. Assim, apds a hidrdlise, os compostos
mais simples sio convertidos em &cidos wolateis {acético, propionico, butirice,
etc.), sendo o acido acético convertido pelas metancbactérias a CHy e Q02, enguanto
que os acidos orgdnicos de cadeia mais longa sdo convertidos pelas acetogénicas em
&cido acético, gerando-se no processo hidrogé@nic. Para gque esta seguéncia continue
h& necessidade absoluta de eliminacdc do H2, © que & realizado pelas metancbacté-
rias gueccnsomen © Hy e o COp produzindo CH

Por esta sequenc:.a observa-se a necessmaée de haver um perfeito equilibric entre
as varias espécies microbianas no sistema, gue encontra nas metanobactérias seu
principal e mais sensivel componente.,

Havendo um prejuizo na proliferacdo ou na ac¢ao das metancbhactérias, acumula-se ©
hidrogénio e, camo decorréneia, passan & acumuilar os acides volateis. Estes ao -
atingirem niveis da ordem de 2000 a 3000pmm, passam a inibir, de forma crescente,
todo o sistema até uma drastica reducdo do processo bioldgico, para valores da or-
dem de 10000 a 12000ppr.

A partida de um biodigestor sicnifica uma cperagac em regime transiente, onde es-
tamos alterando condigles de cultivo e, portanto incorremos no risco de uma inibi-
cao das metancbactérias, Um "start-up” executado de forma incoveniente, pode nos
levar & errdnea conclus@o de gque © material proposto ndo & bicdegradavel.

0 presente trabalho procura mostrar e discutir resultados obtidos gquande da par-
tida de biodigestores, operando con a fracdo organica do lixo urbano da cidade de
S3o Paulo. Ao final incluimos também alguns dados parciais, quande da partida de um
biodigestor indiano, operando com esterco bovino,

Deve ficar claro que estamos apenas preocupados com a operacao de partida de um
reator, motive pelo qual o comportamento do sistema, em estado estacionario, serd
observado rapidamente.

Material e Méetodos

Léixo utbhano - Coletamos uma inica porcao de lixo urbano, suficiente para todos os
ensaios. Esta porcdo foi submetida a uma selegdo, rejeitando-se pedras, vidros e
metais. A sequir, o lixo foi picado, secado a 80°C em estufa com circulagho forgada
de ar (até umidade inferior a 5%), moide em moinho de facas (Willey Mill n® 1) e
armazenado, em sacos plasticos, em geladeira . Apds a moagem o didmetro das parti-
culas era inferior a 2um.

Lodo de eagoto digerido - O lodo digerido, wtilizado em um Gnico ensaio, foi obtido
a partir de um digestor em operacao na Estacao de Tratamento de Esgotos (ETE) de
Pirheiros (SABESP). Trata-se de material contendo cultura rica em bactérias respon-
savels pelo processo e, em principio, ja em condigie d€ equilibrio.
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Figura 1 - Fator de produgdo de gids {.), Lode de esgote adensade - O
concentragae de acides volateis (o) e carga icdo adensado era também cb-
organica em funcdo do tempc, quando se ampliou a tido na EIE Pinheiros e con-—
carga de 0,16 a 1,6g5V/1.d com  incrementos tinha aproximadamente 6% de
semanais de 0,2g35V/1.4 e6lidos totais, dos guais 77%

eram volateis. Efetudvanmos
coleta de 1odo a cada sete
dias, sendo durante este pe-
riodo estocado em geladeira.
Como se verd adiante, parti-
mos ©0s reatores com mistura
de lixo e lodo de esgoto,
sendc que 0 lodo € entendido
cano material que formece mi-
trientes e constitui-se tam—
bém em indculo para o siste-
ma.
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t (SEMaNAS) Corurbatai (Rio Claro, SP},

pertencente 3 Companhia Ener—

gética de S& Pamlo &/A

(CESP), onde foram instala-

dos, por iniciativa daguela Companhia, uma série de biodigestores rurais. Pm média,
0 esterco apresentava 0,13g SV/g esterco.

Sistemas de neacdo - Para o3 ensaios com lixo urbano utilizaram-se reatores de 2
litros de capacidade, os quais permaneciam nc inferior de uma estufa a 30°C, A ope—
ragdo fol realizada em regime semicontinuo, segundo a qual os reatores eram ali-
mentados 3 vezes por semana, sendo a carga organica entfo adicionada suficiente pa-
ra considerarmos a allmentacdo nos dias em que os digestores n2o eram manipulados.
Os baldes de 2 litros, contendo o material em digest3o, eram agitados manuaimente 2
vezes por dia, e estavam acoplados a outros baldes contendo sclucde saturada am
NagS0; e acidulada com HySO, na ooncentragéo de 3%. A medida em que havia producde
de gas _ho reator, este deslocava a solugao de NayS0, para um frasco coletor. A me-
dida diaria do ligquido deslocado nos dava o volume de gis produzido, sendo o valor
cbtido corrigido para as condicles normais de temperatura e pressic, bem como para
base seca (para 0 caso de esterco esta correc@o nfo foi efetuada).

Os reatores foram operados, mantendo-se fixo ¢ volume de suspensio em seu inte-
rior & também fixo o terpo de residéncia em 20 dias. Isto significa que os reatores
eram altimentados com 100ml suspensdo/dia ou 200ml a cada 2 dias. A alimentacic era
realizada com mistura de lixo urbano, lode de esgoto e agua para completar o volu—
me, sendo que mantivemcs fiva a relagdo de lixo para lodo em 80:20, relacio esta em
termos de sOlidos totais. :

No caso do trabalho com esterco, apresentaremos dois resultados de partida de wm
digestor indiano tradicional com 45002 de capacidade, alimentado diariamente. Este
reator dispunha de clipula flutuante e medidor totalizador de gas {(Liceu de Artes e
Oficios Modelo MG-2).

Os controles analiticos eram realizados com a suspensdo efluente de cada reator.

Controke do pH - Tinhamos como critério efetuar corregdes de pH do digestor quando
se obtivesse wvalores inferiores a 6,8, Assim, o pH era medido no efluente dos di-
gestores e adicionavamos solucdc de NaOH 2N, Jjuntamente com a alimentacdo em quan—
tidade suficiente para a elevacio do pH para o valor 7,0.

Detenminacao da concentracdo de acidos vofateis - Esta determinacio foi feita pelo
método colorimétrico (5), sendo as concentracdes expressas em termos de acido acé—
tico.
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Figura 2 - Fator de producde de gas
(.), conmcentracio de acidos volateis
{0) e carga organica em funcdo do tem-
po, quando se imiciou a operagdo na 2000
carga final e utilizou-se lodo digerido
para a estabilizagao
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Figura 3 — Fator de producdo de gas (.), concentracao de
acidos volateis (o) e carga organica em funcdo do tempo,
quande se iniciou a operacao com (,32gSV/1l e ampliou-se
semanalmente a carga organica em 15% sem aclimatacao
prévia
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Determinacdo da concentracdo de solidos totais {ST) e vofateis {SV] - Estes contxo-
les analiticos foram realizados no liquido a ser introduzido no reator, bem oomo na
suspensdo efluente. Utilizamos a metodologia (6), sequndo a qual a amostra & secada
em banhomaria e posteriormente em estufa a 1059C até peso constante, obtendo-se a
concentracio de sélidos totais. A seguir, estes eram submetidos a 550°C em uma mu-
fla, obtendo-se a fracdo volatil a ser considerada.

Resultados e Discuss3o

A produgio de gas serd expressa em volume de gas produzido por unidade de massa
de solidos voldteis adicionados ac reator, ambos os valores considerados entre uma
alimentacdo e a sequinte (litros de gis por grama de sdlidos volateis adicionados
a0 reator). Nos graficos indicaremos os valores médios semanais. Analcgamente as
concentraches de acidos voldteis serSo indicadas como médias semanais.
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Na maioriz dos ensalos procurou-se trabalhar can cargas orgénicas {(expressas em
gramas de sOlidos voldteis adicionados por litro de reator e por dia) progressivas,
sendo a alteracdo de carga efetuads uma vez por semana. Camw estamos tipicamente em
regime transiente, assumimos 1500ppm come a concentracdo de Acidos voladreis acima
da qual tomariamos alguma atitude, a fim de evitar a falha do reator. Isto nic sig-
nifica gue se nao tomassemos alguma medida o reator entraria efetivamente em falha,
mas estariamos contribuindo vara uma situagdo de instabilidade.

Mo trabalho com 0 1lixo urbano, tinhamos como meta atingir carga organica de
1,6g5V/1. dia, valor este fixade cam base em alguns resultadcs jé& descritos na 1i-
tervatura (2, 3). Convém ainda mencionar que, no estado estacionirio, atingia-se,
para todo o conjunto de ensaios, um fator de producic de gas em torno de 0,44
gas/gsVad., gas contendo 60% CHy. A concentracdo de dcidos voliteis era da ordem de

Figura 4 — Fator de produgio de gas (.), concentracao de acidos
volateis (o) e carga orginica em funcio do tempo, quando se ini~
ciou a operagac com (,32g5V/1 o ampliou-se semanalmente a carga
organica em 20% sem aclimatagio prévia
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Figura 5 -~ Fator de produgdo de gas (.), concentracio de
acides voldteis {o) e carga organica em funcio do tempo,
quando se iniciou & operacac com 0,32gSV/1 e amplicu-se se-
manalmente a carga organica em 25% sem aclimatagio prévia
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200ppm e cbtinha~se uma reducdo de sdlidos volateis entre 50 & 55%. A alcalinidade
atingia valores camo 2000mg CaCO3/1.

Também, no estado estacionario, era desnecessaria a adig¢do de NaQH para o contro—
le do pH, peis este permmanecia proximo a 6,8 ocu 6,9.

Fesultados Preliminares

Na Figura 1 chservamos os resultados obtidos quando carregamos um reator com a
mistura de lixo e lodo na concentracdo de 0,16g5V/1 e  imediatamente passamos &

Figura 5 — Fator de producdc de gds (.), concentragdc de acidos
volarzis (o) e carga organica em furcdo do tempo, gquande se
iniciou a operagac com ©,32gSV/1 e ampliou-se semanalimente a
carga orgdnica em 307 sem aclimatacio preévia
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Figura 7 — Pator de produgdo de gis (.), concentragdo de
acidos wvolateis (o) e carga organica em fungio do tempo,
guandc se iniciou a operacao com 7,32gSV/1l e ampliou-se
semanalmente a carga orginica com 20% com periodo prévio
de aclimatacac
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operagio continua, mantendo a carga de0, 16gSV/l dia durante a primeira semana.O es—

-quema Imaginado foi a ampllagao de carga para 0,2, 0,4, 0,6 e assim por diante até
atingir o valor 1,698V/1.dia.
Ocorre que durante a 112 semana o valor limite para concentracdo de Scidos volaw-

teis foi ultrapassado, instante em que interrcmpemos a alimentacdo durante uma se-
mana., Chserve-se gque a concentracao baixou consideravelmente e obtivemos estabili-
dade no reator, mesme quando retornamos a alimenta-Io na _carga 1,4gsv/1. dia.

Apesar do relativo sucessc desta partida, esta ampliagio de carga & intensa no
inicio e proporcionalmente menor para os instantes finais. Parece-nos, no entanto,
ser umna alternativa vidvel que leva a um reator estavel em cerca de 14 semanas.

A Figura 2 nos indica os valores obtidos gquando partimos o reator na carga f£inal
pretendida. Como se pode chservar, j& na 2@ semana a concentragdo de acidos atingiu
valores da ordem de 2000pmn, © que nos levou inicialmente a substituir os 20% de
lodo adensado por lodo digerido e, postericrmente, substituir ainda 350% da carga
organica de lixo por lodo digerido.

Observe-se que a concentracao de acidos diminuiu drasticamente durante a 32 sema-—
nz, o que nos fez, ao final da 32 e iniciou da 4% semana, retornar & alimentagao
original, obtendo~se estabilizagaoc do reator no transcurso da 108 semana.

Estes dados {Figura 2}, sfo interessantes, porém pressupdem z disponibilidade de
quantidades apreciaveis de lodo digerido. Claro esta gque se dispusermos de reatores
cperando de forma estavel, esta partida para um reator adicional seria viavel, des-
de que fizéssemos um acanpanhamento rigoroso durante as primeiras semanas.

Aumento progressive de carga onganica sem aclimatacdo previa - As Figuras 3, 4, 5 e
6 indicam os resultados cbtidos guando carregamos Os reatores com suspensao de lixo
e lodo na concentragio de 0,32gSV/1, estabelecemos o processo contimuo nesta mesma
carga durante a 13 semana e, a sequir, ampliamos a carga semanalmente na proporgdo
de 15, 20, 25 e 30% respectivamente,

Conforme se verifica, neste conjunto de figuras, apenas a progressdc de 15% per-
mitiv avangar a carga orgdnica sem provocar acumilo exagerado de acides volateis,
atingindo-se a 12% sgmana can reator estabilizado, apesar de ainda estarnmos em ple—
no prograna de mmento de carga, que foi concluldo na 142 semana,

J& a progressdo de 20% (Figura 4), nos forcou a retroceder a carga na 63 samana,
por termos cbtido, =20 final da 5% semana, valor didrio de concentracdo de acidos.
superior a 1500ppm. Esta medida de precaugdo, permitiu progredirmos a carge confor-
me estabelecido até o final, tendo se estabilizado o reator gquando atingimos a 162
sSemanag.

As progressoes de 25 e 30% chrigaram a tomar medidas mais freguentes, a £im de se
evitar a falha dos reatores, ndo sendo, portanto, partidas aconselhiveis, salvo ha-
ja informacdo analitica adequada, do processc bioldgico em andamento. Nestes -casos
as concentracdes de acidos se mantiveram senpre muito elevadas, cbtendo-se estabi-
lidade quando se atingiu a 14% cu 152 semana de operagdo.

Camo se v8, a nrogressdc menos acentuada de carga, apesar do modesto avango sema-
nal, nos levou rais rapidamente a uma condicdo de estabilidade, sendo que as de-
mais, em virtude da necessidade de retrocessos, naoc apresentam vantagens em termos
de tempo para se atingir condigZo estdvel e cperamn-se os reatores em constante si-
tuacdo de desequilibrio.

Aumento progressive da carga organica com aclimafanao previa - Nesta nova série de
ensaiocs, os reatores foram igualmente carregadcs cam uma mistura de lixe € lodo na
proporcio de 80:20 e na concentracdo de 0,32gSv/1. Imediatamente comegaram a ser
alimentados na carga 0,32g5V/1.dia,pexmanecendo nesta condigdc até que a concentra-—
¢do de Acidos volateis atmglsse niveis suficientemente baixos (da ordem de 200ppm) .

Apos este periodo inicicu-se a progress3o samanal de carga em 20, 25, 3¢ e 35%
(Figuras 7, 8, 9 e 10).

Todos os reatores atingiram a carga organica de 1,69g5V/1.dia sem que houvesse in—
dicios de falha durante a progressdo. Apenas o reator submetido a incrementos de
35% apresentou na Ultima semana, quando Ja operava na carga maxima pretendida, li-
geire indicio de aurento de acidos, tendo sido necessiric encerrar premsturamente
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este ensaio. No entanto, nao nos parece que teriamos a ocorréncia de problemas mais
sérios, tendo em vista gue J& operadvamos can carga constante.

Desta forma, esta nova técnica de partida nos parece extremamente segura e para a
progressao de 35%, atingiu-se carga final na 172 semana.Este intervalo de  terpo,
quando comparado aos valores obtidos para atingir a estabilidade nos ensaios ante-
riores, sem aclimatacdo, ndo & exageradamente supericr.

Resulfados obtidos com estenco bouino - Tendo em vista o crescente interesse na
instalacio de bicdigestores rurais, operardo can esterco bovino, decidimos incluir
na presente sequéncia alguns resultados em ue biodigestor indiano. A Figura 11

Figura 8 — Fator de producdo de gas (.), concentracao
de acidos voldteis (o) e carga organica em funcae do
tempc, quando se iniciou a operagao com 0,32g8v/1 e
ampiiou-se semanalmente a carga organica em 257 com
pericdo prévio de aclimatacdo
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Figura 9 - Fator de producdo de gds (.}, concentracdo de
icidos voldteis (o) e carga organica em funcao do tempo,
quando se iniciou a operacac com 0,32g5V/1 e ampliou-se
gemanalmente a carga organics em 307 com perlodo prévio
de aclimatacaoc
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indica o resultado da partida do biodigestor de 4,5m%, sequndo a técnica usual, ou
seja, introduzindo no volume de reagdo esterco diluide com agua, utilizando uma
parte de esterco para una de Agua, em termos de massa.

Camo se chserva, a concentragde de acidos voldteis na sequnda semana era proxima
de 6000ppm, motivo pelo qual nac precedemos ao inicic da alimentacdo, para o esta-
belecimento do processo continuo {alimentacic uma vez ao dia). Tendo havido uma ra-—
zofwvel redugdo de acidos no transcurso da 4% semana, iniciou-se a alimentacdo do
reator, usando 7,5Kg de esterco diluide en 7,58 de agua (10% de carga final deseja—
da). BEm se tratando de esterco bovino, material frequentemente empregado como ind—
culo para sistemas de biodigestao, propusemcs uma ampliacdo de carga de 20% por dia
até atingirmos a carga final de 2,2gSV/1.dia, apds 14 dias, quande entdo introdu-
ziamos no reator 75Kg de esterco diluido com 75% de agua, obtendo um tempo de resi-
dencia da ordem de 30 dias. Lamentavelmente n3o dispomos da medida do volume de
gas, mas & evidente que durante as primeiras semanas deve ter sido extremamente
baixa.

Figura 10 - Fator de produagdo de gas (.), Note-se que ac estabelecermos ©
concentracao de acidos voldteis {o) e carga processo continuo, a concentracac de
organica em fungdo do tempo, guando se ini- acidos estabilizou em valor proximo
clou a operagac com 0,32g5V/1 e ampliocu-se a 2000ppm, mantendo-se assim por 6
semanalmente a carga orgaaica em 35% com semanas, passando entdo a cair. Esta
periodoc prévic de aclimatacido condigdo, gue ja atribui certa ins-

tabilidade ao reator, € caracterisi-
tica do acimwlo do acide propidnico

L5 20 em virtude da exagerada elevacan de

g2 Lok ._'_l__,—f'" acidos volateis no inicio.
33 o Conclui-se, portanto, que a parti-
. Jos da tradicicnalmente empregada, MOS-
i s e 3 trou-se inadecuada e, Caso nac acom-
< F A NI T panhassenos a concentragac de acidos
{ r / 3z e iniciassemcs a alimentagho logo
Z Pl 1 2 apds O preenchimento do reator,prova-
w1000k Vi oz B velmente teriamos conduzidoo processo
5 L - afalha.Acrescente-se que a0 iniciar-
g 3 b3 nos a alimentacdo encontramos difi-
g 1 1l = culdades pela formagao de uma crosta
o T e s na superficie do liguido, o que for-
6 2 4 & 8 10 R 4 B 3 20 gou inclusive a interrupcac da  ope-

t (SEMANAS) ragéo.

Na Figura 12 indicamos, agora de

forma mais completa, uma altarnativa

& este procedimento. Agui partimos com o volume de reacac contendc apenas agua e

iniciamos a alimentagio do reator na carga final de 2,2g%V/1.dia, © que significa-

va, conforme ja indicado, alimentd-lo com 75Kg de esterco diluido com 758 de  aqua,
no terpo de regidéneia de 30 dias.

Como se nota, a cancentracdo de acidos volateis atingiu o valor de 1500prm na 5@
semana, baixando em seguida a valores perfeitamente aceitdvels a partir da 128 se-
mana. Como decorréncia cbservamos constancia no valor do pH, muito proximo de 7,0 e
sem a adicdc de nenhum alcali, © que confirma a estabilidade do sistema em reacao.

Assim, também o fator maximo de produgdo de gas foi atingido na 88 semana, Para
que melhor se avalie a eficiéncia da conversdo obtida, basta dizer gue este biodi-
gestor indiano produziu, no estado estacionirio, algo em torne de 282 gas/Rg de es—
terco, enquanto que um reator de laboratdrio agitado mecanicamente e com temperatu~
ra controlada em 35°C, operando em paralelo, produziu 324 gas/Kg esterco.

Trata-se, portanto, de um inicio de operacdo bem mais seguro do que o anterior e
perfeitamente recamendado para operagao na zona rural, onde logicamente ndo se pode
imaginar um acompanhamento analitico mais eveluido. Inclusive deve-se salientar que
nac fol cbservada a formagdo da crosta mencionada anteriormente, © que permitiu uma
melhora na operagao.
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Claro estd que esta proposta mereceria uma otimizagdo, cam seria o caso de um
_inicio de operagio com esterco mais dilufdo do que a proporcac 1:1 e um esquema se-
melhante ao0s anteriores am termos de ampliagao de carga. Entendemos, no entanto,
que a sistemdtica empregada j& € de valia imediata.

Esta técnica nos parece particularmente recomendada quando do uso de estercos de
porcos ou galinhas, onde existe © problema adicicnal do actmalo de amdnia. Neste
cas0, a partida cam mencres teores de material orginico permitiria uma melhor acli-
matacdo do sistema bacteriano.

Figura 11 - Concentracdo de dcidos voléteis em
fungdo do tempo durante a partida de biodiges-
tor indiano com esterco bovino diluido com agua
na proporgao 1i1
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INFORMACED TECNICO-CIENTIFICA SEM

Atividades da SBM em virologia

Bm 1976, durante o Congresso Brasileiro de Microbiologia, a SBM pramoveu reunido
de virclogistas brasileivos cam a finalidade de analisar a situagio na area e pro-
por medidas que permitissem a solugdo dos problemas existentes.

Sem cantar cam apoio financeiro de qualquer agéncia governamental, fol constitui-
da carissdo incumbida de levar adiante o desejo manisfetado pelos pougquissimos pro—
fissionais da area.

Diversas remides foram realizadas, com suporte administrativo e financeiro da
Sociedade. Adicionalmente, foi elaborado levantamento dos virologistes brasileiros,
identificados por instituigdo de origem e por linhas de trabalho.

A nivel interno, os esforgos resultaram, em 1977, na elaboragdo da proposta para
expansao da virologia, sob o titulo Programa Integrado de Virclogia.

Finalmente, em 1982, o texto fol aperfeicoade, com a coordenagio da SEM e patro-
cinic da PINEP. Passou a ser adotado como Programa Setorial de Virologia CNPg-FINEP
e foi aberta linha de crédito para financiamento de projetos.

Para atuar camo suporte das resclugoes da FINEP e (NPg, a SBM tamou as  seguintes
iniciativas: i. fortalecimento do grupe de especialistas que, nos Gltimos 10 anos,
vén lutando para consolidar programa para expansdo da virologia; ii. organizagio de
Encontros Nacicnais de Virclogia; e iii. difusao da filosofia do PS5V CNPQ/FINEP e
da atuacdo efetiva dos nlcleos dedicados & P&h, formacdo e treinamento de recurscs
humanos e prestacdo de servigos técnicos.

Das iniciativas, resultaram os seguintes fatos concretos, desencadeados sob a
coordenagac da SEM:

"a. Encontros Macicnais de Virologia {ENV) - A realizagio de encontros de profissio-
naig, a nivel naciocnal, fol concebida com a finalidade de fomentar o desenvolvimen—
to da virologia, através de: i. discussio de temas relevantes & wvirologia, como
disciplina do conhecimento cientifico e campo de aplicagdc tecnoldgica; ii. conhe—
cimento reciproco de atividades e projetos correntes; iii. diagndstico e proposigac
de medidas para o progresse da  avea; iv. discussdo sobre o andamento do PSV
APg-FINEP; e V. © papel da SBM no desenvolvimento da virologia., O I9 ENV reali-
zau~se nos dias 28 de novembro a 1 de dezembro de 1983 e o TI9 ENV, nos dias 9 a 13
de novarbre de 1984, ambos en S3¢ Lourenco. O ITI® ENV devera ocorrer em 1986.

b. Pesquisa e desenvolvimento em rotavirus de humanos — As diretrizes basicas for—
miladas para articulacao de profissionais em projeto nacional de P8D foram absorvi-
das pelo PSV e adotadas para convocagio, diretamente pela FINEP e (NPg, de grupos
con potencial para elaboragdo de projetos. VArios grupos foram financiados.

c. Pesquisa e desenvolvimento em biclogia de virus de plantas - Apds extensa ativi-
dade, conduzida pela SEM, fol consolidada proposta para acio integrada na area, en—
volvendo 5 instituicBes. O projeto foi submetido ac PSV (MNPg-FINEP, em novembro de
1983, receben recursos e encontra-se em fase de implantagdo,

d. Atividade antiviral em plantas brasileiras - Projeto elaboradc por especialistas
de 3 instituigdes, foi submetido, pela 5BM, ac QRg-FINEP. Constitui modelo inova-
dor, em integracdo.

e. Cocperagao bilateral Brasil-Argentina - especialistas brasileiros estio mantendo
cantatos com virclogistas argentinos para estasbelecimento de programas bilaterias
de cooperagao, sobre os seguintes temas: i, rotavirus de bovinos; ii. virus respi-
ratorios; iii. hepatite; e iv. interferon., FINFP, (NPg e Itamsraty foram c<ientifi-
cados do assunto.

£. Pr&mio Paulo de Gdes - Convénio assinado com para, criagdo de prémio destinado a
estimiar maior criatividade na geracgdo de projetos de pesquisa e desenvolvimento
em virologia. Devera ser conduzido por virclogistas do IM-UFRJ.

Rev. Microbiol., S&o Paulo, 17{(2):173-182, abr./Jun. 1986.
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Bononi, V.L.R. & Rodrigues, B.M. - Cogumelos comestiveis. S3o Pauwlo, Instituto de
Botanica, 16p. ilustr., folheto n? 16, 1983.

Bste folheto que leva o n® 16 & mais uwma publicacdc do Instituto de Botfnica.
Pouco a pouco, val se introduzindo no Brasil, a micofagia, isto €, o habito de se
ingerir cogumelos. Assim sendo, seus autores, através de informacdes campactadas e
ilustradas com desenhos caricatos, propdem—se a divulgar a possibilidade do cultivo
de cogurelos. Ressalvam, porém, gque a obtengao em escala econdmica requer cuidados
especiais nfo incluidos na publicagio e descritos na reduzida bibliografia (3
cbras) indicada. ApOs tecerem carentarios de ordem geral, descrevem, sucintamente,
o cultive de Pleurofus ostreatus e de Agardicus campestndis, duas espécies
comestiveis utilizadas no Brasil (a primeira de ocorréncia natural e a segqunda
importada para © nosso weio).

Acreditamos que, can a experiéncia dos autores, este folheto poderia ter sido
enfocado de maneira mais objetiva, no que diz respeito as suas finalidades.

Apesar da ressalva apresentada ao cultivo em escala econfmica, nao foi fornecida
a opgao esperada, isto &, a possibilidade dJa obtengdo de cogumelos em escala
"doméstica", estimulada por algumas receitas culindrias descritas ao final., £
inciuido um glossério constituido de 6 termos onde se nota alguma confusfo: 1)
Aukoclavar - desinfetar..., 2) Pasteurizacdo - processo de esterilizacgo...

Adhemar Purchioc

Dept? de Micrcbiologia

Instituto de Ciéncias Biamedicas
usp

Ey. Prof. Lineu Prestes, 1374/2¢
05508 Sao Paulo SP

Cummins, G.B. & Hiratsuka, Y., — Illustrated genera of rust fumgi. Minnesota, St.
Paul, American Phytopathological Society, revised editiom, 152p., 1983.

Esta cbra & wma edicio revisada e ampliada de um manual do meswo titulo
originalmente publicado pelo primeiro autor de 1959 e editade pela Burgess
Publishing Company.

Destina-se primariamente a identificagdo de fungos causadores das doengas
comamente conhecidas por ferrugens (Basidicmicetos-Uredinales}. Como a edicgdo
antericr o manual reune mformagoes valiosas para estudantes, professores e
téonicos que militam na area da Im_cologla e fitopatologia incluindo nogtes
fundamentais sohbre os diversos estados esporiferos, suas variagdes, ciclos vitais e
aspectos morfoldgicos desse importante e camplexo grupo de fungos fitopatogénicos.
Reune chaves para separagdo em secgdes e classificagdo de génercs e contém farta
ilustracde com desenhos de 105 géneros reconhecidos de ferrugens, S3c comitidos
porém os génercs de ferrugens imperfeitas. Camo novidades traz ilustracdes scbre a
distribuicio de poros gemminativos dos uredinisporos, morfologia e ornamentagao
externa dos diferentes tipos de esporos. Esses conheclmentos s3o elucidativos e
bastante Gteis a todos aqueles que gueiram iniclar estudos em uredinologia.

A contribuigdo maior dessa reedicdo foi a énfase dada ao valor das estruturas es—
permogoniais, antes relegadas a um plano secundario, na taxonomia supra-gerérica de
Uredinales. As informagdes introduzidas nessa nova edicio sio o produto de um Arduo
e amplo trabaihe desenvolvido pelos autores scbre as variacdes morfoldgicas dos es-
permoginics e a sua importincia na taxonania das ferrugens, cujos resultados foram
publicados nas revistas Mycologia em 1965 e por Yratsuka & Yratsuka em Reports of
the Tottori Myocological Institute em 1980. Nesses estudos foram reconhecidos 6 gru-
pos & 12 tipos diferentes de espermogtnios de acordo com certos critérios como: po—
sicdo dos mesmos em relacdo aos tecidos do hospedeiro, aspectos morfollgicos ge-
rais, forma da camada himenial, presenga ou auséncia de estruturas limitantes dos
espermogonios, etc.

Trata-se de uma excelente cbra cientifica e de grande interesse pratico para uso
no laboratdrio, que permite, fregquentemente, identificacSes de géneros por compara-
gac simples de wma l&mina examinada a nivel de microscopia Otica, com as ilustra-
¢des fartamente contidas no manual.
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E uma obra que deve ser recamendada e que nfo pode faltar no acervo de qualquer
biblicteca ou latoratfrio especializado em micologia ou patologia vegetal, dada a
incontestavel importdncia das ferrugens camo patdgenos de plantas.

Mario Barreto Figueiredo

Instituto Biologico

Av. Conselheirc Rodrigues  Alves,
1252

Caixa Postal 7119

04014 Sao Paulo Sp

132 Conferéncia Bienal da Associacio Internacional de Pesquisa das Aguas, Rio de
Janeire, Brasil, 17 a 22 de agosto de 1986.

Durante a Conferéncia sera efetuada a Reunific do Grupc Técnico: Virologia da agua
@ outrus aspectos de salide publica da microbiclogia da agua.

Nesta reunifio participardo especialistas de rencme internacional gue apresentardo
trabalhos de alto nivel e interesse para o5 que trabalham em microbiolegia
ambiental.

Este topico interessard a todos os especialistas em bacterioclogia, parasitologia,
micologia, limmologia e epidemiologia relacicnados cam os aspectos de saide plblica
da dgua. Trabalhos nestes tdpicos podem ser apresentados oralmente ou na forma Qe
l!msterﬂ.

Maicres detalhes sobre as atividades deste grupo e proposta para a conferéncia do
Rio, incluindo informacdes para a selegio de trabalhos, podem ser cbtidos de: Dr.
W.O.K. Grabow, National Institute for Water Research, CSIR, P.0O. Box 395, Pretoria,
0001, Africa do Sul.

Taxa de inscrigio Ate 15.06.86 Apos 15.06.86
Membros da ARES ocu IAWPRC US$200 US$225
Nao-marbro Us$250 s$275

N&o deixe de participar. Se vocd tiver algum trabalho a apresentar, embora o
tempo  ja  terha sido esgotado, escreva urgentemente para o Dr. Grabow pois o mesmo
esta preccupado, uma vez que poucos microbiclogistas da América Latina estardc
apresentando trabalhos.

Maicres informacdes:

Petra S. Sanchez

CILAMA

Av. Prof. Frederico Hermann Jr., 345
05458 Sac Paulo SP

Encontre de Editores de Revistas Cientificas, $3c Paulo, 27 e 28 de novembro de
1985.

A Sociedade Brasileira de Microbiologia teve a satisfacdo de organizar o I Encon-
tro de Editores, realizado scb o patrocinio da FINEP/(NPy, em Sdo Lourenco, de 18 a
20 de marco de 1984, _

Em 1985, colaborou substancialmente com a FINEP, na crganizagdc do IT Encontro de
Editores, realizado em S&o Paulo, no Instituto de Ciéncias Biomédicas USP, em 27 e
28 de novembro.

Os dois encontros tiveram camo cbjetivos bésicos implementar a politica de publi-
cagdes cientificas e ¢ intercambio de informacdes entre as revictas cientificas,
apoladas pela FINEP e (NPg.
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Participaram do II Encontro as liderancas das diversas revistas cientificas e de-
mais interessados, num total de 60 pessoas.

Durante o IT Encontro foi criada a ABEC - Associagio Brasileira dos Editores
Cientificos, sob a presidéncia do Dr. Jos& A. Duarte.

Como resultado das discussdes durante ¢ Encontro, foi produzido documento final,
cam reconendacOes para a adequacdo das diversas- revistas cientificas publicadas com
o apoic da FINEP/CNPg, conforme seque:

Documento Final

A, Premissas

1. A politica de divulgacdo cientifica e tecnoldgica & parte integrante da poiitica
global de ciBneia e tecnologia do pals e, por consequéncia, o financiamento desta
atividade devera constar dos crcamentos e dos programas de Pesquisa e Desenvolvi-~
mento das agéncias financiadoras e de outras instituicles.

Para adequar OS recursos as reais necessidades do setor, seriam necessarios, no
mmmb, 2% dos recursos efetivamente ajocados 3 Pesquisa e Desenvolvimento pelas
agéncias financiadoras e pelas instituictes de pesguisa.

2. 0 pesquisador brasileiro deve ser conscientizado de sua responsabilidade na
publicagao ampla dos resultados de seu trabalho em revistas cientificas nacionais.
3. Os progressos da pesquisa cientifica e tecnoldgica do pals, estfo a exigir um
salto qualitative e gantitativo na informacdo cientifica e tecnoldgica,

4, Deve ser reconhecida a importincia das revistas cientificas como espelho da pro-
dugdo clentifica nacional.

B. Recomendagbes as agéncias financiadonas e orgdos pithficos

1. Que as agéncias financiadoras estudem mecanismos de pagamento de salarios as
equipes de editoracic cientifica, visando criar estruturas profissionais;

2. que o MEC destine recursos as bibliotecas universitarias para assinatura de re-
vistas cientificas nacicnais de beca qualidade;

3. que as agéncias coordenadoras do Programa Setorial de Publicacdes em Cléncla e
Tecnologia concedam - por tempo determinado - um adicional de 15% sobre o total de
recursos fornecidos a cada revista, para que a entidade responsavel pela publicagao
envie 200 exemplares a bibliotecas, entidades e grupos de sua area de especializa-
cao localizadas no Brasil e 100 exenplares para bibliotecas congéneres no aexterior.
Tais recursos adicionais destinam-se a cobrir os custos com manipulagio, embalagem
e postagem dos exenplarss. Os editores proporac as entidades a serem contempladas,

para referendo pela agéncia financiadora;

4, que haja pontualidade na liberag@o dos recursos pelos Orgaos financiadores. A
notificacde da aprovagac e valor do financiamento deve ser imediata, para fins de
planejamento;

5. que a avaliagdo de revistas cientificas da mesma &rea por parte das agencias fi-
nanciadoras seja feita em conjunto para melhor julgamento;

6. que as agéncias criem mecanismos de estimulo 3 publicacdo, em revistas cientifi-
cas nacionais, dos resultados dos projetos de pesquisa por elas financiados. Tal
estimilo deve ser exterdido & publicacdo de resurnce e/ou artigos baseados em teses
de pds—-graduagao;

7. que a FINEP estimule as peguenas & médias empresas naca.onals, por ela financia-
das, a veicular anincios de seus produios nas revistas cientificas nacionais;

8. que haja uma maior articulacdc entre as agéncias financiadoras.

C. Recomendacoes aos edifones

1. Que as revistas cientificas procurem ter wa abrangéncia nacional;

2. que sejan chedecidos certos padrdes editoriais minimos e normas técnicas, tais
camo:  titulos, legendas, resumos, palavras—chave em portugqués e inglés, bibliogra-
fias can dados campletos, ete.

3. que a APEC difunda as revistas cientificas nacionais em eventos como feiras de
livros, congresscs € reunides;

4, que haja intercimbic de antncios padronizados entre as revistas nacionais, bem
camo oan as congéneres do exterior. A ABEC deve estudar a criagdo de um "pool" de
publicidade;
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5. que os "referees" recebam os pareceres de outros "referees" guando da apreciagdo
de um mesmo trabalho;

6. que haja maior promocdo das revistas nacionais nos paises do terceiro mmndo,
particularmente nos paises de lingua portuguesa e espanhola;

7. que se organize a administracao das revistas e racionalize o trabalho de edito-
ragao, oom a progressiva profissionalizacac das equipes:

8. que as revistas publiguem o documento final do IT Encontro de Editores de Revis-
tas Cientificas,

D. Recomendacdes as agéncias ¢ aos editores

1. Bstimular a existéncia de pelo menos uma revista cientifica de bom nivel em cada
&rea do conhecimento:

2. maicr agressividade e profissionalizagdo na difusdo das revistas;

3. no processo de avaliagdo de pesquisadores, técnicos e professores devem ser con-
sideradas em pé de igualdade suas contribuigdes em revistas nacionais de bom nivel
e ém revistas internacionais;

4. a regularidade das publicacles € uma meta a ser atingida pelas revistas, para
amentar sua credibilidade e possibilitar sua indexacdo nos Orgdos nacionais e es—
trangeirocs;

5. para melhor adequacao do percentual financiado pelas agéncias, os orgamentos de—
vem passar a inciuir todos os custos, entre os quais a remneracao dos editores e
eqipes;

6. o3 alunos de graduacac e pos—graduacdo devem ser considerados como um piblico a
ser também atingido pela comunicacdo cientifica e tecnoldgica;

7. 0 I1 Encontro recamenda que seja constituida no prazo de 60 dias da data deste
Encontro uma comissdo composta de representantes das agncias financiadoras e da
Assoc:.agao Brasileira de Editores Clentlflcos, para elaborar um documento sobre po-
iitica de publicagdo técnico-cientifica no Brasil, a ser amplamente divulgado;

8. os participantes do IT Encontro apoiam ¢ projeto de mensalizacgio da Revista
“Ciencia Hoje".

Grandi, A.C., & Milanez, A.I. - Allomyces arbuscula um fungo interessante para aulas
praticas. Sao Paulo, Instituto de Botamica, 22p., ilustr., 1983.

Trata-se de waa publicagdo do Institute de Botdnica de S3o Paulo (1983) destinada
a professores e aluncos do segundo grau, ou mesmo, de universidades e que focaliza
de maneira pratica e objetiva o ciclo de vida da espécie Alfomyces arbuscufa.
Aliada 3 clareza e boa divisio da matéria exposta, encontra-se incluida wma amostra
do fungo, can um anc de validade, e que se destina a demonstragdo pratica de seus
diferentes aspectos morfoldgicos e fisiologicos.

S%0 descritas ainda técnicas de isolamento e de cultura deste microrganismo
cammente isclade de amostras de solo, bem como € apresentadn pequeno glossario
relativo aos termos empregados. Para dinamizar e ampliar as possibilidades
didaticas da publicacio, seus autores fazem sugestOes de novos experimentos,
considerando os diferentes fatores abioticos do ecossistema em que vive o fungo.

Pela leitura minuciosa do texto, nota-se que o piblice alvo & o inerente ao curso
secundério, através da forma e conteldo da matéria exposta. Mas, esta mesma forma e
conteldo sdo igualmente estimulantes ac plblice universitario quer seja como
exemplo de sistematizacdo de montagem de aulas e demonstragdes praticas ou por
tratar-se de recursc didético de valia para integrar elenco de medidas pertinentes
a0 estabelecinento de programa sistematizado para melhoria do ensino da micologia,
no territdrio brasileiro.

Adhemar Purchio

Dept? de Microbioleogia

Instituto de Ciéncias Bicwédicas
Usp

Av. Prof. Lineu Prestes, 1374/29
05508 Sao Paulo SP
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Kfhler, H.; Urbain, J. & Cazenave, P.A., eds. — Idiotipy in biology and medicine.
New York, Academic Press, 445p., 1984,

Este livro constitui-se um excelente apanhado do conhecimento atual sobre idioti-
pila e suas repercusstes em imunolicgia e biclogia de uma maneira geral.

Desde a descricao dos idictipos, independentemente por Qudin e Xunkel, no inicic
da década de 60, houve grande impulsc no interesse desta matéria cam os primeiros
experimentos de manipulagao idictipica que possibilitaram a elaboragio da teoria da
rede idiotipica por Jerne na década de 70. O livro & editado pelos aluncs destes
mestres que levaram o camplexo estudo da idiotipia ao estagio atual e condensa com
grande propriedade o conhecimento nesta area no ano’sm que lhe foi atribuido o pré-
mioc Nobel de Medicina, na pessoa de Jerne.

O livro tem trés secgOes: na primeira secg8o sfo abordados os conceitos originais
de manipulagdo idiotipica. S8o ai revistos os dados importantes para o conceito de
rede idiotipica. A presenca de idictipos em imunoglobulinas, CElulas T e outros
camponentes celulares € analisada. A rede idiotipica € demonstrada por experimentos

- de immizagdo sequencial, as interacdes e as restrigdes idiotipicas e o controle da
resposta imune pelos idiotipos requladores. C original conceito de idiotipia e ime-
gem interns & aprofundado pelo grupo de Urbain. A secgdo termina com uma interes—
sante visdo tedrica das repercussdes destas descobertas em que o primeirc autor & o
professor Nelson Vaz.

A segurda secgdo € centrada na funcBo dos idiotipos e antidiotipos na regulagio
da resposta immne, Os sistemas mais classicos e melhor estudados al estdoc represen-
tados cano o sistema ARS de Niscnoff e o sistema PC de Kbhler que possgibilita ¢ es—
tude das internactes de idiotipos em células T e imunoglohulinas.

Sac em seguida discutidos os efeitos do idiotipo antidicotipo e antigenc na matu-—
ragio do repertorio da célula B e na expressdo idiotipica.

Ainda nesta secgac, sao apresentados dois exemplos de manipulacdo da expressio
idiotipica no adulto. En um deles, o grupo de Sachs aborda o interesse crescente de
idiotipos em transplante de org@ios, resposta contra antigenos do Camplexo Maior de
Histocompatibilidade e Transplantes.

No outro, Winkler e Urbain apresentam dados em que, apds manipulagdo da resposta,
eles conseguenm a expressao de um idiotipo desejado e rostram assim que o rspertdrio
idiotipico potencial € mais ou menos o mesmwo dentro da mesma espécie.

Na 32 secgdo o tema idiotipo-antidictipo é retirada do contextn. immolégico e
discutido camo um principio mais amplo na manipulacac de sistemas bioldgicos. De
especial interesse nesta area estd a demonstracio que antidiotipos reagem com  re-
ceptores celulares irnclusive mimetisando a acdo dos idiotipos.

Ja se tornaram classicos nesta &rea os experimentos cam hcrmdnios, anti-hommdnios
{idictipos) e antidictipos, reagindo com o receptor especifico do hormdnio. O mesmo
se passa com neurctransmissoras, mas também em sistemas virus/receptor celular. De—
correntes destas cbservacles, trés assuntos recebem um grande impulso e s3o discu-
tidos no livro: a abordagem imunoterapica de deficiéncias hormonais, com a utiliza—
cé&o de anticorpos antidiotipicos; a possibilidade de imunizacdo, usando-se anticor—
pos antidiotipicos; a explicacio de algumes doencas autoimmes, oomo no case da
miastenia gravis, em que se encontram anticorpos antidiotipicos que podem estar re-
gulando a severidade da doenca.

Kunkel termina o livro dando sua visdo sobre os anticorpes antidiotipicos humanos
e seu papel na fisiclogia normal e patdlogica.

Resumindo, o livro & wna obra importante para immologistas e outros pesquisado-
res da area biomédica que queiram conhecer a rede idiotipica e suas relagdes. O li-
vro aborda aspectos fundamentais, modelos experimentais e suas aplicagdes.

Jorge Kalil

Laboratdrio de Imunogenética Humana
Faculdade de Medicina USP

Av. Dr. Amaldo, 455/3%

01246 Sao Paulo SP
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Intercisncia, 6{1):1-64, 1981.

Intercieéncia, € uma revista scbre politica de ciéncia e tecnologia e artigos de
revisao cientifica.

A publicacdo conta com secdes de noticias como reunifes clentificas, convénios,
cursos, excursoes técnicas e notas sobre cientistas em destague e parte da revista
trata de critica de livros técnicos sobre ciéncia e tecnologia,

Finalmente, algumas piadas, relacionadas com a tecnologia procuram deixar a
publicago mais leve e as instrucles aos avtores sdc dadas na Gltima pagina.

Os interessados am publicar nessa revista, devem escrever artigos dirigidos a au-
diéncia nfc especializada da 2mérica, em especial América Latina. Principais assun—
tos: alimentos e nutricdo, energia, problemas demograficos e de sabde, terras ari-
das e bosques tropicais, ecclogia e problemas do meio ambiente, politica clentifi-
ca, transferéncia de tecnologia, recursos renovivels & nao rerovaveils, educagzo
cientifica, hidrologia e ciéncia do mar.

0 autor deve ainda, mandar o curriculum resumido (at@ 6 linhas) e sugerir nomes
ao qual seu trabalho serd submetido para apreciacaoc.

0O Brasil (SBPC), o Canadd (SCITEX), a Coldmbia (ACAC), a Jamaica {The Jamaican
Society of Scientists and Technologists), o México (Conacyt), os Estados Unidos
{AAAS), a Venezuela (ASO VAC) e a Costa Rica {CONICIT}, participam do corpo edito-
rial da revista.

No namerc examinado, os artigos sao escritos em portugués e espanhol, com  resumo
em inglés. O texto em portuguds e espanhol & dispensavel, uma vez da semelhanca das
linguas.

£ possivel assinar a revista pagando em cruzados a/c Deise Bergen, Caixa Postal
14564, 22510 Rio de Janeiroc RJ.

E lamentdvel que a revista enviada para andlise seja antiga (1981, vol. 6, n® 1}.

Vera Lixcia R. Bononi
Instituto de Botanica
Caixa Postal 4005
4100¢ Sao Paulo SP

Losick, R. & Shapiro, L. — Microbial development. New York, Cold Spring Harbor
Laboratories, 303p., 1984. US$33.60.

Esta monografia € uma coletdnea de textos escritos por diferentes autores, basea—
da na Conferencia sobre Desenvolvimento Microbiano, realizada no Cold Spring Harbor
Labocratory, na Ermavera de 1983, O principal obietivo do livro é dar uma visio in-
t@grada @os fenCmenos relacionados com a diferenciacio celular, cam a comunicacac
celula~-célula e com a morfogénesis, empregando diferentes modelos experimentais em
microrganismos. C livro aborda os seguintes tdpicos: regulagao da diferenciacic ce-
lular em Caufobacter crescentus; morfogénesis e Eschenichia cofi: formacio de en—
dosporos  em Bacdllus; diferenciacio morfoldgica e fisicldgica em Stheplomyces; me—
canismos—éie adptacao senscorial neo crescimento superficial; feromonas sexuais e a
transferencia de plasmideos em Strepfococeus 4aecalis; vias do deserwolvimenio em
leveduras; regulagdo do desenvolvimento multicelular em Myxobactfernia; desenvolvi-
mento do Dictyosiedium discoddeum; quemotaxia, adesdo célula-célula e expressio gé-
nica; padrao de formacao em Diclyestelium ; genética do desenvolvimento da simbiose
Rhizobium/lequminosa.

O livro prove uma excelente yevisdo das pesquisas realizadas no campo do  desen-
volvimento microbiano, reunindo em um (nico texto, os dados que de outra maneira
estariam esparsos na literatura especiaglizada. O livro € importante para aqueles
que trabalham em fisiologia e genética de microrganismos, nfo sd porque aborda o
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conhecimento ja adquirido na expressac génica dos processos de deserwolvimento, co-
me gponta 0$ aspectos ainda ndo esclarecides dos eventos moleculares envolvidos na
diferenciacio e commicacao celulares.

Glaci T. Zancan

Dept® de Biogquimica UFPR
Caiwva Postal 939

80000 Curitiba PR

PID-Microbiologia Regiao Sul

O Programa Institucional de Desenvolvimento da Microbiologia (PID-Microbiclogia)
foi criade pela SEM com a finalidade de prawover a articulac3o regional de micro-
biclogistas e indicar grupos de profissionais e instituicBes de pescguisa e  desen—
volvimento, a serem preferencialmente apoiados por agéncias de financiamento.

Em 1983, a FINEP aprovou a abertura de linha de crédito para implantacio de pro-
jetos especificos.

O PID-Sul fol o primeiro projeto a ser implantado, abrangendo os Estados do Para-
nd, Santa Catarina e Rio Grande do Sul.

O projeto foi idealizado com base em dois aspectos fundamentais: delineawento da
oferta, real e potencial, de C4T existente na regifio estudada; e identificacio da
demanda de C&T por instituigdes governamentais e pelo setor privado.

#oi elsborado questionario para delineamento da oferta que, wma vez respondido
pelos especialistas consultades, possibilitaria obter informacdes sobre as arivida-
des de pesquisa e desenvolvimento em andamento e as atividades que, na opinido pes—
soal dos microbiclogistas consultados, deveriam ser financiadss e institucicnalmen—
te apoiadas pelas agéncias.

O guestionario foi enviado para 500 microbiologistas e instituigdes, sediados na
Regido Sul do Pais.

No total foram respondidos 73 guestiondrios. Este nimero, nc entento, ndo pode
ser considerado representativo para delineamento do perfil regional de profissic-
nais atuantes em microbiclogia.

Mesmo asgim, os resultados foram tratados e somedos & demanda, identificada por
trabalho interno efetuado pela SBM., -

Documento foi enviade 4 FINEP contendo todas as informacles a respeits da implian-
tagdo do PID-Sul e manifestacdo da SRM. Houve desinteresse de profissionais € ins-
tifuicdes para manifestarem-se, deixando assim de fornecer subsidios gque pudessen
sexrvir na orientagao e indicacdc das linhas de trabalho, a serem apoiadas e finan-
ciadas pela FINEP.

Tendo em vista os resultados insatisfatdrios do PID-Sul, a PINEP decidiu encerrar
o PID>-Microbiologia, por sugestfio da propria SBM.

A SBM agradece a participacdo dos proflsszonals que contribviram para a mplanta—-
cdo do PID-Sul e lamenta que a experiéncia nfo tivesse resuitade em wma agdo de
efetiva intervencdo da cammnidade em sua maicr representatividade.

Jodo Salvador Furtado

Vice Presidente da SBM

Av. Prof. Lineu Prestes, 1374
Cidade Universitaria USP
05508 S&o Paulc SP

IV Encontro Nacional de Micotoxinas. Sao Paulo, Instituto Adolfo Lutz, 12 a 14 de
maio de 1986.

Os Encontros Nacionais de Micotoxinas, fazem parte do Programa Nacional de
Monitoracde e Controle de Micotoxinas - PMC-Micotoxinas, programa da Sociedade
Brasileira de Microbiologia, que tem como cbjetivos principais: proteger a saude
huwana & animal, conscientizando as auvtoridades competentes; garantir que os
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produtos oferecidos & exportacfic ndo sejam rejeitados pelos paises importadores;
promover um sistema de esclarecimento, educacio e treinamento a diversos niveis de:
agricultor, processador, revendedor e consumidor.

0 programa do IV Encontro Nacional de Micotoxinas, versou sobre os sequintes
wopicos: Métodos analiticos de micotoxinas; métodos de analise de micotoxinas;
condicles técnicas e cientificas para um laboratorio credenciado; legislacio de
micotoxinas e politica de atuagdo governamental e diretrizes do Programa Nacional
de Micotoxinas.

Leila Vasconcellos

Scciedade Brasileira de Microbiolo-
gia

Av. Prof. Lineu Prestes, 1374
Cidade Universitaria USP

05508 S&0 Paulo SP

Silbhavy, T.J.; Berman, M.L. & Enquist, L.W. — ExXperiments with gene fusions. New
York, Cold Spring Harbor Laboratory, 303p., 1984. US$ 48.00.

Trata-se de um manual de laboratorio, descrevendo experimentos scbre fusdo de ge-
nes, elementos de transposicdo e métodos de IMA recombinante em Eschendchin cofi. O
manual que tem sua origem no Curso Avancade de Genética Bacteriana ministrado pelo
Cold Spring Harbor Laboratory, no periodo de 1981 a 1983, & constituido de uma par-
te introdutdria, uma experimental e uma de procedimentos, além dos apéndices.

Na se¢do experimental sdo descritos 14 experimentos sobre fusdc de genes, sendo
as etapas de execugdo, relacionadas a cada dia. Cada experimento & precedido por
wa revisac atualizada Go assunto, abordando pontos importantes para a corpreensdo
do experimento. As informagles sao claras, mas exigem do leitor o conhecimento ba—
sico do assunto,

Na segac de procedimentos sic apresentados 54 técnicas onde s80 descritos os mé—
todos basicos de genética de bactérias e de fagos, de preparacdo e transferéncia de
DNA e de bioquimica de DNA e proteinas.

No final da maioria dos procedimentos sac colocadas observagces que orientam o
leitor para aspectos importantes do procedimento. Nestas observagbes, incluem-se
cuidados com certos produtos. £ ¢ caso do Procedimento 21, que trata de utilizacao
da nitroscguanidina como agente indutor de mutacgles. Os autores lembram que a ni-
trosoquanidina € um potente agente mutagénico, recomendendo muitc cuidado no seu
manuseio. Chamam ainda atencdo, para que se faga a neutralizacdo da nitrosoguanidi-
na em condicdes acidas e ndo em condicles alcalinas, como tem sido coammente feito.
Explicam que a inativacdo da nitrosoguanidina em condicdc dcida produz acido nitro-
56, UM agente mitagénico fraco & ndo volatil, ac passo que a inativacdo em condicdo
alcalina leva a formagao do diazometano, cque & un potente agente mutagénico vola-
til.

A segao de apendices & extensa, abordando 16 tdpicos como composigap dos meios de
cultura e solugbes padrbes, crescimento e conservacac de tschendlchia coli e fago
l3mbda, veiculos de clonagem, requlons, etc.

A citagdo bibliografica & extensa, pertinente e atualizada, incluindo varios tra-
balhes de 1984, ano de publicacao do manual.

O manual possul ainda uma relacdo das estirpes bacterianas e bacteridfagos com a
caracterizagio genotipica e um index € de grande utilidade para a loccalizagio dos
assuntos.

Frobora o manual seja apresentado em encadernacae com garras, ele & resistente ao
manuselo constante, em razic da qualidade apropriada do papel. A apresentagao grae
fica & muito bea.

A leitura atenta do manual revela a existéncia de alguns erros de menor importin—
cia que poderiam ter sido evitados por uma revisdc grafica mais rigorosa. Cono
exemplo citam-se: Pagina xiii..."Searatie marcesens” ao invés de "Sernafia marces-
cens™; pagina 14... Day 2...{see procedure 13, p.79) ac invés de (see procedwre 13,
p-113); pagina 23...(see appendix J, p.263) ao irwés de (see appendix J, ».253);
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pagina 139...Notes ...§29 ... "increase the incubation at 509C in step 4 of Day 2
to 60 min.", sendo que na “step 4 of day 2" consta a mesma informacdo "Heak at 500C
for 60 min.". Estes pequencs erros nido prejudicam a qualidade do manual e poderiam
ser corrigidos pela publicacic de uma errata.

0 alto padréo de qualidade das publicagSes do Cold Spring Harbor Labcratory & re—
fletido novamente neste manual. Ele se adiciona 3 bem swedida serie de mamais,
iniciada em 1972 com o de J.H. Miller (Experiments in molecular geretics) .

Em resumo, o manual estd muito bem escrito, apresentandc os diferentes topicos de
forma clara. Pode servir como referdncia em laboratdrios interessados no desenvol-
vimento de trabalhos com DNA recambinante,

Walter Vieira Cuimaries

Dept? de Biologia Geral
Universidade Federal de Vicosa
36570 Vigosa MG

Visita do Professor James M. Trappe, através do LAPP — Latin American Professorship
Program

O Instituto de Botanica receberd, nos meses de julho e agosto de 1986, o Dr. Ja-
mes M. Trappe, da U.5. Departament of Agriculture Forest Service, Corvallis, Qre-—
gon, USA, gue ministrard cursc sohre Ecto e Endo-micorrizas e oferecerd assessoria
cientifica acs projetos da &rea.

S&o previstas quinze vagas para o curso, que receber:d interessados de todo o Bra—
sil, desde que: tenham bom corhecimentos da lingua inglesa e estejam desenvoiverdo
projetos especificos da &rea. Maiores informages poderdo ser obtidas com Dra. Vera
Licia Ramos Bononi, no Instituto de Botdnica, fone: 275-3322, Ramais 13, 17 cu 71.

A vinda do Prof. Trappe foi patrocinada pelo IAPP — Latin American Professorship
Program, da American Society for Microbiology. © programa, no Brasil, & representa—
do pela Sociedade Brasileira de Microbiologia, que fornece informacdes e formila-
rios aos interessados. Diversas propostas estio sendo encaminhadas ao Dr. Jorge
Guerrero, wembro do Camité do LAPP, que cuida dos projetos da ASM para O Brasil.

Rosely Ana Piccolo Grandi
Instituto de Botfnica
Caixa Postal 4005

01000 S&3c Paulo SP
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PrRODUCAC DE BIOGAS A PARTIR DE RESIDUOS ORGANICOS

De 6 a 17 de dezembro de 1982, a SBM - Sociedade Brasileirz de Microbiologia e o
CLAMA - Comité Latino Americano de Microbiologia Ambiental realizaram o I Simposio
Latincemericano de Producdo de Biogas. Durante o evento, foram apresentadas confe-
rencias e comunicagbes a respeito de programas mantidos por agencias governamentais
e empresas atuantes na area de energia.

Com as dificuldades encontradas para editar textos, relativos as apresentacdes
durante o evento, a SBM iniciou a divulgacdo de informacles formecidas pelos auto-
res, através da Revista de Microbiologia. :

Os artigos nao foram submetidos a revisdo editorial, na forma adotada .para as
contribuigoes regularmente submetidas para publicacdo na Revista. Por razoes opera—
cionals, as matrizes ndo foram revistas pelos respectivos autores. Consequentemen-—
te, 2 editoracac da Revista de Microbiologia antecipa o pedido de desculpas aos au-
tores, pelos erros que vierem a ser introduzides, inadvertidamente.

CONSTRUCAC DE BIODIGESTORES E ADAPTACAD DE EQUIPAMENTOS PARA USO COM BIOGAS

Paulo Penido Filho

Empresa Brasileira de Biodigestores Ltda. EMBRARI
Rua Sao Paulo, 401 sala 105
30000 Belo Horizonte MG, Brasil

Antes de entrar na parte ds construcdo dos biodigestores, gostaria de tecer al-
guns camentarios sobre a utilizacZo dos residucs como comiustiveis. O sistema de
produgdo’ de gas e de fertilizante através dos biodigestores & conhecide desde o
infcio do século, pordm o seu uso, foi muito restrito, devido ao desconhecimento
técnice scbre o assunto.

A partir da década de 1930 os estudos se ampliaram, iniciando-se a formacic e
produgdo a céu aberto de adubos biodigeridos, sem o aproveitamento dos gases produ—
zidos.

2 transfommaco dos materiais orgdnicos em adubo, através de decomposicdo aercbi-
ca era feita em cubas abertas de alvenaria chamada Becari.

Apds o final da década de 1930 a India camecou os trabalhos no sentido de fomen—
tar esta nova fonte energética, inspirada nos trabalhos iniciados na Alemanha.

No Brasil, os estudos para implantacfo dos biodigestores foram iniciados de me~
neira decisiva em 1976, cae a criacdo do Programa Nacional de Biogas.

Em termos gerais o sistema de bicdigestores pode ser considerado cano a alterna-
tiva energética de maior valor econdmico existente, principalmente para os paises
subdesenvolvidos ot em desenvolvimento, uma vez que a matéria prima utilizada &
aquela considerada descartivel e sem valor.

A producdo de biogds através dos biodigestores, sem diivida alguma tem grande
aplicagao no campo pratico e, se famentada, trard vantagens para o Brasil, tanto no
campo técnico camo no socio-econdmico.

As principais vantagens dos biodigestores no setor sdcic-econdmice sdo: a.  auxi-
liar no saneamento bésico pela eliminacdo da maioria dos germes patogénicos trans-—
missores de doengas animais e himanas; b, melhorar a produtividade das culturas pe~
la utilizagdo do biofertilizante; . reduzir o risco de dosncas nas culturas peleos
mesmos fatores de eliminacdo de germes e virus patogénicos; d. reduzir a prolifera-
gao de ervas daninhas pela eliminacdo das sementes destas plantas; e. evitar o des—
matamento pela diminuicdo da necessidade de produgio de energia pela queima de le-
nha; £. Criar novos empregos sejam na drea de construgdo camo na de manutencdo de
equipamentos; g. fomentar o crescimento da renda interna uma vez liquidado o inves—
timento bisico (menos de 1 ano) com a abtengdo de energia e fertilizante a baixis—
simo custo; h. aurentar o conforto do produtor rural pela utilizacdo de equipamentos

Rev. Microbiol., Sao Paulo, 17(2):183-187, Abr./Jun. 1986.
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dcmesta.cos ‘modernos movidos diretamente a biogds ou através da sua transforma-
G20 em energia elétrica; i. economia de divisas pela substituicdo de irmportagio de
petroleo e derivados; j. diminuir parasitoses humanas pela eliminacao de ovos e
larvas no bicdigestor.

No campc técnico as vantagens dos biodigestores sac: a, matéria prima do biogas &
camm no meio rural, quase sempre nio utilizada; b. a producdc de biofertilizante
considerado oo © tipo ideal para nossa producdo agricola; c. vidvel a qualquer
tamanho considerando a necessidade da propriedade rural; d. matéria prima sbundante
e inesgotavel; e. smapllcz_dade do sistema ndo necessitando de téonica especial; f.
alta sequranga - produgdo de gas a baixa pressao; g. manutencao - desnecessiria; h.
alta durabilidade - vida Util minima de 50 anos; i. facilidade de utilizacio —
usando materiais simples e baratos; j. funcionamento continuo — sem necessidade e
tecnologia especial.

£ importante salientar que o potencial energético brasileiro relativo acs biodi-
gestores é de considerdvel dimensao.

Se consideramos que todos os residuos agricolas e pecudrios aproveitiveis e o
lizo urbano fossem utilizados camc matéria prima nos biodigestores, teriamos a se-
guinte producdo de gas:

Tipo de residuo cu dejeto Byuivaléncia em ton. petrSlec
Pecudria 19 x 10°
Agricultura 21 x 10°
Lixo urbano 8 x 10°
Total 48 x 10°

Esta produgic € quase 5 lcinco) vezes a atual produgdo brasileira de petrdleo.
Além desta produgdo de gas combustivel os biodigestores produziram 2,2 bilhdes de
toneladas de biofertilizante, o que representa o seguinte:

Nitrogé&nio 40 milhdes de toneladas
Fosforo 44 milhdes de toneladas
Potassio 27 milhSes de toneladas
Total 111 milhdes de toneladas

Este valores, atualmente perdidos, representam 36,3 vezes o consumo brasileiro de
fertilizantes, sende que ¢ Brasil atualmente produz scmente 50% do consumo, impor—
tando o restante.

A titulo ilustrativo, em 1378, o Bras:.l dispendeu cerca de 600 milhdes de dblares
oo a importincia de fartillzante o que vale afirmar que, além de reduzir a :.mpor—
tagdo de petrdleo, a canstrugdo de bicdigestores devera reduzir a importacic dJe
fertilizantes.

£ claro que o aproveltamento total dos residuos tanto no campo agr:.cola CUme  pee
cudrio seria uma utopla, porém, o potencial efetivemente explorivel & bastante re-
presentativo e ndo pode deixar de sexr considerado.

Outro fator importante que deve ser salientado, € gque hoje existe no Brasil mais
de 5 milhSes de propriedades rurais, sendo que somente 5% possuem eletr:u_lcagao, o]
gque coloca a opgao "biodigestor" usado como ensrgia alternativa, wum meio ficil para
que os proprietirios rurais possam desfrutar do mesmo conforto que o homan da cida-

E importante salientar gque diversos paises possuem e:e;pemen@a no campo dasta no-
va fonte de enexgia e os resultados dos programas est3o superando as previsdes mais
otimistas,

Entre cs paises que estao fomentado a implantagdc de bicdigestores pode-se  cltar
a India, que em 1974 ja possuia 9.000 biodigestores instalados, e ats 1985 deverao
ser instalados cerca de 180.000 biodigestores e, a China, que em 1973 33 possuia
30.000 biodigestores instalados passando a cerca de 200.000 unidades em 1974 e
5.800,000 em 1978, com metas prioritdrias do governo daquele pais de instalar, até
1985, cevca de 70.000.000 de biodigestores.

No Brasil, além do ba:n_xo risco de ampliacdo de um programa  para instalacdo de
bs.odlgestores, devido a e}qaarz_e.ncz.a em outros paises, € importante dizer _Gue nosso
pais & um dos poucos do mndo que reime simultaneamente os principais pré-requisi-
tos para a mplantac;ao de bicdigestores em grande escala.

Entre estes pré-requisitos podemos citar: grande extensdo rural; grande potencial
agricola; grande potencial pecudrico; clima quente;  sol ‘abundante, temweratura
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elevada no inverno; poucas variagdes de tem temperatura durante o dia,

Camo foi mencionado anteriormente, através dos bicdigestores podemos obter o bio-
gés, e os biofertilizantes.

O biogas, gragas ao seu alto poder calorifico 6.5300Keal/m* possui cerca de 60% de
retanc (CHy) 40% de gas carbono (C0p) e tragos de hidrogénio, nitrogénio e gas sul-
fidrico e substitul perfeitamente outros combustiveis, sendo usado para: cozirhar -
utilizado em fogBes; secar grios — utilizado em queimadores; aguecer agua para ba-
nho {utilizado em aguecedor de gas); alimentar incubadeiras; acionar geladeiras mo—
vidas a géas; aguecer ferro de passar roupa {a gas); alimentar moto-bavbas e mo-
to-geradores; alimentar motores estacicnarios (utilizado em capineiras, moinhos
ete) ; alimentar motores dos auto-veiculos.

Ouanto a utilizacdo do bicgis em motores estaciondrios, gostaria de salientar o
pioneirismo da EMBRABI (Empresa Brasileira de Biodigestores), que projetou e fabri-
con o maior moto-gerador ja existente, alimentado 100% a biogas.

Atualmente Ja existe varias unidades em funcicnamento, entre elas posso citar as
fornecidas a EMBRAPA, para os centros de Sete Lagoas e de Belén do Pava.

Tais unidades tém uma poténcia de 30.000 watts sendc o seu consumo especifico de
0,5m® /h para cada KW fornecido.

(uanto ac fator seguranga, o biogas proveniente dos biodigestores, apresentam um
menor risco do que o gés convencional, pois € utilizade scb baixa pressao (variando
de 15 a 30cm "c.a") e as recamendacles normais de uso sdo simples e igualmente se-
Juros.

Pare se ter uma idéia de potencialidade do biogds, podemos dizer que 1m’ deste
gds & equivalente a: 0,62 litros de gasolina; 0,58 litros de quercsene; 0,56 litros
de Sleo diesel; 1,1 litros de dlccol etilico; 1,4 litros de dlcool metilico; 0,42kg
de GLP; 0,48kg de Sleo cambustivel; 2,54kg de lenha (10% unidadej; 3,4kg xisto; 6,9
KWH transformacio dirveta; 1,7KWH através de grupo gerador; 1,5kg de carvao vegetal.

Podamos dizer que o consumo médio de bicgds quando em equipamentos funcionando
100% a biogas & relativamente pequeno, o que faz com gue & opgac biodigestor, prine
cipalmente para o proprietdrio rural carente de energia elétrica seja bem vantajo-
sa.

Podemos citar aparelhos alimentados a biogds, onde se pode comprovar este baixo
consumo: para iluminagio € gasto 0,07m por lampido/hora; para cozinhar & gasto
0,23m? por pessoa/dia; para incubadeira é gaste 0,60m® incubadeira/hora; para gela-
deira & gasto 2,5m* dia; para chuveiro a gas & gasto 0,80m’ pessoa/banho; para
aquecimento d'Agua 1009C & gasto 0,80m* /litro.

Bu outras palavras, podemos dizer que um biodigestor de 10m’ & suficiente para
sastifazer as necessidades de uma familia de 6 pessoas para cozinhar, ter geladei-
ra, iluminagdc, banho gquente, etc, e para alimenté-lo somente o esterco produzido
por 7 bovinos {semi-estabulado) ou 20 suinos.

Além do gés combustivel este biodigestor produzird diarviamente 200kg de bioferti-
lizante.

Quanto as caracteristicas do biofertilizante, podemos dizer que ele tem vantagens
de considerdvel dimensdc entre elas podemos citar: ndo tem cheiro (ndc atrad mos-
cas): isento de sementes e exrvas daninhas; isento de agentes causadores de doencas;
rico em nutrientes; otimo fertilizante organico; conserva 99% do nitrogénio presen—
te no material original; corresponde a 70% da matéria orgénica introduzida nes bio-
digestores.

Possul o sequinte NPK: N =1,421,8; P= 1,12 2,0; K= 0,8 a 1,2,

Entre as principais vantagens dos biofertilizantes podemos citar: a. funciona co-
mo corretor Ge acidez do solo, através da eliminacdo do aluminio tdxico e liberagdo
do fésforo dos sals insoliweis; b. possui particulas coloidais carregadas negativa-
mente; ¢. possui alto poder de fimacao de sais; d. melhora a estrutura e textura do
solo; e. torna o s0lo mais facil de ser trabalhado; £. facilita a penetragéo das
rafzes no solo; g. protege o solo contra a erosdo hidrica; h. promove absorcgao da
&gua mais rapidamente; 1. conserva a wmidade por mals tempo; j. estabiliza os agre-
gados; k. permite maior asracdc do solo; 1. favorece a multiplicacio de bactérias
Fiwadoras do nitrogdnio com melhor aproveitamento de sais minerais; m. facil apli-
caclo, seja em forma liquida ou em pd; n. se encontra carpletamente curado; o. nio
tem cheiro; p. ndc produz Acido oxAlico {ndo mais fermenta):; g. ndo oferece
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condigbes de multiplicacio de insetos; r. pode ser aplicade em qualouer quentidade,
8. serve para alimentacgdo de peixes,

A primeira vista parece que & necessario uma grande cuantidade de residuos orga-
nicos para se produzir 1 metro cibico de bicgds, mas na realidade isso ndo acontece
{Tabela 1).

Produgac de gas de residuos

Pode-se considerar como médiz a producdo abaixo:

Tipc de residuc Biogas - Litro/Xg

a. Residuos vegetais com folhas e

frutas in natura 35
b. Residuos vegetais com folhas e

frutas secas 350
¢. Palha de arroz 110
d. Residuos de frigorificos (Gmidos) 70
e. Lodo primario 28
f. Lixo {parte organica) 75
g. Lixo + lodo primario 155

A tecnologia de um bicdigestor parece simples mas na realidade nao &. Para cue
um bicdigestor tenha um alto rendimento & necessirio que sejam analisados acurada-
mente 03 seguintes fatos:

a. Condicoes ambientais - Algumas das quais podem cu ndo favorecer o rendinmento dos
biodigestores.

As bactérias devem estar na temperatura onde sua multiplicagZo seja a maior, ocom
issc o bicdigestor tera um maior rendimento.

A temperatura ideal dos microrganismos variam em fungac do seu tipo que podem
ser: para as temofilica - maior que 459C; para as mesofilica - entre 20 a 450C;
para as psicrofilica - menor que 209C;

b. Operacdo do sdstema - A cperacdo do biodigestor apesar de simples de ser reali-
zada & muito importante, porque ¢ descorhecimento ou desleixo poderd levar a para—
lizagZo do bicdigestor.

c. Natuneza da materia-prima - A matéria-prima, conforme foi ilustrado anteriormen—
te, dependendo da sua procedéneia possibilitard uma maior ou menor producdo de bio-
gas.

d. Profeto do biodigestor - Dos quatro fatores que incidem sobre o rendimento de um
blodlgestor, O projeto & o mais SlgT}J.flcathO. Un biodigestor mal projetadc terd
além de um baixo rendimentc, uma série de outros inconvenientes entre eles a pré-
pria paralizacac de produgdo do gas.

Do ponto de vista do projeto fisico, um Tabela 1 — Produgic de biogas de deje-
bicdigestor do tipo indiano, deve possuir — £0s animais,
no minimo as seguintes caracteristicas
para que tenha um ban funcionamento:

a. Possuin um misturadon de biomassa - O Fante D e iogs Blogls

misturador de bicmassa, & um equipamento, Ka/cabece. Liroreg Strorks
sem o© gual ocorrerd a estratificacdc da Bovino * 10 33 370
- - Bovino ** 25 3 535
Irate.arlaﬂoxganlca, pgdendo provocar a pa- Bowing * pis 3 .25
ralizagac do funciocnamento do biodiges-— Suino 2,3 60 140
0or. Galinha 0,15 80 12
. Gansc—Peru 0,23 80 18
0 uso constante do eguipamento, pranove Fezes mmanas 0,40 7 28
uma temperatura wniforme na biamassa, au- Caprinos 1,0 50 50

12

mentando a produtividade do biodigestor. Fauinos » 420




187

Blém destas caracteristicas retro-mencionadas, a agitagio da biarassa se faz ne—
cessaria devido ainda acs sequintes fatores: evita que ccorra a formacio de rolhas
isolantes em torno das bactérias; faz com que o substrato fique em contato direto
com  as bactérias; distribul uniformemente os produtos intermedidrios e finais da
bicdigestio; reduz a camada de lodo na parte superior do digestor.

b. Possuir um quebna crosta - O quebra crosta & outro equipamento que sem o qual
havera formagdo de uma crosta na superficie da.biomassa gue provocard a paralizacio
do funcionamento do bicdigestor,

c. Sefo de Egu.a - Equipamento a ser exigido no sentido de evitar a proliferagdc de
mescas e coutros insetos no intersticio do gasémet;o e a parede do bicdigestor e
também para separar a matéria em fermentacio bacteriana do meic ambiente,

Outra grande particularidade do selo d'agua & de evitar que a camanula sofra
agarramento o que faré com que a pressdc no seu interior varie.

A constancia da pressdc € muito importante no caso da utilizagdo do biogds para
alimentar os moto-geradores, porgue pequenas variacdes na pressao do biocgas provo-
cara formagdes no funcicnamento do motor, por conseguinte, a ciclagem do gerador
nao serd constante.

d. Sonda {ateral de gas - No sentido de evitar a existéncia de tubo Flexivel ligado
a campanula, por ser susceptivel de rupturas constantes. £ inportante também que
seja adicionado purgador especial com a finalidade de retirar a unidade do gas pro—
duzido. Para finalizar, gostaria de deixar patente ncssa confianca no Programa Na—
cional de Bicgds, = uma demonstracdo dessa confianca & o esforgo que a EMBRABT -
Ewpresa Brasileira de Biodigestores vem fazendo no campo dessa energia alternativa,
. procurande  aperfeicoar cada vez mais os projetos dos seus biodigestores e dos seus
equipamentos alimentados a biogds. Estamos plenarente convencidos que a implantacio
de bicdigestores em larga escala trard beneficios de considerdveis dimensCes para o
Brasil.
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