


abriu o caminho da estandardizacdo
na identificacao bacterioldgica.

APl 20 E e 0 SISTEMA DE LEITURA
CODIFICADA péem & disposicao dos
laboratérios mais de 25.000 cepas
registradas de ENTEROBACTERIACEAE
e outros GRAM@néo-Enterobacteriaceae"i.i
Esse ¢ o resultado de varios anos de
colaboragéo entre utilizadores, centros
de referéncia e os servicos de pesquisa
APl na Franga e na América. E, amanha,

esse numero crescerd ainda mais com

a sua participacgao.

*Pseudomonas, Aeromonas, Vibrio,
Moraxela, etc.

Sempre com o mesmo principio de

microtécnica padronizada

APl SYSTEM identifica também:

® 0s germes anaerdbios
(AP] 20 ANAEROBIOS)

® os agentes das principais micoses
encontradas em clinica
(API 20 CANDIDA)

® germes os mais diversos (APl 50
PESQUISA, APl 50 LACTOBACILLUS)

® ou apenas as Enterobacteriaceae
(API 10 SCREEN)

BIDLAB-MéRIEUX PRODUTOS PARA LABORATORIOS LTDA.

Rua do Resende, 96-A ~ 2.° andar ~ Tels.: 221-4089 e 242-0050
RIO DE JANEIRO, RJ. - 20.000 -~ ZC-06

SAO PAULO - BRASILIA = PORTO ALEGRE — RECIFE — BELO HORIZONTE



Conselho Editorial

" Editor

Editores Associados

Aquisi¢do por ndo-membros

Acquisition by non-members

Diretoria

Conselho Cientifico

Delegados Regionais

Revista de Microbiologia

Orgao Oficial da Sociedade Brasileira de Microbiologia
Sao Paulo - Brasil

Luiz Rachid Trabulsi, ltalo Suassuna e Wilson Chagas de Araujo

Jodo Salvador Furtado
Instituto de Boténica
Caixa Postal 4005
01000 Sdo Paulo SP

Antdnio F. Pestana de Castro e Sfivio A.C. Camba

Assinatura anual para quatro nGmeros: Cr$ 120,00 para o Brasil; US$ 20.00 (via mar(-
tima) ou US$ 26.00 (via adrea) para o Exterior. Nameros avuisos: Cr$ 30,00 para o
Brasil @ US$ 6.50 (via aérea) ou US$ 6.00 (via marftima) para o Exterior. Cheques ou
ordens de pagamento em nome da Sociedade Brasileira de Microbiologia, para o ende-
reco do Editor.

Annual subscription for fouf numbers: US$ 20.00 (surface mail) or US$ 26.00 (air
mail). Single copies: US$ 6.50 (air mail) or US$ 6.00 (surface mail). Checks or money
orders for Sociedade Brasileira de Microbiologia, addressed to the Editor’s office.

Sociedade Brasileira de Microbiologia

Gobert A. Costa, Presidente. Cléudio A. Jurgensen, Vice Presidente. Fldvio Alterthum,
Secretario Geral. Jodo S. Furtado, Tesoureiro.

Amadeu Cury, Augusto E. Taunay, A. Monteiro Fitho, Carlos da Silva Lacaz, Ciro A.
Peluffo, Décio de A. Christévdo, Dirce Franco de Araujo, Eduardo O. Cisalpino,
Gobert A. Costa, Homero S. Jobin, Jandira Planet do Amaral, Jodo Xavier Viana, José
Noronha Peres, José Ofiveira de Almeida, Licio P. de Carvatho Lima, Luiz Siqueira
Carneiro, Milton Fontes Magardo, Oswaldo G. de Lima, Otdvio Barachini, Otto G.
Bier, Paulo de Gbes, Raymundc A.C. Moniz de Aragdo, Seymor H. Hutner, Werner K.
Maas.

ALAGOAS: Ayro Pontes Lima Bomfim (Macei6). AMAZONAS: Aurélia Lopes Cas-
trillon (Manaus). BAHIA: Carlos Brenha Chaves {Salvador). CEARA: Eldair dos Santos
Satiro (Fortaleza). ESPIRITO SANTO: Henrique Tommasi Netto {Vit6ria). GOIAS:
Maria Aparecida Muniz {Goidnia). GUANABARA: Altair Antunes Zebral (Rio de Ja-
neiro) e Milton de Uzeda {(Rio de Janeiro). MARANHAO: Salomio Fiquene (Sdo
Luiz). MINAS GERAIS: Romain Rolland Golgher (Belo Horizonte). PARA: Zéa Cons-
tante Lins (Belém). PARAIBA: Maria Marluce Melo Vasconcelos de Castro (Jodo Pes-
soa). PARANA: Alceu Schwab (Curitiba) e Luiz Parelha Ruiz (Londrina). PERNAM-
BUCO: Diva Montenegro Melo de Azevedo (Recife) e Marcelo Magalhdes (Recife). R1O
GRANDE DO NORTE: Maria Raquel dos Santos (Natal). RIO GRANDE DO SUL:
Sérgio Job Jobim (Porto Alegre) Newton Neves da Siiva (Porto Alegre) e Tabajara
Gadicho da Costa (Santa Maria). RIO DE JANEIRO: Cldudio Armando Jirgensen (Ni-
ter6i). SANTA CATARINA: Aquilles A. Cordova Santos (Florianépolis). SAO PAU-
LO: Deise Pasetto Falcdo (Araraquara). Vicente Correa Miranda {Araraquaral, Augusto
Cezar Montelli (Botueatu) Izabel Yoko lto (Ribeirfo Preto), Antonio Walter Ferreira
(S0 Paulo), Waldyr Giorgi {Sdo Paulo) e Edécio Maluf (Sorocaba). SERGIPE: Rai-
mundo Mendonga de Araujo {(Aracaju).




Instrugbes aos autores

A Revista de Microbiologia publica trabalhos originais em todos os campos da microbiologia e da protozoologia.
Revisdes e atualizagGes serdo publicadas a convite do conselho editoriai.

Os manuscritos devem ser enviados em duplicata {original e uma cépia) para o Editor da Revista.

NORMAS GERAIS — Todo manuscrito- submetido & Revista deve representar pesquisa original inédita e que ndo
serd publicada em outro 6rgdo. Os trabalhos podem ser redigidos em portugués, espanhol ou inglés. Se aceitos pela
Revista, ndo poderdo ser reproduzidos, mesmo em partes, sem permissdo oficial dos Editores. ]

A Revista segue, essencialmente, o ''Style Manual for Biological Journals’’ (23 edigdo, AIBS, 1964). Os simbolos
‘genéticos devem seguir, essencialmente, as recomendagdes de Demerec & col. {Genetics, 54: 61, 1966). AbreviagSes
bioguimicas devem seguir, essencialmente, as regras da IUPAC-IUB (J. Biol. Chem., 241: 527, 1966). Atividade enzimatica
deve ser expressa em termos de unidades internacionais (Enzyme Nomenclature, Elsevier Publ. Co., 1965). Para pesos
e volumes, devem ser usados os prefixos nano (n) e gico {p), a0 invés de milimicro {mu) e micromico {U), Comprimentos
devem ser expressos em micrometro (/ilm; 107m), ao invés de micro (U); nandémetro (nm; 107°m), ao in-
de milimicro (mi); e Angstroms {(A; 10° Om). Partes por mithdo (ppm) devem ser expressas como microgramos por
mililitros (Ug/ml) ou microlitros por litro (U titros/litro). A Revista se reserva o direito de adaptar os manuscritos ao
estilo adotado. ’

NOMENCLATURA DE MICRORGANISMOS — A combinagdo binomial, nome do género seguido do da espécie,
é adotada e a nomenclatura apresentada no "Bergey's Manual of Determinative Bacteriology'’ {72 ed., 1957) obedecida.
Se o Autor divergir dessa nomenclatura, seu julgamento seréd respeitado, mas a classificacdo correspondente ao Manual
de Bergey deverd ser mencionada a seguir, entre parénteses, a primeira vez em que o nome figurar no texto e no resumo.

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

FORMA DO MANUSCRITO. — Os trabalhos devem ser datilografados em papel branco, comum, tamanho offcio,
em espago duplo ou triplo, deixando-se o0 minimo de 3 cm de margens laterais, superior e inferior. Titulos de capitulos
de primeira ordem devem ser centrados, incluidos essencialmente pela ordem: Introdugdo, Material e Métodos,
Resultados, Discussio, Agradecimentos, Referéncias Bibliograficas. Os de subcapitulos devem ser junto a margem esquerda.

A pdgina-titulo deverd conter apenas e tdo somente: (i} o titulo do artigo, centrado usando-se letras maiUsculas
somente quando obrigatdrias, (ii) ofs) nomels) dol(s) autor(es) com mailsculas e mindsculas normalmente usadas e
(iii) afiliagdo como nota de rodapé, indicada por asterisco.

O resumo ndo deverd uitrapassar 250 palavras. Os trabalhos redigidos em inglés devem ser acompanhados de um
titulo e resumo em portugués; os redigidos em portugués e espanho!, de um tituio e resumo em inglés. O resumo na lingua
do trabatho e o titulo com resumo na outra lingua devem ser datilografados em pégina separada do restante do texto.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS — No texto, as referéncias devem ser citadas por ntmero. Os sobrenomes de
dois autores devem ser separados por &; quando houver mais de dois autores, a separacdo é feita por ponto e virgula e o Gi-
timo por &. Na secgdo Referéncias Bibliogréficas, as citacSes devem ser por ordem alfabética de autor {ou da mesma com-
binagdo de autores) e, para um mesmo autor, em ordem cronoldgica, numeradas sequencialmente. Os artigos em periédicos
devem ser citados na seguinte ordem: nomels) dol(s) autor(es) em maiGsculas, titulo do trabalho, nome do periddico
(abreviado de acordo com o World Medica! Periodicals), nimero do volume, nimero do fasciculo {quando desejado;
colocado entre parénteses), nimero da primeira e da Ultima pégina do artigo, e ano da publicagdo.
Exempio:

WEISER, O.L. & EMERSON, J.S. — Selective screening for guantitative urine cultures.

Amer. J. clin. Path., 45:649-650, 1966.
Quando puder ocorrer confusdo com o titulo do periddico, o local da publicacdo deverd ser mencionado entre parénteses,
apos a abreviacdo. Exemplo: Publ. Hith Rep. (Wash.).
CitagGes de livros devem ter a seguinte ordem: autorl(es), titulo, edicdo, local, editores e data. Exemplo:

MILLER, S.E. — A textbook of clinical pathology. 6th ed. Baltimore, Williams & Wilkins, 1960.
CitagOes de “resumos’’, “‘dados ndo publicados'’, “‘comunicacGes pessoais’” ou ‘‘no prelo’” poderdo ser adequadamente
mencionadas no texto, mas ndo serdo aceitas como referéncias bibliograficas.

TABELAS — Devem ser numeradas em ardbico e datilografadas em pdginas separadas. Os dados devem ser arranjados
de maneira gue colunas de material idéntico sejam lidas perpendicular e ndo transversalmente. Cabecgalhos e legendas
devem ser suficientemente claros e compreensiveis, sem necessidade de consulta ao texto. Sio permitidas notas
explanativas de rodapé indicada§ por asteriscos, mas ndo descrigbes pormenorizadas dos experimentos. Materiais e
métodos utilizados para a obtencdo dos resultados devem ser incluidos na secgdo correspondente. :

ILUSTRACOES — Cada uma das duas vias do manuscrito devera ser acompanhada de um conjunto completo de
HustracSes {preferivelmente como fotografias). Os graficos e desenhos devem ser concluidos, ndo requerendo qualquer
montagem ou rearranjo. Nenhuma parte do gréfico deverd ser datilografada, devendo ser usado um e o mesmo normégrafo.
As fotografias de ilustracBes a trage devem ser feitas em papel de alto contraste apropriado. £ recomendavel submeter
gréficos e desenhos no dobro da impressdo final da Revista, prevendo-se todos os elementos da figura para as escalas
de reducdo. Fotografias com reticula devem ser feitas em papel brilhante, com contraste adeqguado para reprodugdo
na escala 1:1, observados os espagcos maximos disponiveis na Revista e seus submdltipios, reservando-se espag¢o
suficiente para a legenda. Sempre que houver escala de aumento ou reducdo, esta deverd ser superposta ou desenhada
diretamente na fotografia ou figura. Ver instrugdes sobre legendas, notas de rodapé, etc. sob TABELAS. Proteja as
ilustracSes durante o- transito, com uma folha de papeldo.

NOTAS BREVES — Ndo devem exceder a 500 palavras e o respectivo resumo ndo mais do que 25. Ofs) autor(es)
deve(m) consultar um numero da Revista para familiarizacdo com a forma e o estilo,

SEPARATAS —'Serdo fornecidas, gratuitamente, 10 separatas por artigo. Para encomendas maiores, ols) autor(es)
deve{m) entrar em entendimento com o Editor, correndo as despesas por conta dos inieressados.



Revista de Microbiologia
Orgdo Oficial da Sociedade Brasileira de Microbiologia
Volume 7 Outubro-Dezembro 1976 Namero 4

Rev. Microbiol. (S. Paulo), 7(4}

CONTEUDO — CONTENTS

Artigos originais

Ethionine resistence in the enteric yeast Candida slooffii — Eliana R. M.
Barreto & L. R.Travassos .. ............ e e e e e

Selegdo e uso de microrganismos com vistas & otimizacdo dos processos de
fabricagdo de produtos fermentados de leite [Selection and use of micro-
organisms suitable for fermented dairy products] — J.Cal-Vidal . . . ....

Cultivo continuo de microrganismos em regime transitério [Unsteady—state
continuous culture of yeast cel/s] — Walter Borzani, Marina L. R. Vairo,
Rosana E. Gregori, Margarida M, dos A, Magalhdes & Lilian B. Chueiri. . . .

Estudo preliminar da vinhaga como substrato para leveduras [Pre/iminary
study of the vinesse as a substrate for yeast growth] - Samia Maria Tauk

Microbiologia nos planos de governo: pesquisa e desenvolvimento [M/'crobi-
ology in governmental programs: research and deve/opment] — Jodo S.
Furtado . . . . . 0 o i e e e e e e e e

75

82

88

92

98



76 E.R.M. Barreto & L.R. Travassos

of resistance in one of these mutants appeared to
involve the increased degradation of ethionine before
its conversion to S-adenosylethionine (SAE). Due in
part to this degradation there was a decreased incor-
poration of the radioactively labeled ethyi-group
of ethionine into the various cellular fractions of
the resistant mutant(10).

In the present paper, the etr mutant of C. slooffii
was further studied in connection with its ability
to grow with SAE, to synthesize macromolecules
in presence of ethionine, or sulfonucleosides when
growing in a synthetic 'medium, to incorporate
ethionine in proteins or carry out transethylation
reactions of ribonucleic (RNA) and deoxyribonucleic
{DNA) acids in comparison with similar reactions
involving methionine.

Materials and Methods

Microorganisms — A strain of C. slooffii, n9 2419
from the Centraalbureau voor Schimmelcultures was
used throughout the experiments. The etr mutant
strain was the same studied before(9); however,
after several transfers on Sabouraud medium this
strain acquired the ability to grow at 43°C {unlike
the original mutant strain) while keeping its resistance
to 3umoles/mi of DL-ethionine. Both sensitive and
resistant strains of C. slooffii were maintained as
described previously(9).

Radiochemicals — They were purchased from the
New England Nuclear Corp. Specific activities were:
L-ethionine-ethyl-1-> H 45.8mCi/mmole, adenine-8-
14 ¢ 5.58mCi/mmole, uracil->*H 5.61Ci/mmole, L-leu-
cine-4,5->H 38.6Ci/mmole, L-tyrosine-3-H 27.6Ci/

mmole, L-methionine-methyl->*H 0.19 Ci/mmole.

Basal medium — The defined medium at pH 3.0
as described before(9) was used to grow €. sfooffii
as well as to suspend mass of cells for measuring
the incorporation of radiochemicals and study the
influence of ethionine.

S-adenosylethionine —SAE was synthesized as the
bromide salt according to the procedure of Stekol
(20).

Biosynthesis of sulfonucleosides —The short column
technique of Shapiro & Ehninger (16) was used to
determine the synthesis of S-adenosyimethionine
{SAM} and SAE in etr and ethionine-sensitive {ets)
cells. Cells were grown on Sabouraud medium,
washed in saline and incubated with 6.7mM DL-
ethionine or DL-methionine in the glucose-salts solu-
tion of Stekol (20) for 24h at 37C or 43C. Cells weie

then extracted with 1.5N perchloric acid and the
extracts fractionated,in 8% cross-linked, 200-400
mesh, Dowex 50W Na™ columns.

To determine the synthesis of sulfonucleosides
in growing cells of C. s/ooffii, the ets and etr strains
were inoculated in 500ml of basal medium (9) and
incubated at 37°C. At half the logarithmical phase of
growth {O.D. = 0.28) which was attained after 24h
and 31h of incubation in the ets and etr cultures
respectively, ethionine or methionine was added and
the incubation was prolonged for 6 hours. The cells
were then centrifuged and extracted as above.

Isolatien of RNA, DNA and protein —The procedure
of Smith & Salmon (17) was used for the isolation of
nucleic acids from whole cells of C. slooffii. The
method of Roberts & Col. (14) was used for the
isolation of the protein fraction.

RNA and DNA determination — RNA was determined
by the orcinol method (3) after purification of the
extracts in Dowex 2 according to Miura & Hayashi
(12}, DNA was determined by the diphenylamine
method (5). ’

Incorporation of radiochemicals — Cells were grown
in 1 liter of basal medium for 48h at 37°C then
were centrifuged and resuspended in the same
medium to which glucose (1%) was added. Radio-
chemicals and non-radioactive substances were
pipetted into flasks containing 10mi of cell suspension
and aliguots were taken at different times for
radioactivity determination. With this purpose, the
latter were immersed into vials with diphenyloxazole
49, 1,4-bis-2-(4-methyl-5-phenyloxazolyl) benzene
0.1g and toluene to 1,000mi, for. radioactivity
céuhting in a Beckman scintiliation spectrometer.
Filtered supernatants were pipetted directly into
vials containing: naphthalene 60g, diphenyloxazole
4g, 1,4-bis-2-(4-methyl-5-phenyloxazolyl) benzene
0.2g, methanol 100ml, ethylene glycol 20ml, and
p-dioxane to 1,000ml. '

Results

Sensitivity to SAE — The growth response of ets and
etr strains of C. s/looffii to a single dose (0.6 umoles/
mi) of SAE is shown in Figure 1. At lower concen-
trations (0.1 umoles/ml} ethionine fully inhibited .
growth of the ets strain. This may be due to the
different permeability rates to ethionine and SAE
exhibited by these cells. The etr cells on the contrary
could tolerate concentrations of ethionine as high as
3umoles/ml but were inhibited by similar concen-
trations of SAE. The inhibitory activity of SAE
(0.6 umoles/ml) was more pronounced in the etr than
in the ets cells.
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Fig. 1 — Growth inhibition of ets and etr  cells by
S-adenosylethionine. Synthetic medium as in Mendonca and
Travassos {1972).

A = ets strain; B = etr strain. Solid symbols = S-adenosylethi-
onine (0.6 umoles/mi}
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Fig. 2 — Incorporation and excretion of radioactivity from
ethionine-3H in ets and etr cells. Incubation system is
described in Material and Methods. Additions: ethionine-> H
1.5/vLCi/'mI plus DLl-ethionine 0.01mg/mi. Open circles: ets
cells; soiid circles: etr celis.

Synthesis of SAM and SAE —Since the etr strain
used in the present paper was somewhat different
from the one studied before (9) at least in its
capacity to grow at 43°C; it was necessary to check
if its behavior towards the synthesis of sulfonu-
cleosides was the same as reported previously. A
different method was also used to determine SAM
and SAE in whole yeast cells (16). The results are
shown in Table 1. Two different incubation temper-
atures were explored. The levels of suifonucleosides
synthesized by growing cells of ets and etr strains
are shown in Table 2. In all instances the etr strain
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synthesized much less SAM and SAE than the ets
strain in these conditions.

Excretion of radioactivity from ethionine-ethy!->H-
—Under the conditions used for studying the incor-
poration of radiochemicals by yeast cells suspended
in their own growth medium, ethionine->H was
rapidly taken up by both etr and ets cells. A
moderate excretion of the radioactivity was evident
in the etr cells (Fig. 2).

Tabie 1

Synthesis of SAE and SAM in ets and etr strains of C.
slooffii at two different temperatures?

ets strain etr strain
Temperature
R SAE SAM SAE SAM
3700 9.7 1.7 9.4 9.4
43 C 12.56 16.9 16.2 13.9

2 Values are in umoles/g dry cells; conditions for SAM
and SAE synthesis in non-growing ceils are described in
Material and Methods.

Table 2

Synthesis of sulfonucleosides by growing cells of C. slooffii
on a synthetic medium® )

Additions ets cells etr cells
No addition 5.22 1.74
DL-methionine 30mg% 3.51 1.71
Di-ethionine  30mg% 4.42 2.08

2 values are in fimoles/g dry cells; amino acids were added
at the logarithmical phase of growth (0.D. = 0.28): time
of incubation of 24h for the ets and 31h for the etr cells.

Transmethylation and transethylation of RNA and
DNA — The incorporations of the radioactivity from
methionine-methyl-*H and ethionine-ethyl-1-*H in
the RNA and DNA fractions from ets and etr cells
are shown in Figures' 3 and 4. The ets strain
methylated RNA and DNA more rapidly than the
etr strain. The final yield of methyl group incorpo-
ration was greater in the ets than in the etr strain.
The same was observed for the ethylation of both
RNA and DNA. The yield of transmethylation of
RNA was greater than that of transethylation in the
ets strain. Transethylation of nucleic acids in the
ets strain was 4-5 times as efficient as in the etr
strain. The same pattern observed for the alkylation
rates of RNA was also obtainet for the corresponding
transmethylation/transethylation ratés of DNA in
both strains.
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Discussion

The mechanisms proposed for explaining ethionine
resistance in microorganisms often depended upon
the ratios of S-adenosylethionine to S-adenosylme-
thionine synthesized in the etr as compared with the
ets cells. As suggested by Mertz & Spence (11) if a
cell has a low level of SAM it becomes more sensitive
to SAE. This seemed to be the case of growing
cells of ethionine-resistant C. s/ooffii. The fact that
the etr strain of C. slooffii was inhibited by SAE
but not by equimolar amounts of ethionine seems to
indicate that the formation of SAE is an important
step in the mechanism of ethionine toxicity. Several
resistant mutants of S. cerevisize were able  to
hydrolyze SAE; the corresponding ets cells accumu-
lated 25 times as much SAE and twice as much SAM
as the eir cells {19). Under different conditions,
Mertz & Spence (11} found that the ets cells formed
4 times as much SAE as the etr cells. The medium
used did not contain methionine. in addition, the
methionine-adenosy! transferase activity in the ets
cells was 3-foid greater than in the etr cells in the
same medium. Such a difference was not observed
when the cells grew on a tryptone-yeast extract
medium or on a synthetic medium with methionine.
Apparently methionine acted as a co-repressor of the
methionine-adenosy! transferase synthesis {11). In our
experiments with C. s/ooffii only small differences in
sulfonucleoside levels could be detected in the etr as
compared with the ets cells when the yeasts were
grown on Sabouraud medium and incubated with
methionine or ethionine as described by Stekol (20).
Cells of the ets strain of C. slooffii growing on a
synthetic medium in the absence of methionine

synthesized, howsver

esiZel SVer, o

3 times as much sulfonuclec-
sides as the etr cells. The addition of methionine or
ethionine to logarithmically growing cells did not
stimulate the synthesis of sulfonucleosides and even
depressed it in the ets strain of C. s/ooffii, These
results contrast with those obtained in non-growing
systems.

Since SAE is toxic in the etr cells of C. siooffii

and since there is some excretion of the radioactivity

involves in part the degradation of ethionine before
it is converted to SAE as proposed previously (10).
Moreover the incorporation of the ethyl group of

_ethionine in RNA and DNA was much less in the

etr than in the ets cells. This could also be due to
the partial degradation of ethionine in the etr cells.
However, since the incorporation of the methyl group
from methionine-methyl-*H in RNA and DNA was
greater in the ets than in the etr cells, one might
expect a greater incorporation of the ethyl group of
ethionine in the macromolecules from the ets strain
too. That ethylation of RNA may cause the macro-
molecule to become more unstable might be suggested
by the lower contents of total RNA assayed in the
ets cells after the addition of ethionine in comparison
with the control. The DNA contents, however,
were not altered by ethylation. It is more
likely then that the lower contents of RNA in the
ets cells is the result of an association of RNA
hydrolysis (which also occurs in the absence of
ethionine) and the partial inhibition of RNA synthesis
by ethionine. -

An increased incorporation of methionine->H in
proteins from the ets as compared with the etr cells
of C. slooffii was also observed. As expected, an
even more pronounced difference was observed for
the incorporation of ethionine in these cells. Since
ethionine inhibits the synthesis of RNA and protein
in both etr and ets cells at comparable rates such an
effect is probably not related to the resistance
mechanism. Resistance is due fo an association of
ethionine (but not SAE) degradation, lowered syn-
thesis of SAE and, in consequence, reduced rates of
RNA/DNA transethylation as well as lowered incor-

poration of ethionine in proteins of the etr as
nnnnnnn A

comparea with the ets cells.
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Selecdo e uso de microrganismos com vistas a8 otimiza¢do dos
processos de fabricagdo de produtos fermentados de leite*

J. Cal-Vidal™"

Resumo

Os produtos fermentados de leite constituem alimento de consideravel valor dietético e, em muitos casos, recebem melhor
aceitabilidade que o proprio leite. No presente momento, h4 considerével interesse no desenvolvimento industrial de produtos
fermentados de leite, em vérios paises. Em tal circunstancia, a seleco e uso de microrganismos capazes de fermentar o leite,
de modo satisfatério, torna-se importante. No presente estudo, a selecdo, manutencio e uso de culturas microbianas sdo

descritos, com vistas & sua aplicagéo e sucesso na fermentaco de produtos de leite em escala industrial.

Summary

Selection and use of microorganisms suitable for fermented dairy products

Fermented dairy products constitute a food of considerable dietetic value and interest for they are often more easily accepted
than milk itself. Presently, there is a considerable development, in many countries, of fermented milk products prepared on an
industrial scale. The dairy industry must have at its disposal microorganisms capable of fermenting milk satisfactorily. The
object of this paper is to describe the selection, maintenance, and use of microbial cultures to ensure the success of fermented

milk products at an industrial scale.

introducéo

Os Microrganismos — Com poucas excecBes, 0s
microrganismos mais comumente usados na inddstria
de produtos fermentados de leite, seja na sua forma pu-
ra ou em mistura, fazem parte do grupo de bactérias
lacticas. Este € um dos grupos mais bem definidos no
campo da bacteriologia, a partir dos estudos conduzi-
dos por Storch e Orla-Jensen, na Dinamarca, e por
Henneberg, na Alemanha.

As bactérias lacticas podem ser divididas em dois
grupos principais: Streptococcus e Lactobacillus***. O
primeiro grupo apresenta células redondas, em pares e
em cadeias de varios comprimentos; o segundo, células
em forma de bastonetes, que podem agrupar-se em
cadeias de varios comprimentos. Estes microrganismos
sdo encontrados em “‘habitats”’ bem definidos, como
plantas, leites e derivados, e em animais. Sdo completa-
mente inofensivos ao homem e ocorrem naturalmente
no leite e seus derivados. Tém propriedade de fermentar
a lactose com grande proficiéncia.

Os Produtos Fermentados de Leite — Os produtos
fermentados de leite sdo conhecidos desde tempos bem
remotos, em certas regides do globo, sendo, em alguns
casos, preparados por métodos bem primitivos. Em ge-
ral, uma flora complexa se desenvolve, com predomi-
néncia de algumas espécies caracteristicas. Com o de-
senvolvimento da indUstria de laticinios, no século pas-
sado, os paises ocidentais tornaram-se também interes-
sados nos produtos fermentados de leite, dando maior
atengdo as condi¢des de higiene e preparacdo, com vis-
tas ao completo controle da atividade microbiana, para
a obtencdo de um produto alimenticio de melhor qua-
lidade.

Os produtos fermentados de leite constituem ali-
mento de grande interesse dietético (12), sendo, as ve-
zes, de maior aceitaciio do que o proprio leite. Na reali-
dade, tais produtos apresentam diferente digestibilidade,
gue os tornam mais aceitdveis como alimentos infantis
e para pessoas de idade avancada. Mas o sucesso alcan-

* Trabalho desenvolvido no Dept. of Nutrition and Food Science, Massachusetts Institute of Technology, Mass., EUA.
** Endereco atual: ESAL — Depto. de Ciéncias dos Alimentos, 37200 Lavras, MG, Brasil.
*** Esta divisdo ndo seria apropriada se se falasse de leites fermentados, ao contrario de produtos fermentados de leite.
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cado pelos produtos fermentados de leite ndo é devido
a seu aspecto terapéutico ou nutricional, mas as pro-
priedades organolépticas consolidadas pelo seu sabor,
aroma e consisténcia. Mais recentemente, com a adicdo
de substancias flavorizantes, tem sido possivel atender
ao gosto de uma grande faixa de consumidores.

Esta & talvez uma das principais razdes do grande
desenvolvimento da indastria dos produtos fermentados
de leite, verificado nos paises da Europa.

Na atualidade, um regime intenso de pesquisa vem
sendo cumprido em diferentes partes do mundo e, como
conseqiiéncia, apreciavel volume de informac&o tem sido
publicado. A possibilidade de associacdo de bactérias
lacticas a outros microrganismos tem sido comprovada,
com vistas a obtencdo de produtos intermediarios cujas
caracteristicas organolépticas aumentem sua aceitacdo.

No presente trabalho, atencdo especial sera dada a
trés principais produtos: /eites fermentados (que vérios
autores preferem chamar “coalhada natural”), cremes
acidificados e iogurtes.

Leites Fermentados — Nos paises de lingua inglesa,
o leite fermentado recebe o nome de “‘buttermilk’’, sem
qualquer referéncia a um produto proveniente da fabri-
cacdo de manteiga (butter), como o nome poderia suge-
rir. Na Franca (27), este produto é considerado derivado
de leite e sua preparacdo industrial ainda é pequena.

Na fabricacdo de leites fermentados, um inéculo
contendo os microrganismos apropriados € adicionado
ao leite pasteurizado, o qual é incubado até que se al-
cance a acidez desejada. O principal produto desta fer-
mentacdo € o 4cido lactico, mas substéncias aromaticas
podem ser produzidas ou adicionadas.

Cremes Acidificados — A aparéncia destes produtos,
segundo os franceses, é de similar & do queijo fresco,
razdo pela qual sdo, em alguns paises, conhecidos por
esse nome.

0 brincipio de fermentac8o do creme é semelhante
ao do leite fermentado. Na sua fabricacdo, além do nivel
de acidificac3o, a viscosidade do produto é fator impor-
tante, e dependera principalmente da composicdo do
leite (teor de gordura, proteinas e minerais), do tama-
nho dos glébulos de gordura, tempo e condicdes de
armazenamento, e das temperaturas de desnatamento
e fermentacio.

Para atender a tais requisitos especiais, cuidado de-
veré ser dado as condicBes de fermentacdo, durante o
processo de inoculacdo e controle. Problemas de conta-
minacdo podem tornar-se muito sérios, com desenvol-
vimento de odores anormais e outros defeitos.

logurtes — Basicamente, o iogurte consiste de leite
acidificado pela ac8o de duas espécies bem definidas de
bactérias termofilicas, produtoras de 4cido lactico, as
quais se desenvolvem em simbiose: Streptococcds ther-
mophilus e Lactobacillus bulgaricus.

Tradicionalmente, o iogurte apresenta-se sob forma
gelatinosa, sem qualquer aditivo aromatizante, além do
produzido pelos proprios microrganismos. Nos Gltimos
anos, porém, iogurte batido tem sido produzido, pela

quebra do coagulo formado, alternando sua apresenta-

¢do tradicional. Frutas e outras substancias flavorizan-
tes estfo sendo também incorporadas, aumentando a
atracdo para o produto. .

Na maioria dos paises onde & consumido, a flora mi-
crobiana deve ser mantida viva até o momento de con-
sumo, excluindo-se qualquer tratamento bactericida.

A Selegdo de Microrganismos

Origem e Isolamento — Para cada um dos produtos
mencionados previamente, ha véarios fatores a levar em
conta, notadamente no que concerne as condicdes para
crescimento e isolamento das respectivas culturas.

No caso de leites fermentados ou coalthadas naturais,
as espécies bacterianas mais comumente usadas com-
preendem principalmente: Streptococcus lactis, Strep-
tococcus cremoris, Streptococcus diacetilactis e Leuco-
nostoc cremoris. Estas espécies mesofilicas sdo comu-
mente encontradas no leite e em outros produtos lacteos.

Para selecionar a methor variedade microbiana, a
melhor fonte é o leite cru proveniente de regies onde
este seja de reconhecida qualidade. Também & possivel
a utiliza(;éo de linhagem ja isoladas por laboratorios
especializados. ‘

O isolamento & geralmente feito em meio de agar cuja
composicdo pode variar, de acordo com resultados de
pesquisa obtidos em laboratério (1, 14). Nos Estados
Unidos, o "‘Bacto Nutritive Caseinate Agar Difco n? 27"
tem oferecido boas condigBes para desenvolvimento
destas espécies mesofilicas para a fermentacdo do leite.

O uso de meios seletivos & recomendado nos casos
em que as diferentes éspécies presentes devem ser sepa-
radas. Tal é o caso da separacdo das coldnias de Leuco-
nostoc cremoris e Streptococcus diacetilactis das de
Streptococcus lactis ou Streptococcus cremoris em
meios contendo soro de leite, lactato de célcio e amino-
-acidos (17) ou outros contendo suco de tomate (31).
Alguns meios t&ém a propriedade de inibir o crescimento
das culturas de Streptococcus lactis (26), fazendo uso
de substancias quimicas, como hidrocloreto de tetraci-
clina e azida de sélido, as quais favorecem o desenvolvi-
mento de coloracdc nas coldnias, para facilitar sua iden-
tificacdo e isolamento.

Para diferenciar Str. /actis de Str. cremoris pode ser
usado meio contendo arginina (34). Em tal caso, Str.
Jactis podera ser identificado através das colénias de cor
vermelho brilhante, enquanto as de Str. cremoris apre-
sentardo cor branca.

Em iogurte, para cuja producdo é necess‘éria‘cultura
basica constituida de dois microrganismos, o uso de
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Streptococcus thermophilus é freqliente em leites pre-
viamente pasteurizados, provocando uma acidificacio
espontanea. Nos paises onde a fabricacdo de iogurtes
segue 0s métodos mais tradicionais, Lactobacillus bul-
garfcus & o mais comumente usado. Estas duas espécies
podem ser isoladas a partir de iogurtes comerciaimente
disponiveis, ou a partir de culturas fornecidas por labo-
ratorio especializado.

Para distinguir Str. thermophilus de L. bulgaricus,
tem-se que levar em consideracdo o fato de que estas
duas espécies desenvolvem-se distintamente sob dife-
rentes temperaturas (26). Em leite mantido a 37°C, e
curto perfodo de incubacdo, Str. thermophilus desenvol-
ve-se muito mais rapidamente do que L. bulgaricus, que
eventualmente desaparece a esta temperatura, o que
pode ser acompanhado sob o microscopio. A 43°C e
i‘ncubagéo mais longa, a situac3o se inverte, beneficiando
L. bulgaricus. Ha, no entanto, certos casos em que tais
faixas de temperatura podem ser mais estendidas. _

Apbs o isolamento, é feito o cultivo em leite tornas-
solado {contendo um indicador), no qual as bactérias
termofilicas provocam sucessivamente acidificac#o,
coagulacdo e reducdo (ACR). Novamente, para estes
casos podem ser encontrados diversos meios disponiveis
4 obtencdo de culturas puras.

No que concerne a identificagiio, Str. thermophilus,
por sua marcante termoresisténcia, é bem mais facil de
ser identificado do que L. bulgaricus, o qual se associa
tremendamente aos demais lactobacilos.

Outras espécies de lactobacilos tém sido identificadas
em iogurtes procedentes do Otiente Médio (30), as quais
tém recebido a conotacdo de L. bulgaricus, L. jugurti e
L. helveticus.

Na selecdo destes microrganismos, dever-se- levar
em conta os resultados organolépticos obtidos pelo cul-
‘tivo individual & associado das diferentes variedades, com
vistas & maxima possibilidade de aceitacdo pelo consu-
midor.

Producéo de Acido — A producgo de acido pode ser
medida através de testes de atividade, sendo a técnica
mais comumente usada a inoculacdo de uma cultura,
de crescimento recente, em leite previamente aguecido
(80°C durante, 30 minutos), medindo-se o nivel de acidez
depois de incubacdo a 30°C.

No caso das espécies usadas para a fabricacdo de
iogurte, a maxima acidez é obtida nas temperaturas ideais
desses microrganismos (23). Em alguns casos, certas
associacGes podem estimular protedlise, com liberacdo
de amino-4cidos (6, 13).

Aroma — A seleco de linhagens que produzem bom
aroma é de grande importancia. A presenca de diacetil
e acetil-metil-carbinol pode ser facilmente detectada em
leites fermentados, através de simples testes qualitati-
vos, como o Voges-Proskauer, modificado por Barrit,

fazendo-se uso do alfa-naftol (21). Em todo caso, a apre-
ciacdo do aroma e sabor devera ser acompénhada de
anélise organolépticacom degustadores.

No iogurte, o aroma caracteristico provém principal-
mente dos niveis de acetaldefdo e acetona, produzidos
por lactobacilos (7), sendo a proporc3o 2:8 a mais reco-
mendavel para a obtencdo do aroma mais aceitavel (27).
Por isso, é muito importante a selecdo de variedades
que produzam substancias aromaticas, favorecendo essa
proporc¢#do, com vistas ao éxito comercial do produto.

Associacdo de Cufturas — De um modo geral,
culturas em associacdo se comportam de modo diferente
ao que corresponde & sua individualidade. Na maioria
dos casos, tal comportamento nfio & facil de se pre-
ver (11). Um estudo cuidadoso, do que resulte dessa
associacdo, deve ser levado a efeito, com vistas a ob-
tencdo de melhor produto.

Tal é o caso na associac8o de Str. diacetilactis e Leu-
conostoc cremoris com Str. lactis e Str. cremoris, a qual
pode favorecer a obtenco do aroma desejado, sempre
que ndo houver incompatibilidade entre tais varieda-
des (28).

Na fabricacéio de iogurte, apds a selecdio das culturas,
é importante proporcionar a associacio que ofereca os
mais vantajosos resultados técnicos e 6timas condices
para incubac8o, para a obtenc3o dos niveis de acidez,
aroma e consisténcia desejados. Uma vez que as melho-
res associacOes tenham sido encontradas, recomenda-se
a preservacdo das variedades separadamente, efetuan-
do-se a mistura somente pouco tempo antes do proces-
samento. O uso mais recente da técnica de liofizacso,
para a preservacio de culturas associadas, poderé evitar
tal exigéncia (18).

Resisténcia Ante Bacteriofagos — Ha casos em que
a producdo de &cido por microrganismos é retardada
pela acdo de fagos. Collins, na University of California,
Davis, tem oferecido varias hipoteses para a discussgo
da origem e possivel meios de combate (10). Outros pes-
quisadores (29) tem oferecido algumas recomendacges,
com vistas a prevenir o desenvolvimento de bacteriofa-
gos, destacando, entre outras: a necessidade de cons-
tante rotacdo das culturas selecionadas, manipulacgo
asséptica e uma cuidadosa desinfeccdo de materiais e
edificios. Mais recentemente, alguns meios de cultivo,
para prevenir a acdo de bacteridfagos, t8ém sido propos-
tos, destacando-se Marstar (Marchall Division, Miles
Laboratory, Inc.), que sofre a remoc3o de célcio (22).
A literatura n3o oferece muita informac3o sobre bacte-
riofagia em Streptococcus thermophilus e em lactobaci-
los, usados na fabricac8o de iogurtes. Somente em raros
casos a acdo de bacteridfagos parece ter motivado a
diminuic8io de acido (9), devido principalmente ao ataque
a Str. thermophilus, bem mais susceptivel do que L.
bulgaricus.
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Do exposto, conclui-se que precaucdes especiais de-
~vem ser seguidas, com vistas ao estabelecimento de
uma colecdo de linhagens com resisténcia a bacteriofa-
gos, disponivel para os determinados e eventuais pro-
gramas de fabricac3o.

Técnicas de Manutengéo de Culturas

Métodos Tradicionais — Tradicionalmente, as [i-
nhagens usadas em produtos fermentados de leite sdo
subcultivadas, diariamente no laborat6rio, em leite des-
natado, esterilizado em autoclave. O subcultivo requer
rigorosa rotatividade das culturas. Tal processo & des-
vantajoso, porque oferece a possibilidade de mutacdo
nas culturas, afetando sua atividade.

- Baixa Temperatura — Mais recentemente, foi desen-
volvido processo que consiste na imersdo, a baixa tem-
peratura (—30°C), de tubos contendo leite inoculado
com as culturas microbianas, onde podem ser mantidas
de 6 a 7 meses. Conforme as necessidades, a cultura &
retirada e inoculada em leite tornassolado (leite pasteuri-
zado, contendo um indicador) e incubada a uma tempe-
ratura que pode variar entre 20°C e 30°C, dependendo
de sua atividade, para ser entéo transferida a um volume
maior de leite que servira como base para a cultura. Este
processo tem recebido boa aceitacdo na Franca, onde
pesquisadores o consideram vantajoso {27), por ndo
apresentar os problemas observados no método tradi-
cional.

Liofilizagdo — Este método & mais sofisticado e re-
quer, além de eguipamento especial, boas técnicas de
laboratério. Embora este processo de preservacdo ofe-
reca inimeras vantagens, do ponto de vista do tempo de
manutencdo e facilidade de armazenamento, ha casos
em que a porcentagem de células mortas é elevada, po-
dendo mesmo alcancar 80% (27). Para reativacio, é
necesséria a transferéncia do inoculo, véarias vezes, ndo
sendo possivel o uso de culturas, imediatamente ap6s
sua retirada do local de armazenamento.

Desidratacdo — Em grandes quantidades, as culturas
poderdo ser desidratadas por meio do processo de “‘spray-
-drying”’, fazendo-se uso de ar quente, cuja temperatura
ndo podera ultrapassar ps 85°C.

Concentracdo e Congelamento — Nos Estados Uni-
dos, Austrélia e Franca, um novo processo tem sido em-
pregado, o qual consiste na preparacdo de suspensdes
concentradas de células (em volta de 10'"/g), usando-
-se centrifugagdo no momento de méximo crescimento.
A suspensdo é entdo mantida em niti’ogénio tiquido,
a —196°C (2).

A atividade dos microrganismos é preservada, de
acordo com os resultados obtidos em laboratério, e tais

culturas poderdo ser usadas imediatamente, diretamente
ou através de.um “‘fermento’’, reduzindo o trabalho e
custos de manutencdo. Como vantagens deste proces-
so, tém sido consideradas a reduciio do tempo de fer-
mentacdo e a diminuicdo do risco de ataque por bacte-
ri6fagos (16).

Fatores a Considerar no Uso de Microrganismos
na Fabricac¢do de Produtos Fermentados de Leite

A Composicdo do Leite — O leite & um produto que
apresenta qualidade variavel para servir como meio de
cultura de bactérias lacticas. No laboratorio, é aconse-
Ihavel usar leite reconstituido a partir de leite em pé, pro-
veniente de um mesmo lote de fabricaco.

Na preparacdo de leites acidificados, o contetido de
gorduras e material s6lido pode ser controlado. Em al-
guns casos, faz-se a adicdo de 4cido citrico ou citrado
de s6dio (0.1 a 0.2 por cento) para o melhor desenvolvi-
mento de aroma e estabilidade (5). A composicdo do
leite (contetdo de gordura, por exemplo) podera influen-
ciar também a prépria consisténcia do produto final,
que pode ser melhorada através da homogeneizacio do
leite {32).

Na fabricacdo de iogurtes, a composicio do leite tem
papel muito importante, porque a bactéria termofilica
é susceptivel a essas possiveis variaces.

Estudos indicam que a natureza do solo, o tipo de
alimento dado ao animal, e o seu estagio de lactacdo,
além de variacGes genéticas, podem alterar a qualidade
do leite, afetando o crescimento das bactérias em iogur-
tes {15). Os mesmos estudos indicam que tal efeito po-
de ser apreciavelmente reduzido, aumentando-se o tem-
po e temperatura de aquecimento do leite em quest&o.

As culturas s&o em geral muito susceptiveis a nature-
za do leite e também a possivel presenca de antibidticos
no leite. E aconsethavel, pois, a preparacdo de iogurtes
com leite recebido no maximo 24 horas antes, na fabrica,
que tenha sido distribuido em varios tanques e resfriado
a um nivel de temperatura por voita de 10°C. Durante
este periodo (recepcdo-uso do leite), o laboratério podera
testar diferentes culturas, com respeito & sua atividade,
e determinar em que tanques esta o leite para preparacdo
de iogurtes com boa acidez, aroma e consisténcia.

Em certos casos, 0 uso de leite cru oferece certas
vantagens sobre o leite pasteurizado, devido & presenca
de uma flora mais complexa que, atuando em certos
componentes do leite, principalmente substancias nitro-
genadas, favorece o crescimento da bactéria termofilica.
Esta flora pode também ajudar na destruicéo de penici-
lina, que pode ainda estar presente para impedir uma
boa fermentac&o (35). No caso em que se faca uso de
leite que tenha sido previamente pasteurizado, é reco-
mendavel efetuar uma inoculacdo (0,2%), com um fer-
mento mesofilico, para reposicéo da flora natural e me-
lhoria das propriedades do leite como meio de cultura
para o crescimento de microrganismos termofilicos.
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Tratamento Térmico — As condicBes em que o leite
é aquecido podem afetar a atividade da bactéria lacti-
ca (3). O tratamento térmico pode oferecer acdo estimu-
lante, ao destruir inibidores naturais, presentes no leite,

ao promover a formacdo de fatores de crescimento ou a-

eliminacdo de oxigénio (32), ou um efeito inibitorio, pelo
bloqueio de amino-acidos com a lactose.

Alguns autores (19, 32) tém demonstrado que algu-
mas combinacBes de tempo e temperatura sdo favoraveis
e outras desfavoraveis. A maioria reconhece que o leite
nunca deve ser aquecido por periodos muito longos, a
altas temperaturas.

O tratamento térmico poderad também afetar a consis-
téncia do meio, pela precipitacdo das proteinas soliveis
no leite {(32) e, em tais casos, deve lancar-se mdo de um
bom critério de julgamento para se estabelecer uma com-
binacdio de tempos e temperaturas que constitua a me-
lhor escolha para a necesséria consisténcia do produto
final e 0 bom desenvolvimento das bactérias do &cido
lactico.

As bactérias termofilicas ndo crescem bem em leites
insuficientemente aquecidos. Tendo isso em conta, é
recomendavel dar um trataimento térmico ao leite, no
minimo até 100°C, durante 45 minutos (32), quando da
fabricacdo de iogurtes. Outros autores (4) tém indicado
que o leite aquecido em autoclave estimula o cresci-
mento de lactobacilos, devido a influéncia do acido fér-
mico. “

Nos casos em questdo, o tratamento térmico podera
ser conduzido em sistemas continuos ou descontinuos.

Técnicas de Subcultivo e Incubacdo — Dependendo
dos programas de fabricacdo em curso, o niamero e vo-
lume das culturas intermedidrias, necessarias para for-

- mar o fermento, & estabelecido. Em geral, no laborat6-
rio da fabrica tem lugar o subcultivo, partindo-se da
cultura original até o tanque de fermentacdo. A quanti-
dade do in6culo varia com o tipo de fermento e do pro-
duto que se deseja obter. No caso particular do iogurte
p. ex., o utilizado varia entre 2 e 3 e a incubaco é feita
numa incubadora a temperatura proxima a 6tima reque-
rida pela cultura em questdo.

Ap6s a coagulagdo — que terd lugar a pH entre 4. 8 e
5.0 — a incuba¢do deve ser interrompida e a cultura man-
tida a baixa temperatura (5°C), para se evitar a produgéo
de acido em excesso. '

E importante que o volume envolvido na preparacéo
do inéculo seja cuidadosamente considerado, com vis-
tas a facilitar as rapidas trocas de calor envolvidas antes,
durante e depois da fermentacéo.

Para a fabricac#o dos leites fermentados, o leite ori-
ginalmente recebe um indcuio de 1a 3%. E muito impor-
tante que o indculo seja usado cuidadosamente, com
vistas a alcancar os melhores resultados. Em geral, es-
pera-se uma acidez final entre 2 e 3 ppm e aroma e con-
sisténcia satisfatorios.

No momento de iniciar um programa de fabricacéo,
quando grandes quantidades de leite sero usadas, de-
cisBes importantes devem ser feitas com antecipacdo.
Tal &€ o caso do tempo e temperatura de fermentacao,
bem como a quantidade de cultura a incubar e transferir.
O estagio final de fermentagdo reveste-se de especial
importancia, quando o nivel final de acidez pode ser fun-
¢80 do tempo de resfriamento, com conseqiiente efeito
no sabor e aroma do produto. Em leites fermentados,
mesmo na etapa de engarrafamento (ou enlatamento),
devera haver cuidado especial, evitando possiveis alte-
racBes no produto, provenientes da incorporagéo de ar,
devido a mal funcionamento de equipamento ou erros
operacionais no processo.

Em iogurtes, as culturas mantidas em simbiose de-
verdo ser subcultivadas diariamente, em leite desnatado,
esterilizado em autoclave. O balanco de crescimento en-
tre os iactobacilos e os estreptocdcés podera ser seguido
ao microscopio. :

Em alguns casos, é aconselhavel a preparagéo simul-
tanea dessas culturas em diversas proporcdes e fazer a
escotha da proporgdo mais conveniente. A possibilidade
de crescimento em separado, e posterior mistura, tem
oferecido interessantes alternativas para alguns fabri-
cantes. Isto facilita o melhor balanco das populactes
microbianas, logo no inicio da fermentacéo.

Possiveis Defeitos — Defeitos bacteriologicos podem
trazer sérias conseqiiéncias num processo de fabricacéo.
0 desenvolvimento de sabores e odores estranhos pode
ser provocado por mutagdes ou erros na selegéo de cul-
turas. Em outros casos, contaminacdes por microrganis-
mos indesejaveis podem ser aceleradas por incentivo na
acidez do meio.

No caso de cremes acidificados, em virtude do alto
contetido de gordura, além dos
leites fermentados, defeitos por rancidez e oxidacdo po-
dem ocorrer.

;‘

efeitos encontra

P o o
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Conclusdes

No presente trabalho, consideracBes importantes, re-
ferentes a selecdio, manutencdo e uso de microrganismos
para a fabricacdo de produtos fermentados de leite, fo-
ram apresentadas.

O sucessc na comercializagéo destes produtos, num
pais em crescimento industrial, tal como o Brasil, depen-
dera principaimente do uso eficiente de microrganismos
apropriados, dentro da sisteméatica e precau¢fes que a
natureza desses produtos requer.

Possibilidades ha que, com o desenvolvimento de no-
vas técnicas de inoculagdo e isolamento, maior nimero
de fabricantes possa incluir novos produtos fermenta-
dos de leite em suas linhas de fabricacdo, com menores
riscos técnicos, atendendo assim a um novo mercado de
produtos derivados de leite, que deverd, muito em bre-
ve, estender-se enormemente.
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Cultivo continuo de microrganismos em regime transitdrio
Walter Borzani, Marina L. R. Vairo*, Rosana E. Gregori*™,
Margarida M. dos A. Magalhdes™ * & Lilian B. Chueiri**
Resumo

Com o principal objetivo de ressaltar a aplicabilidade do método dindmico {cultivo continuo em regime transitorio) ao estudo
do comportamento de sistemas microbianos em diferentes condic8es experimentais, os autores apresentam resultados obti-
dos em cultivo continuo aerdbio de Saccharomyces cerevisiae, em meio de melaco de cana, variando-se a vaz&o do ar, a fre-
qliéncia do agitador e a concentragdo de sais.

Summary

Unsteady-state continuous cufture of yeast cells

With the main purpose to point out the applicability of the dynamic method (unsteady-state continuous culture) to the study
of the response of microbial systems when submitted to different experimental conditions, the authors present the results
obtained in aerobic continuous cultivation of Saccharomyces cerevisiae on sugar-cane molasses media varying the air rate,
the impeller speed and the salts concentration.

Introducdo

O cultivo continuo de microrganismos, além da impor-
tancia decorrente de suas aplicac®es industriais, ‘apre-
senta indiscutivel interesse no desenvolvimento de estu-
dos microbiolégicos de natureza fundamental.

Dois modos diferentes de agir sdo possiveis neste ca-
s0. No primeiro, procura-se manter inalteradas todas as
condicBes experimentais (temperatura, pH, composicéo
do meio, vazdo de ar, vazdo de meio de alimentacdo,
estado de agitacdo, etc.) de modo que o sistema atinja
um regime estacionario no qual o microrganismo, con-
tinuamente produzido, é estudado. No segundo caso,
uma ou mais condicdes experimentais sdo propositada-
mente alteradas durante 0 ensaio, procurando-se acom-
panhar as respostas do sistema as perturbaces produ-
zidas e, a partir delas, colher informacdes relacionadas

com o microrganismo em estudo. Ao que tudo indica,
este (ltimo método de estudo, chamado método dina-
mico ou também de cultivo continuo em regime transi-
tério, é particularmente aplicavel quando se procura es-
tudar o metabolismo de um microrganismo em condi-
¢Bes experimentais diversas, ou quando se procura de-
terminar as condicSes 6timas para o desenvolvimento
de um dado processo fermentativo.

Em trabalho anterior**** foi feita referéncia a atual re-
lativa escassez de informacses experimentais sobre o as-
sunto, fato este que impossibilita, no momento, chegar
a conclusOes de carater geral. No citado trabalho, tive-
mos a oportunidade de mostrar de que maneira, lancan:
do-sé mdo do método dindmico, é possivel, com ensaios
simples e relativamente rapidos, identificar o substratc

* Laboratério de Engenharia Bioquimica, Departamento de Engenharia Quimica, Escola Politécnica da USP, C.P. 8174, S#o Paulo, Brasil.
** Companhia Estadual de Tecnologia de Saneamento Basico e de Defesa do Meio Ambiente (CETESB), Av. Prof. Frederico Hermann Jr., 465, Sdo

Paulo, Brasil.

*#* Bolsista do Centro de Pesquisas e Desenvolvimento (CEPED), Camacari, Bahia, Brasil.
##%* Vairo, M.L..; Gregori, R.E. & Borzani, W. — Respostas de um cultivo de Saccharomyces cerevisiae a perturbagdes por impulso provocadas

por adig#o de sulfato de aménio. Rev. Bras. de Tecnologia (no prelo).
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limitante no cultivo de um dado microrganismo.

Nesta nota procura-se mostrar, sempre através do
método dindmico, de que maneira pode ser estudada a
influéncia dos seguintes fatores no cultivo aerdbio de le-
veduras: vazdo do ar, freqgliéncia do agitador. e concen-
tracdo de sais.

Materiais e Métodos

Microrganismo — Em todos os ensaios utilizou-se Sac-
charomyces cerevisiae isolado de fermento prensado
comercial e conservado, a temperatura ambiente, em
meio de cultura sblido (extrato de carne: 3,0 g; peptona:
5,0 g; glicose: 10,0 g; agar-agar: 15,0 g; d4gua destilada:
1.000 ml). Os repigues da cultura eram realizados cada
dois meses, mantendo-se os tubos em estufa a 30°C
durante 24 a 48 h ap6s a inoculacdo.

Melaco — A principal fonte de carbono utilizada no pre-
paro dos meios de cultivo foi melago de cana-de-aclcar,
possuindo 56,3% de aclcares redutores totais (calcula-
dos como glicose).

Meios de fermentacdo — Qs ensaios foram efetuados
com meios de melaco de cana-de-aclcar, preparados
da seguinte nfaneira:

a) diluir 2,25 litros de melaco em 7,75 litros de agua po-
tavel (o meio resultante contém, aproximadamente,
200 g de actcares redutores totais por litro); b) adicionar
15,0 g de NaH2P04H20,' previamente dissolvido em
250 ml de &gua potavel; c) aquecer a 100°C durante

15 min e, em seguida, a 115-120°C por 15 min; d) man- -

ter em repouso por 24 a 48 h e sifonar ndo mais da meta-
de do sobrenadante clarificado, diluindo-o com igual vo-
lume de dgua potavel; e) adicionar 45 ml de solucdo con-
centrada de HCl {d = 1,18) para cada litro de meio e
aquecer a 65-70°C por 10 min; f) ajustar o pH do meio,
a temperatura ambiente, entre 4,5 e 4,7 com solucdo
4,0 N de NaOH; g} diluir com agua potavel, de maneira
a se alcancar uma concentracdo de acucares redutores
totais proxima de 30 g/!; h) distribuir o meio diluido em
erlenmeyer de 500 ml (100 ml em cada frasco), em ba-
|8es de 12 litros (10 litros de meio em cada um) e no fer-
mentador de 7 litros (2,7 litros de meio); i) esterilizar a
120°C durante 30 min; j) ao meio esterilizado e frio, adi-
cionar volumes convenientes de solucBes de MgS0,47H,0
{250,0 g/1), de NaH,PO,.H,0 (240,0 g/1) e de (NH,),50,
(300 g/1), previamente esterilizadas em separado (120°C;
30 min), de maneira a se alcancar, no meio final, con-
centracBes daqueles sais respectivamente iguais a 0,25
g/l,2,4g/1e3,0g/l.

No ensaio realizado com a finalidade de observar a
influéncia da concentracdo de sais, o preparo do meio
foi realizado da maneira descrita, até a fase correspon-
dente ao ajuste do pH (item £}, inclusive. A partir desse
ponto, operou-se do seguinte modo: 1) desmineralizar
0 mosto com auxilio de resinas aniénicas e catidnicas;
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2) diluir o mosto resultante com &gua desmineralizada
de maneira a se conseguir uma concentracdo de aclca-
res redutores totais aproximadamente igual a 30 g/i;

3} proceder de acordo com os itens h e /; 4) adicionar os
sais citados em J, previamente dissolvidos em agua des-
mineralizada. ,

Na c!arificacéd do meio (itens a, b, ¢ e d), necessaria
para que ndo se forme precipitado na esterilizacdo (item-
7, utilizou-se a técnica descrita por Borzani & col. ().
A hidrélise descrita no item e foi realizada seguindo as
recomendacdes de Falcone & col. (4). A correcdo do
meio quanto aos teores das fontes de fosforo e de mag-
nésio foi efetuada segundo Borzani & Vairo (3).

Para simplificacdo, a expressdo "aclcares redutores
totais”’ serd representada, neste trabalho, pela sigla
A.R.T. Na medida das concentractes de A.R.T., estes
s8o considerados como glicose.

Equipamento utilizado nos ensaios — Os ensaios foram
realizados em um fermentador, do tipo Microferm, de 7
litros de capacidade nominal, fabricado pela New Bruns-
wick Scientific Co. Inc., com controles da temperatura,
do pH (por adicdo automatica de solucdo 4,0 N de NaOH),
da vazdo de ar e da freqgiiéncia do agitador. Utilizou-se o
alimentador de vaz&o descrito por Borzani & Vairo (2).

Verificacdo da homogeneidade do sistema — A homoge-
neidade do sistema foi verificada segundo a técnica descri-
ta em trabalho anterior*. (ver nota na p. 88}

Preparo do inoculo — O microrganismo foi inoculado em
tubos contendo meio glicosado solido (item 1) e incubado
a 30°C durante 48 h. Cada tubo recebeu 2,0 ml de meio
de melaco e foi agitado de maneira a suspender as células
no meio. Os contedos de trés tubos foram adicionados
a um erlenmeyer de 500 ml, contendo 100 ml de meio.
Os erlenmeyers foram entdo incubados a 30°C, em agita-
dor rotativo tipo NBS Girotory Shaker, modelo G 25 (fre-
quéncia = 400 rpm; excentricidade = 3 cm) durante 12 a
14 horas. Os contetidos de trés erlenmeyers foram utiliza-
dos para inocular o fermentador. Lembrando-se de que o
fermentador continha 2,7 litros de meio, a adicdo do'ind-
culo elevava o volume de liquido, na dorna, a 3litros.

Descricdo de um ensaio — Uma vez inoculado o fermen-
tador aguardava-se, nas condicBes experimentais escolhi-
das, um periodo de 4 a 8 horas, suficiente para garantir
o microrganismo em fase exponencial de crescimento,
antes de se dar inicio a fermentacdo continua. O anda-
mento desta Ultima era acompanhado, colhendo-se, pe-
riodicamente, amostras (10 a 25 ml) do quuidd do fer-
mentador para as determinacGes descritas mais adiante.

Os ensaios foram realizados a (30,0 = 0,5)°C, pH = 45
a 4,7 e, a ndo ser observacdo em contrério, freqliéncia
do agitador igual a 500 rpm e vazdo de ar igual a 4 litros/min.
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Controles analiticos — O andamento dos ensaios foi
acompanhado, medindo-se os aspectos mencionados
a seguir:

a) Concentracdo de A.R.T. no meio: utilizou-se 0 méto-
do de Somogyi (5).

Concentracdo de células: 5 ml do meio forém centri-
fugados {4.000 rpm; 1.300 x g; 10 min), o sedimento
era lavado com agua, novamente centrifugado e sus-
penso em agua destilada em baldo volumétrico: me-
diu-se entdo a transmitancia da suspensio a 610 nm,
em espectrofotdmetro Coleman Jr Il, modelo 6/20,
previamente calibrado. A calibraco do espectrofotd-
metro foi realizada com suspensdes, de‘cc}ncentra—
cBes conhecidas, de células cultivadas em meio de
melaco. A unidade das células foi medida por secagem
em estufa a 100-105°C durante 3 horas, tempo este
suficiente para se -conseguir massa constante. As
concentracOes de células sdo expressas em gramas
de matéria seca por litro.

b

Resultados e Conclusdes

A Figura 1 mostra os resultados obtidos no ensaio
realizado com a finalidade de observar a influéncia da
vazdo do ar e da freqliéncia do agitador:

A Figura 2 retine os resultados obtidos no ensaio de-
senvolvido com o objetivo de verificar a influéncia da
concentracao de sais.

As curvas das Figuras 1 e 2 apresentam, de maneira
muito clara, a influéncia dos fatores em apreco no culti-
vo estudado, dispensando comentarios adicionais.

Interessante observar, na Figura 2, que o aumento
da concentragdo de células (trecho BC) ndo acarreta
diminuicdo da concentracdo de A.R.T. Muito provavel-
mente, os aglicares consumidos no trecho AB s8o par-
cialmente transformados em compostos intermediarios
oxidaveis, que passam a ser metabolisados pelo micror-
ganismo quando o fermentador é alimentado com mosto

‘preparado com agua potavel.

A relativa rapidez com que puderam ser obtidos os
resultados experimentais, coloca em nitido destaque uma
das grandes vantagens do método dinamico.
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Fig. 1 — Influéncia da vaz8io de ar e da fregiiéncia do agitador no cultivo Trecho Vazéo de ar (litro/min) Frfaqﬁencia do
continuo de Saccharomyces cerevisiae. X = cqncentracéo de células. agitador (rpm)
Concentracdo de A.R.T. no meio de glimentac;éo = 35,9 g/litro. Vazdo
especifica de alimentacdio = 0,16 h™'. Inicio da fermentagdo continua AB 4,0 500
no ponto A, Condig@es de aeraco e agitacio: BC 40 300
CD 2,0 300
DE 4.0 500,
EF 2,0 500
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Fig. 2 — Influéncia da concentracdo de sais no cultivo continuo de
Saccharomyces cerevisiae. S = concentracdo de A.R.T. no meio em
fermentacdo. X = concentracdo de células. Concentracio de A.R.T.
no meio de alimentacdo = 29,3 g/litro. Vaz3o especifica de alimenta-
c¢do = 0,16 h'". Inicio da fermentag8o continua no ponto A. Trecho AB:
mosto preparado com &gua desmineralizada. Trecho BC: mosto prepa-
rado com agua potavel,
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Estudo preliminar da vinhaga como substrato para leveduras

Samia Maria Tauk”®

Resumo

Leveduras do género Candida e Torulopsis { Torula) utilizaram os compostos do meio de cultura preparado com vinhaga, com
diferentes nivéis de atividade. O pH 6timo de desenvolvimento foi determinado entre 4,6—4,8, através de curva de crescimento
em diferentes pH. Apos 48 horas de crescimento, as culturas foram centrifugadas para determinag8o de proteina, biomassa,

matéria seca, N total e fésforo.

Summary

Preliminary study of the vinesse as a substrate for yeast growth

Strains of Candida and Torulopsis (Torula) species maintained in submerged culture were able to utilize the compounds of the
vinesse media with different Ieyets of activity. Optimal pH was 4.6-4.8. Total biomass, dry weight, total N, protein and pH

values of the medium were followed during a 48 hr culture period.

Introducdo

O aproveitamento da vinhaca, como substrato para
crescimento de levedura, ja esta se desenvolvendo entre
nos.

Pesquisas realizadas em vérias partes do mundo séo
acordes em apontar as leveduras Torulopsis utilis {Can-
dida utilis} como as que oferecem melhores resultados,
por serem organismos pouco exigentes e de rapido cres-
cimento.

Lefrancois (3) discutiu o problema de recuperacdo
das leveduras nas fermentacges alcodlicas e a producdo
de proteina a partir da vinhaga. Goering & Houle (2} ve-
rificaram a obtencdo de leveduras a partir de cevada, de-
terminando a utilizacdo do nitrogénio (N), carboidratos
e efeito do fosfato na assimilac8o do N por Candida utilis.

_Malanowska & Koslowska (6} utilizaram meio de vinha-
¢a, contendo 10% de melago, no cultivo de Torulopsis
utilis (Torula utilis).

As proteinas de Torulopsis utilis foram isoladas para
uso em alimentac8o por Mitsuda & col. {10). Soth (18),
procurando meio de cultura para 7. utilis e C. mycoder-

ma, verificou que, em liquido sulfitico, a massa celular
foi de 11,5 g/ 12 horas, quando trabalhando com cultura
mista das duas linhagens. ‘

Em liquido obiido do melaco, apds separacao do acu-
car com célcio (Ca), contendo 0,32-1,0% de actcar re-
dutor, Notkina & col. (11) obteve massa de células de
T. utilis com 47 a 60% de proteina.’

Matsuo & col. (8} obtiveram células de C. utilis em
substrato de vinhaca contendo 1,6% de aclcar total,
1,2% de N total e 7,3% deé matéria organica. A levedura
obtida continha 45% de proteina. Os mesmos autores. (9)
obtiveram leveduras com 50% de proteina de C. utilis
e 456% de proteina de C. arborea.

Varios autores {7, 12, 15, 18} obtiveram resultados
satisfatorios na producdo de proteina de leveduras em
meios de cultura de baixo custo.

O presente trabalho n#o visa apresentar um método
que venha a substituir os ja tradicionais, mas .adiciona
dados que, em tentativa preliminar, fornecam condic8es
para melhores rendimentos na producdo de proteina de

leveduras.

* Departamento de Ciéncias Biol6gicas da Faculdade de Filosofia, Ciéncias e Letras de Presidente Prudente — Rua Roberto Simonsen n® 305 —

19.100 Presidente Prudente - SP.
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Material e Métodos

Organismos e métodos de cultura — As leveduras utili-
zadas foram originariamente obtidas no Instituto Zimo-
técnico ' Prof. Jayme Rocha de Almeida, da Escola
Superior de Agricultura Luiz de Queiroz, Piracicaba, SP,
em meio de glicose-peptona, a que chamamos de meio
completo para leveduras.

As linhagens compreendem: ‘Candida brumpti, C.
zeilanoidea, C. robusta, C. stellatoidea, C. parapsilosis,
C. quilliermondi, C. intermedia, C. pseudotropicalis ATCC,
C. solani, C. melinii, C. melibiose, C. membranofaecalis,
C. vartiovaarai, C. krusei, Torulopsis utilis e T. asperula.

Foram feitas transferéncias em Erlerimeyers de 500 ml
de capacidade contendo 90 ml de meio, colocados em
mesa agitadora, para-aeragéo.

Dosagem de vinhaca pura — Na vinhaca, foram determi-
nados, quantitativamente, carbono, potassio, célcio,
cinza, actcar redutor, nitrogénio, matéria seca e proteina
total. Os resultados obtidos foram determinados a partir
de trés amostras de vinhaca, antes do cuitivo das leve-
duras. As formas de agtcar redutor foram determinadas
segundo Somogyi (17), nitrogénio total e proteina total
por Kjeldahl (4), fosforo segundo os métodos descritos
por Lott & col. (5), potassio por fotometria de chama

de absorc@o Perkin & Elmer (13) e célcio pela mesma

técnica de Bataglia & Gallo (1).

Desenvolvimento das leveduras em meio de vinhaca —
As leveduras foram inoculadas em 90 ml e meio de vi-
nhaca a 100%, pH 4,6 durante 48 horas, em temperatura
de 30 a 32°C. Ap6s o cultivo, foram determinados mas-
sa seca, N, P, PO, residuo sebo, gordura, proteina total
segundo os métodos descritos pelos autores acima ci-
tados.

A curva de crescimento das leveduras em substrato
de vinhaca foi determinada através da massa seca obtida.

Para determinacdo da curva de crescimento em di-
ferentes gradientes de pH, de 4,2 a 5,8, o acerto do meio
foi feito com HCl ou NH,OH.

. Paulo), 7(4). 1976 .. 83

Resultados

A vinhaca pura sofre alterac8es, de acordo com a sa-
fra da cana, época da safra e com a regifio do cultivo.

Com base nesses fatores, os primeiros ensaios foram
estabelecidos em vinhaga de 1974, da Usina Santana,
da regido de Rio Claro, SP, coletada nos meses de ju-
nho-jultho. Os dados obtidos estio distribuidos na Tabela 1.

Os resultados obtidos no desenvolvimento de leve-
duras em vinhaca a 100%, est&o na Tabela 2.

Através dos resultados da Tabela 2, foram selecio-
nadas 11 linhagens para determinacdo da curva de cres-
cimento e sensibilidade ao pH.

As curvas de crescimento foram determinadas por
mg de matéria seca / 100 ml de vinhaca (Figs. 1-4).

O crescimento das linhagens selecionadas, sob dife-
rente pH, através da matéria seca (mg/100 ml de meio),
esta indicado nas Figs. 5-8.

Discussdo

Os dados da Tabela 1 permitem concluir que a vinha-
ca & um substrato que, embora pobre, tem condi¢Ges
de apresentar macronutrientes como carbono, potassio
e célcio.

0 uso da vinhaca como meio de cultura para produ-
cdo de proteina de leveduras é restrito, como podemos
observar na Tabela2.

As leveduras do género Torulopsis tém composic&o
quimica de: agua, 5,85%; cinzas, 9,07%; fosforo, 1,92%;
célcio, 0,85%; proteina, 47,43%; gorduras, 1,01-4,84%
e fibra, 0,82%.

Comparando com essas porcentagens, as leveduras
citadas na Tabela 2 apresentam baixa porcentagem de
proteina total, fésforo e cinzas. Quanto a porcentagem
de N total, nossos resultados foram supetriores aos de
Matsuo & col. (8). ) _

Baseando nesses resultados selecionamos 11 linha-
gens de leveduras que apresentaram quantidades mais
elevadas de proteina total, massa seca, N total e P, quan-

TABELA 1
AMOSTRA MATERIA CARBONO  NITROGENIO ACUCAR CINZA PROTEINA K Ca
SECA REDUT. TOTAL
g/1 g/1 %

1 3,60 6,19 4,7 5,6 2,86 29,38 2,5 2,8

2 4,18 6,20 4,5 5,6 2,80 29,88 2,6 2,7

3 3,98 6,18 4,2 5,6 2,79 23,62 26 2,6

4 3,40 6,20 4,1 5,6 2,82 24,38 2,4 2,8

5 3,45 6,10 4,4 5,6 2,83 26,25 25 2,8
Média 3,72 6,19 4,4 5,6 2,80 26,70 2,5 2,7

Anélise de macronutrientes de vinhaca obtida na Usina Santana - Rio Claro - SP - 1974,
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TABELA 2

Levedura pH Massa Proteina N Residuo P P,05 Gord.

Seca total

g/1 % % mg/1 % % %
C. brumpti 5,0 18,562 26,25 4,2 0,79 0,6 1,35 1,02
C. zeilanoidea 5,2 13,48 38,12 6,1 0,72 0,5 1,09 1,12
C. robusta 5,3 13,58 32,19 5,2 0,89 0,4 0,93 1,14
C. stellatoidea 5,5 24,87 30,94 5,0 0,95 0,5 1,14 2,08
C. parapsilosis 4,9 30,31 27,44 4,4 0,88 0,4 0,98 1,04
C. quilliermondi 4,8 12,64 23,75 3.8 9,75 0.4 0,82 1,18
C. pseudotropicalis 4,3 37,71 27,81 45 0,75 0,4 0,87 1,24
10C
C. utilis 4,1 18,59 32,00 5,1 0,82 0,5 1,19 1,85
C. intermedia 5,3 45,62 25,37 4,1 0,60 0,6 1,37 2,07
C. pseudotropicalis 4,9 32,38 26,25 4,2 0,63 0,6 1,42 1,92
ATCC
C solani 5,0 10,30 33,56 5,4 0,74 0,5 1,14 1,61
C. melinii 4,8 68,73 15,62 2,5 0,71 0,6 1,29 1,23
C. membranofaecalis 5,4 94,50 19,69 3,2 0,61 0,2 0,29 1,50
C. vartiovaarai 5,3 71,50 20,00 3,2 0,71 0,3 0,76 1,84
C. krusei 5,4 55,18 23,31 3.7 0,72 0,6 1,35 2,02
T. utilis 5,4 28,25 32,56 5,2 0,88 0,6 1,35 2,20
T. asperula 5,3 22,82 15,81 2,5 0,82 0,3 0,69 1,89

Determinagao do rendimento de leveduras cultivadas em meio de vinhaca a 100% obtida na Usina Santana - Rio

Claro - SP

do cultivadas em vinhaca 100%. Destas 11 leveduras,
verificamos o comportamento quanto ao pH e curva de
crescimento em vinhaga. (Figs. 1-8).

Além da composicdo quimica da massa celular, veri-
ficamos que, na vinhaca utilizada, as condicdes de cul-
tivo para resultados satisfatérios sdo pH 4,6-4,8, em 48
horas. No entanto, Soth (18} encontrou melhores resul-
tados com cultura mista de 7. utilis e C. mycoderma,
em vinhaca 100%.

As leveduras consideradas ‘selvagens’’ t&ém sido uti-
lizadas como fonte de proteina, na substituicdo daque-
las provenientes de gado e peixes.

Cientistas de todo mundo t&m procurado meios para
se conseguir aminoacidos, de maneira a se tornarem
acessivel a populacdo, como fonte de alimento. Todavia
a dificuldade esta em se conseguir leveduras que se de-
senvolvam bem em meio relativamente pobre, que com-
pense a extracdo economicamente.

No inicio do projeto, propusemo-nos a estudar o de-
senvolvimento de leveduras dos géneros Candida e To-

rulopsis em vinhaca. Nesse meio de cultura, as leveduras
inicialmente apresentaram resultados inferiores aqueles
necessarios a sua industrializac8o (Tabela 2).

No entanto, j& estdo sendo desenvolvidos testes de
adaptacdo de leveduras em vinhaca com cultivos seria-
dos, havendo resultados preliminares satisfatorios que
justificam a continuidade dos experimentos.

Serzedello & col. (15) chegaram a conclus3o de que
a vinhaca & um substrato pobre para a obtencdo de mas-
sa celular de levedura e, com a simples adi¢do de seu
proprio residuo autolizado, é possivel melhorar em 50%
a sua capacidade alimentadora para Torulopsis.

Entretanto, achamos que os métodos que ndo exi-
gem e ndo complementacdo & vinhaca seriam mais aces-
siveis aos usudrios, para aplicacdo em suas usinas de
cana-de-actcar.

A obtencdo de linhagens de leveduras adaptadas 2
vinhaca poderia facilitar o uso industrial desses microrga-
nismos para a producdo de massa proteica como com-
plementacio alimentar.
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DETERMINACAO DA CURVA DE CRESCIMENTO DE LEVEDURAS EM VINHACA A 100%,
ATRAVES DE mg DE MATERIA SECA POR 100 mi DE MEIO

FIG. 1 * FiG.2
4804 ————— Candida pseudotropicallis |OC 480 - )
lllll Candida pseudotropicallis ATCC = == Candida Brumpti
. Candida stellatoidea
4004 versenenenennCandida parapsifosis

g 3204 e O O
& ’ :
8
@
b
g
3
oy
&
120 FIG. 4 \\\O\.ll:O//
~ AN
e ~
- \,
. N\
...................... ) 100 4 \o\\\o\ Q
3 80 -
3
3
&
5 60 A
g
3
40 4 ==~ Candida zeilanoidea » 40 3
' wvemesernenne. Candida solani & ] 3 == ——— Candida intermedia
Candida robusta weensanen TOrUlG Utilis
20 4 20 ~——— Candida utilis
T ¥ ¥ T T i T T T T T T ¥ T T T

0 12 24 36 48 60 72 84 96 0 12 24 36 48 60 72 84 96
horas horas .



S.M. Tauk

96

mg de matéria seca por litro

mg de matéria seca por litro

100+

80

DETERMINACAO DA CURVA DE CRESCIMENTO DE LEVEDURAS EM VINHACA A 100% EM DIFERENTES pH

FIG. §

Torula utilis
|||||| Candida utilis
wevsneennnnn. Candida intermedia

100+

FIG. 7
- == Candida stellatoidea
Candida parapsilosis
wrereeeneeenn Candida zeillanoidea
- -0 o O-eeee
.0 o
\\\\AYI// ) C...
o oo T o.....
-~ Bt e ©
P B oo N
b\\ e

4,2 4,4 4,6 48 50 52 54 5,6 58

mg de matéria seca por litro

mg de matéria seca por litro

1001

80

60+

FIG. 6

Candida pseudotropical I0C
lllll Candida pseutropical ATCC
.............. Candida brumpti

-

o

o
1

[o]
(=]

[o2]
[ew]

42 44 46 48 50 52 54 586 58

FiG.. 8

Candida solani
|||||| Candida robustz

-
- ./v/o
:OIllllo.lll.l

JVIIII.O




-

N

o £

o

~

©

Rev. Microbiol. (S. Paulo), 7(4), 1976

97

Referéncias bibliograficas

. BATAGLIA, O.C. & GALLO, J.R. — Determinacdo de célcio e mag-

nésio em plantas, por fotometria de chama de absorcéo. Bragantia,
31:57-72, 1972.

. GOERING, K.H. & HOULE, M.H. — Production of fodder yeast

from barley. Preliminary studies on the use of the Waldhof fermentor.
Cereal Chem. Amer. Assoc. of Cereal Chem., 40(1):18-30, 1963.

LEFRANCOIS, M. — La récupération des levures dans la fermen-

tation alcoolique. Industries Agricoles et Alimentaires, 70:9-10,1853.

. KJELDAHL, J. — Determination of N total. A.O.A.C. - Official

methods of analysis. A.0.A.C., Washington, 9th ed. 1960.

LOTT, W.L.; NERY, O.P.; GALLO, J.R. & MEDCALF, J.C. — A
técnica de anéalise foliar aplicada ao cafeeiro. Campinas, Instituto
Agrondmico, 29 p. 1956.

MALANOWSKA, J. & KOSLOWSKA, E. — Utilization of some
compounds from vinasse and molasses and vinass, containing worts
during yeast production. Przemysl Ferment, 8(11).88-89, 1965.

. MALANOWSKA, J.; SKIBS, M.; LEBENDZINSKI, S. & WOJCIES-

ZAK, P. — Yeast cultivation on the molasses-slops, supplemented
with molasses. Pr. Inst. Lab. Inst. Przem. Ferm, 17(3):27-48, 1967.

. MATSUO, T.; INSHIKAWA, F.; YAMANAKA, M.; ISHIOKA, S.;

KAWAKI, U. & KONISHI, J. — Yeast production from alcohol distil-
lation slops of cane molasses. Minist. Intern. Trade Ind. Tokyo, 24(2):
67-70, 1966.

MATSUQ, T, ISHIKAWA, F. ; YAMANAKA, M.; ISHIOKA, S. &
KONISHI, K. — Yeast production from alcohol distillation slops of
cane molasses — . Minist. Intern. Trade Ind. Tokio, 24(3):68-70,

- 1966.

10.

11,

19,

MITSUDA, H.; KAWAI, F.; MIBU, R. & SHIKANAI, T. — Protein
foods — | Isolation of protein from Torula Yeast. Kyoto - Japan.
Eiyo Shokuryo, 17(5):342-346, 1965.

NOTKINA, L.G.; ZAPARA, E.M. & BALYBERDINA, L.M. — Growth
of nutrient yeasts in liquors from sugar-free molasses. Ed. Pidoplichko
M.M. Vidavitstwo, 1965.

. NOTKINA, L.G.; ZAPARA, E.M.; GOLUBHIK, M.G. & BALYBER-

DINA, M. — Nutrient yeasts from mother liquor after separation of
sugar molasses. V. Biokhim. Teknol. Pishch. Pro/zvod.,(5):179—186,
1967.

. PERKIN-ELMER. — Revision of analytical methods for atomic

absorption spectrophotometry. Norwalk, Connecticut, 1971.

. SERZEDELLO, A. — Vinhaca como substrato para a producéo de

proteina alimentar. lll Semana de Fermentac&o Alcodlica: Fermenta-
cdo do caldo de cana. 2:303-312, 1962.

. SERZEDELLO, A.; MIGUEL, A.P.N.; CAMARGO, |.H.B. & BAR-

BIERI, G. — Estudos sobre obteng3o de levedura alimentar em subs-
tratos de vinhaca. Rev. Agr., 456(1):22-27, 1970,

. SHAMIS, D.L. & DENISENKO, L.E. — Cultivation of pentose Yeast

in sulfite liquor and the selection of industrially useful strains. 7r.
Mikrobiol. Virusol., Akod. Nauk Taz. 11:30-33, 1968.

. SOMOGYI, M. — A new reagent for determination of sugars. J.

Biol. Chem., 160:61, 1945,

. SOTH, B. — Changes occuring during the yeast fermentation of

wast sulfitz liquors. Acta Chim. Ac. Sci., 47:431-449, 1966.

ZABRODSKIH, A.G.; PARKHOMCHUK, M.A. & VOS'KO, T.P. —

Condiction for molasses spent wash. Tr. Ucr. Nauch. 11:114-124,
1967.




98 J.S. Furtado

Microbiologia nos planos de governo: pesquisa e desenvolvimento*

Jodo S. Furtado**

Resumo

Anélise de planos do governo federal brasileiro, para identificacdo das oportunidades em pesquisa e desenvolvimento para a
microbiologia, com o objetivo de disseminar as intepgdes € programas governamentais e de criar maiores oportunidades para
a participacdo da comunidade cientifica e tecnol6gica para a definico de metas e prioridades. Identificac8o de setores sécio-
-econdmicos para os quais a microbiologia contribui e motivagdo a entidades e especialistas para acompanharem o desem-
penho dos referidos planos governamentais.

Summary

Microbiology in governmental programs: research and development

Analysis of PBDCT - ""Plano Basico de Desenvolvimento Cientifico e Tecnolégico”, the Brazilian basic plan for scientific
and technological development. Approximately Cr$ 22 billions (currency value for 1975) shall be allocated during 1975-1977,
from several Federal Funds and Agencies. The opportunities for R & D in ‘microbiology have been identified with the purpose
to stimuiate a higher particibation of scientists and technologists in goal propositions and priorities definition, and to motivate

a follow up of the governmental performance in science and technology.

A anélise dos planos governamentais em ciéncia e
tecnologia tem duplo objetivo: estimular a participac3o
de pesquisadores e tecnélogos para a proposicido de
metas e diretrizes e criar condicBes para o acompanha-
mento de programas governamentais, pela comunidade
especializada que integra as Sociedades Cientificas.

Na avaliacdo da pesquisa fundamental e pOs-gradua-

¢80 em microbiologia, no Brasil, a comissdo encarrega-

da de propor subsidios para o | PBDCT — Segundo Pla- -

no Béasico de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico
(1) fez os seguintes comentarios em seu relatério:

. A pbs-graduacio e a pesquisa em microbiologia no
Brasil caracterizam-se por apresentar um grupo de
microbiologistas qualificados, especialmente pelas
facilidades que tiveram de estudar em outros cen-
iros.

. Se comparadas a paises em desenvolvimento, a
pesquisa e pds-graduagdio em microbiologia no Bra-
sil estd ganhando terreno, aos poucos, e consoli-
dando sua posicdo. Se comparadas a paises desen-
volvidos, todavia, onde a tradicfio de pesquisa e de
ensino académico, nos moldes da atual pos-gra-

duacdo brasileira, j4 uitrapassaram a varias déca-
das, ainda tem muito o que avancar,

Para recuperar o déficit em recursos humanos para a
pesquisa fundamental e pés-graduacio, foram apresen-
tadas alternativas visando:

. aintegracdo de maior nimero de orientadores para

a p6s-graduacio

. a criac8o de condic8es para aumentar a produtivi-

dade dos atuais orientadores

. eacriacdo de cohdigc")es para elevar o nivel do cor-

po docente de nossos centros universitarios.

A limitacdio metodoldgica imposta para a acdo da co-
miss&o restringia a busca de informacges e a apresenta-
¢80 de subsidios unicamente a “‘centros de pés-gradua-
¢80 reconhecidos pelo Conselho Federal de Educacgo”’
ou a "centros de exceléncia, reconhecidos pelo CNPq
— Conselho Nacional de Pesquisa’’.

N3o foram considerados os nicleos de pesquisa e
desenvolvimento nos quais a microbiologia exerce papel
preponderante, na 4rea de execucdo de projetos, pres-
tac8o de servicos e formag3o de recursos humanos, res-
ponsaveis por apreciavel capacitaco para a inovacdo e

* Conferéncia; Vi Congresso Brasileiro de Microbiologia, Porto Alegre RS, 25-29 de jutho de 1976.
** Instituto de Botanica, Secretaria da Agricultura, Caixa postal 4005, 01 600 S&o Paulo SP Brasil.



Rev. Microbiol. (S. Paulo}, 7(4}, 1976 99

desenvolvimento de tecnologias.

Seus nomes ndo serdo mencionados, em parte para
n3o se cometer a injustica de omissdo de varias entida-
des, por falha de omissdo ou mesmo por seu desconhe-
cimento ao autor.

Visdo geral da microbiologia

A microbiologia € um dos mais abrangentes ramos
das ciéncias biologicas (1).

. A microbiologia médica abrange o estudo dos mi-
crorganismos patogénicos para o homem. Seus
estudos té&m por objetivo o conhecimento detalha-
do do agente e de suas relagbes com o hospedeiro.
Destes conhecimentos, resultam os recursos para
o reconhecimento etioldgico, profilaxia e tratamen-
to das doencas microbianas. A microbiologia mé-
dica também se encarrega do estudo de microrga-
nismos patogénicos para 0s animais, com os mes-
mos objetivos ja mencionados.

. A microbiologia agricola cuida dos microrganis-
mos envolvidos na fertilidade do solo, transforma-
cBes dos compostos de carbono, nitrogénio e en-
xofre; com os agentes etioldgicos de moléstias ve-
getais e no controle bioldgico de pragas que assolam
os campos de plantacdo. Estdo incluidos, na micro-
biologia agricola, os microrganismos envolvidos no
processo digestivo de bovinos e outros ruminantes;
os efeitos benéficos e maléficos dos microrganis-
mos nos processos relacionados ao aumento das
colheitas e na produtividade animal. ‘

. A microbiologia de alimentos cuida do papel dos
microrganismos no preparo e degradacdo de ali-
mentos; os alimentos como veiculo de patégenos;
e os diferentes processos de deteccdo de microrga-
nismos e de preservacdo de alimentos.

. A microbiologia industrial estuda o papel dos mi-
crorganismos na produgdo de proteinas microbia-
nas ("single cell protein”), bebidas, antibi6ticos e
outros medicamentos, alcoobis, acidos, solventes,
aminoécidos, enzimas e outros compostos quimi-
cos; processos de minerac8o (geomicrobiologia);
prospeccio de campos petroliferos, decomposicdo
do petroleo, madeiras, e outros materiais de cons-
truc8o; decomposicdo de despejos (domésticos e
industriais) e residuos da agro-industria.

A microbiologia ambiental representa campo de
estudo bastante amplo e, por natureza, interdisci-
plinar, com grandes reflexos em satde publica.
Esta ligada a processo de purificacdo de aguas,
monitoragcdo ambiental, fninimizagz”ao ou correcdo
de poluicdo ambiental, no solo, dgua e ar.

A estas, dever-se-ia acrescentar a seguinte:

. A microbiologia basica envolve a genética, fisio-
logia, ecologia, estrutura, taxonomia e outras dis-
ciplinas, convencionalmente designadas basicas ou
fundamentais.

Os estudos incluidos nesta categoria sdo os que ndo
se enquadram nos setores aplicados da microbiolo-
gia, anteriormente citados.

A microbiologia participa na formacdo de universita-
rios em diversos campos profissionais: medicina, veteri-
naria, farmacia, enfermagem, odontologia, agronomia,
biologia, engenharia sanitaria e industrial, tecnologia
ambiental, de alimentos, florestal, etc. '

Estima-se que 35.000 alunos recebam, anualmente,
ensinamentos em microbiologia.

Como ramo da pesquisa, apresenta vinculos bastante
fortes com numerosos setores na area social e econ6-
mica.

A microbiologia e as atividades em
ciéncia e tecnologia

Sem entrar em discussBes semanticas ou conceituais,
mas apenas para se adotar um denominador comum pa-
ra comunicac8o, as atividades em ciéncia e tecnologia
podem ser assim categorizadas:

. PESQUISA: atividade criativa, ori'ginal, desempe-
nhada para aumentar a capacitacdo cientifica nos
mais diferentes setores do conhecimento humano.
A pesquisa béasica busca o conhecimento cientifico
sem compromisso de aplicagdo pré-determinado
dos resultados pretendidos. A pesquisa aplicada
visa a aplicacdo pré-determinada dos resultados
pretendidos.

. DESENVOLVIMENTO: atividade de aplicacdo de
conhecimentos acumulados, com o objetivo de ge-
rar novos produtos, processo ou servicos. O desen- .
volvimento corresponde a tecnologia propriamente
dita.

. SERVICOS TECNICO-CIENTIFICOS: exames, ana-
lises, testes, controle de qualidade, padronizacdo,
normalizacdo e atividades afins.

FORMACAOQ DE RECURSOS HUMANOS: cursos,
estagios e treinamento de pessoal, em nivel de pos-
-graduacdo ou de especializacdo pds-universitaria.

A microbiologia é parte integrante de consideravel
nimero de projetos incluidos nos planos de governo.

Pelo fato de serem desconhecidos planos Estaduais,
serdo considerados, no presente, apenas 0s programas
e projetos a nivel do Governo Federal, contidos no |l
PBDCT (2).
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PBDCT: contetdo filos6fico e programético

O 1l PBDCT representa o conjunto de programas,
projetos e intencBes em ciéncia e tecnologia, a serem

desenvolvidos com recursos provenientes de fontes fe- -

derais e resultantes de investimentos feitos por outros
setores (publico e privado) nas atividades de pesquisa e
desenvolvimento.

0 PBDCT representa o desdobramento de capitulo
especifico do PND — Plano Nacional de Desenvolvi-
mento, referente a politica de ciéncia e tecnologia.

As iniciativas partem fundamentalmente do ambito
dos Ministérios e empresas ‘plblicas federais. A evolucio
deve ser feita de maneira a permitir a efetiva implementa-
¢8o do Sistema Nacional de Desenvolvimento Cientifico
e Tecnolégico, sob a coordenacdo geral da SEPLAN —
Secretaria.de Planejamento, da Presidéncia da Republica.

O PBDCT terd como esquema financeiro um orca-
mento-programa trienal, o qual constituir, no orcamento
geral da unifio, o elemento “CIENCIA E TECNOLOGIA",
As dotacSes principais serdo procedentes das seguintes
fontes:

. FNDCT —:Fundo Nacional de Desenvolvimento
Cientifio e Tecnoldgico

. CNPg — Conselho Nacional de Desenvolvimento
Cientifico e Tecnolégico

. CAPES — Coordenaco de Aperfeicoamento do -

Pessoal de Nivel Superior

. BNDE — Banco Nacional de Desenvolvimento
Econdémico

. FINEP — Financ¢iadora de Estudos e Projetos

O volume de aporte finénceiro, previsto para o triénio,
é da ordem de Cr$ 22 bilhdes (a precos de 1975).

A elaborac8o e 0 acompanhamento da execucdo do
PBDCT s8b da responsabilidade do CNPq, cuja reforma
administrativa e juridica foi feita com a intenc¢&o de con-
ferir, 4 entidade, a necesséria base operacional.

Os programas setoriais, contidos no PBDCT, estio

assim sistematizados:

. Programas setoriais prioritdrios, que incluem:

— Desenvolvimento de novas tecnologias (energia
nuclear, atividades espaciais, recursos do mar e
fontes e formas ndo-convencionais de energia)

— Tecnologia de infra-estrutura, energié, transportes
e comunicacBes {energia elétrica, petroleo, trans-
portes, conﬁunicacﬁes)

— Tecnologia industrial

— Desenvolvimento da agropecuaria (tecnologia agro-
pecudria, recursos florestais e recursos pesqueiros)

— Tecnologia aplicada ao desenvolvimento regional e
social (programas regionais integrados, meio-am-
biente, habitacdo e saneamento, salde, alimenta-
cdo e nutricdo, e tecnologia educacional).

. Desenvolvimento cientifico e formagédo de recursos
humanos para a pesquisa

. Organizacgdo institucional e atividades de apoio para
o desenvolvimento cientifico e tecnoldgico
— Organizacdo institucional para o desenvolvi-
mento cientifico e tecnolégico
— Atividades de apoio para o desenvolvimento
cientifico e tecnologico

A microbiologia no 1l PBDCT

A leitura de programas e projetos incluidos no i
PBDCT revela que a microbiologia assume papel rele-
vante para a consecussdo das imetas contidas nos planos
de governo. Ora se destaca como parte integrante, cla-
ramente explicita; ora como alternativa implicita.

Como grande parte das informac¢8es aqui incluidas é
derivada de interpretacéio pessoal, recomenda-se que o
texto original seja consultado, sempre que seu uso deva
ser formalizado.

O ndmero citado entre parénteses corresponde a pa-
gina do PBDCT da qual a referéncia foi extraida.

1. ENERGIA NUCLEAR

Através de diretrizes especificas contidas no Il PND,
a energia nuclear, até o final da presente década, devera
ser utilizada consideravelmente para o suprimento ener-

' gético. Entre as expectativas do | PBDCT, a oportuni-

dade para a microbiologia se revela nos seguintes prin-
cipais setores:

1.1. Prospeccéo de minérios nucleares (p. 40)

1.2. Aplicac3o de radioisdtopos (p. 40), particularmente
na medicina (diagnéstico e terapia), agricultura
(genética, melhoramento, controle de agentes fi-
topatoldgicos, tracadores aplicados & pesquisa
sobre a fertilidade do solo, nutricdo, fisiologia e

bioguimica, nitrologia)

2. FONTES NAO-CONVENCIONAIS DE ENERGIA

Pesquisa de novas fontes, levando-se em conta a
tecnologia de gerac3o de energia, sua utilizacdo racional
e adequada e seu impacto sobre 0o meio-ambiente. Em
relacdo a microbiologia, destaca-se, em particular:

2.1. Bioconversdo (p. 49), envolvendo: mecanismo de
fotossintese (cultura de algas para a obtencdo de
proteinas); pirdlise de materigis e detritos organi-
cos para obtencédo de produtos quimicos liquidos
e gasosos (combustiveis); desenvoivimenio de
‘processos especiais para diferentes tipos de vege-
tais e/ou detritos organicos; estudos experimen-
tais e de viabilidade para a fermentacdo de vegetais
para a producdo de alcool e para fermentacdo
anaerdbia de detritos organicos sélidos.

3. TECNOLOGIA INDUSTRIAL

Desenvolvimento de tecnologia para garantir o su-
primento requerido para a expans3o e modernizacdo do
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parque industrial brasiteiro. As oportunidades para a mi-
crobiologia, no setor industrial, destacam-se nos se-
guintes casos:
3.1. Padronizac#o industrial {p. 80): metrologia, nor-
malizacdo, controle de qualidade
3.2. Engenharia, informac8es e estrutura tecnolbgica
industrial (p. 84): planejamento e coordenacéo de
implantacdo de complexos tecnoldgicos; avaliacdo
de alternativas tecnoldgicas
3.3. Industria farmacéutica (p. 87): estudos farmaco-
clinicos (selecdo de novos farmacos e medica-
mentos; afericdo de eficacia e seguranca dos me-
dicamentos em uso ou em perspectiva de lanca-
mento no mercado farmacéutico); pesquisa e de-
senvolvimento de processos (obtengdo de farma-
cos prioritarios, especialmente antibioticos, hor-
ménios e enzimas, etc.); engenharia de processos
para a elaborago de projetos.de instalacdo indus-
trial .
3.4. Desenvolvimento de processo para obtencdo de
concentrado proteico de pescado (p. 89}
3.5. Mineracdo (p. 91, 92, 93}
3.6. Estudos de fertilizantes (p. 91, 93)
3.7. Tecnologia de alimentos (p. 93, 94, 128, 129)

4. RECURSOS NATURAIS

4.1. Recursos do mar (p. 45): aproveitamento dos re-
cursos biologicos

4.2. Recursos florestais (p. 103-105): produtividade,
controle de pragas '

4.3. Recursos pesqueiros (p. 107): recursos pesqueiros

de aguas interiores (caracteristicas das aguas, pa- -

ra embasamento & piscicultura e limnologia); cul-
tivo de espécies marinhas e estuarinas {doencas
e parasitas de espécies de interesse econdmico);
cultura de microrganismos relevantes para as cria-
cdes experimentais de peixes crustaceos; tecnolo-
gia da industrializac&o do pescado

5. AGRICULTURA

5.1. Defesa fitossanitaria (p. 100): mapeamento, estu-
dos biolégicos, controle, experimentacédo; intro-
ducdo de microrganismos para controle biologico

5.2. Projetos agropecuérios regionais (p. 99-101): de-
senvolvimento de sistemas integrais de producdo
para as regides Norte, Nordeste, Centro-Oeste,
Sudeste, Sul

6. PROGRAMAS REGIONAIS INTEGRADOS

Conjuntos de programas dedicados ao desenvolvi-
mento de regi6es brasileiras: POLONORDESTE, POLA-
MAZONIA e POLOCENTRO.

6.1. Programa do tropico semi-arido (p. 112): desen-
volvimento de técnicas de combate as pragas e
doencas de cada cultivo animal ou vegetal

6.2. Programa do trépico Gmido (p. 117): pesquisa so-
bre produc#o agricola (estudos sobre transforma-
cBes sofridas pelos fertilizantes e sua interagdo com

; a biosfera do solo}

6.3. Programa dos cerrados (p. 118): pesquisa e expe-
rimentacdo agropecuéria (fertilidade quimica e mi-
crobiologia de solos; manejo de pragas, doencas}

7. MEIO-AMBIENTE

Atividade, principalmente através da Secretaria
Especial do Meio-Ambiente, para garantir a utilizac8o
racional de nossos recursos naturais, através dos seguin-
tes aspectos:

7.1. Implantacdo de EstacBes Ecologicas (p. 119) para
preservacdo de recursos genéticos; estudos das
alteracBes ecoldgicas causadas pelo homem e uso
adequado do solo

7.2. Tecnologia do controle da producdo ambiental
{p. 119): levantamentos, estudos e controle da
poluicdo do solo, ar e dgua de bacias hidrogréaficas
{praias mananciais para abastecimento)

7.3. Controle da polQigéo_ e tratamento de rejeitos
agroindustriais {p. 119): controle da.poluicdo in-
dustrial e melhor aproveitamento de residuos
agroindustriais como matéria-prima para outros
fins ‘

7.4. Diagnoéstico e difusdo de informagdes sobre o meio-
-ambiente (p. 170): diagndsticos para a¢do educa-
tiva e identificacdo de necessidades de formacéo
e treinamento de recursos humanos

7.5. Ampliacdo da oferta de servicos de apoio {p. 120):
microrganismos e a poluicdo ambiental (compor-
tamento de germes frente a drogas); tratamento
de efluentes liquidos; capacitac8o para a fiscaliza-
cdo do meio-ambiente

8. HABITACAO E SANEAMENTO

8.1. Tecnologia de tratamento de esgotos (p. 123)
8.2. Tratamento de esgoto sanitario para aproveita-
mento de efluentes para irrigacdo (p. 123}

9. SAUDE

Atividades prioritariamente desenvolvidas principal-
mente pelo Ministério da Salide, Universidades, volta-
das para: (a) melhor conhecimento de processos morbi-
dos, os meios de trata-los e controla-los e (b) organiza-
cHo da assisténcia meédico-sanitaria e controle de doencas
das comunidades. \ .

9.1. Equacionamento de grandes endemias (p. 124-125):
inquéritos; ecologia e controle biolégico de seto-
res e reservatorios silvestres; aprimoramento e
meios de simplificacdo de diagnésticos; imunolo-
gia das grandes endemias; combate a doencas

9.2. Pesquisas integradas sobre doencas endémicas
(p. 125)
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