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RESUMO

No Brasil a utilizacao de indicadores biol6gicos para processos de esterilizacdo nos
servicos de saude é recomendada no minimo semanalmente para monitorar a
efichcia dos processos de esterilizacdo. Indicadores bioldgicos consistem em
esporos que apresentam uma resisténcia definida ao processo e um meio de cultura
que proporcione o desenvolvimento destes esporos apés submetidos ao processo
de esterilizacdo, se os mesmos ainda apresentarem viabilidade. Para processos de
esterilizagdo a vapor sao utilizados esporos de Geobacillus stearothermophilus,
devido sua resisténcia ao calor umido. Este trabalho objetivou desenvolver um novo
processo de producao de esporos termorresistentes de G. stearothermophilus para a
utilizacdo em indicadores bioldgicos para esterilizacdo a vapor, assim como realizar
estudos para melhoria do processo de producao do indicador biolégico. No processo
de producdo de esporos a primeira etapa estudada foi a producdo do indculo.
Através de planejamentos experimentais formulou-se um novo meio de cultura
contendo 0,6% de melaco de soja e 2% de extrato de carne, que apresentou um
crescimento médio de 4,5.10" UFC.mlI™ e se mostrou viavel na substituicio do meio
industrializado comumente utilizado (TSB). Na etapa de esporulacdo foi reduzido o
tempo de incubag&o preconizado de 12 dias para 1 dia. Visando a utilizagdo de
fontes nutricionais ndo industrializadas, também foi desenvolvido um novo meio de
esporulacdo com formulacédo de vinhaca de soja, 1,5%; extrato de levedura, 0,8%;
agar, 2%. A producdo de esporos foi de 10’ UFC.ml™*, e quando utilizados no
preparo de um indicador biolégico com meio de recuperacdo a base de vinhaca de
soja, apresentou valores de Di2:°c de 2,3 min e Ug de 11 min, o que esta dentro
dos parametros preconizados pela legislacdo (D12:°c acima de 1,5 minutos e de U
entre 9 e 15 minutos). Com isso desenvolveu-se um novo IB formulado com sub-
produtos da soja que atende os pré-requisitos de producdo. A partir do estudo
comparativo entre os diluentes usados na recuperacdo e armazenamento da
suspensao de esporos foi proposto a utilizacdo de solucdo de acetato de calcio 0,02
M pH 9,7, que proporciona uma maior resisténcia térmica aos esporos obtidos.
Estudos realizados com o meio de recuperacao do indicador biolégico permitiram a
determinacdo da concentracdo ideal do indicador de pH puarpura de bromocresol
(entre 0,031 g.I'* e 0,016 g.I'") e a demonstracdo que meios de recuperacdo com
baixas concentracdes de carboidratos apresentam maior estabilidade da coloragéo
apos o teste. Também foi realizado um estudo das variaveis que interferem na
resisténcia térmica dos esporos durante a esporulacdo, através de uma sequéncia
de planejamentos experimentais. Concluiu-se que meios de cultura com menores
concentracfes de nutrientes fornecem esporos mais resistentes ao calor umido. A
variavel que apresentou maior influéncia no processo foi o pH, sendo que valores de
pH alcalinos, em torno de 8,5, contribuem para uma maior resisténcia dos esporos
formados. Importantes contribuicdes foram feitas para a implementacédo no processo
de producéo de indicador biologico, e foi demonstrado que residuos e sub-produtos
da industria da soja podem ser utilizados como matéria prima no cultivo e
esporulacdo de G. stearothermophilus, diminuindo os custos da producdo de
indicadores biolégicos e reduzindo o impacto ambiental gerado pelos residuos.

Palavras-chave:. Esterilizacdo. Esporos. Geobacillus stearothermophilus. Indicador
Biolégico. Melacgo de soja. Vinhaca de soja.



ABSTRACT

Together with physical and chemical control, biological control is essential to ensure
the effectiveness of sterilization processes. Utilization of biological indicators its
recommended in Brazil at least once a week. Biological indicators consist in spores
with a defined resistance to the process and a culture medium that allow it's
germination and outgrowth if it is still viable after the process. For steam sterilization
process Geobacillus stearothermophilus’s spores are used, due to its resistance to
wet heat. This work aimed at developing a new process for the production of heat
resistant G. stearothermophilus’spores for the utilization in biological indicator for
steam sterilization. In the inoculums production stage, experimental designs were
used to develop a new culture media. The developed media formulation was
soybean molasses 0,5% and beef extract 2%, and presented a result of 4,5.10’
CFU.ml™, been suitable for substitute the industrialized media TSB. In the sporulation
process, studies allowed the reduction of incubation time of the media utilized by
CPPI in the production of Esteriteste, from 7-12 days to 1 day. Aiming at use non
industrialized nutritional sources, a new sporulation media was developed: soybean
vinasses 1,5%, yast extract 0,8% and agar 2%. The spore suspension concentration
obtained was 10’ CFU.mlI", and when used in biological indicator with a culture
media based in soybean vinasses, presented a D1,1°c of 2,3 min and Ug, of 11 min.
A BI formulated with soybean residues was developed, that is in agreement with USP
29 (D12:°c above 1,5 minutes and Us between 9 and 15 minutes). A comparative
study was made with liquid utilized in the recuperation and storage of spores
suspension, and the utilization of calcium acetate 0,02 M pH 9,7 was suggested, due
to the higher heat resistance presented by the spores. From the studies made with
the biological indicator’s recuperation media, the best concentration of bromocresol
purple was determined (between 0,031 g.I* e 0,016 g.I"), and was showed the
recuperation media with low carbohydrate content presented better color stability
after the test. Through a sequence of experimental designs, the variables which
influence the heat resistance of spores during its sporulation were studied. The
results showed that culture media with low nutrient concentration produce spores
with higher wet heat resistance. The variable which presented higher influence was
the pH, and alkaline pHs (around 8,5) contributes to a higher heat resistance of
spores produced. Significant contributions were made to the biological indicator
production processes, and it was showed that by-products and residues form
soybean industry can be utilized as raw material in the cultivation and sporulation of
G. stearothermophilus, diminishing costs in the production of biological indicators and
reducing environmental impact caused by residues.

Keywords: Biological Indicator. Geobacillus stearothermophilus. Spores.
Sterilization. Soybean molasses. Soybean vinasses.
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1 INTRODUCAO GERAL

Por definicdo, esterilizacdo € o processo pelo qual organismos vivos sao
removidos ou mortos até que ndo sejam mais detectados nos meios de cultura em
gue podiam se proliferar anteriormente. Como a esterilidade € um conceito absoluto
e dificil de ser assegurada na pratica, torna-se uma questdo de probabilidade se ela
foi alcancada ou ndo, portanto, um produto € considerado estéril quando a
probabilidade de sobrevivéncia de um microrganismo viavel esteja na ordem de 107,
ou seja, a probabilidade de se encontrar um microrganismo viavel é de uma unidade
em um milhdo. Este nivel de esterilidade € conhecido como nivel de esterilidade
assegurada, ou Sterility Assurance Level (SAL) (BLOCK, 2001).

Assegurar a eficacia do processo de esterilizacdo é imprescindivel em
servicos de saude assim como em laboratérios, industrias farmacéuticas e de
alimentos. A esterilizacéo eficaz em autoclaves € garantida por um bom treinamento
dos operadores, revisdes periodicas do equipamento, controle dos parametros
fisicos do processo a cada ciclo e monitoramento periédico com indicadores
guimicos e biologicos.

Além dos controles mecanicos dos esterilizadores, indicadores quimicos e
biologicos séo utilizados para monitorar a eficacia dos processos de esterilizagéo.
Os indicadores quimicos comercialmente disponiveis servem para avaliar um ciclo
de esterilizacdo por meio de mudanca de cor ou por mudanca de estado solido para
liquido. Com estes indicadores o resultado é visualizado ao término da esterilizacéo,
entretanto eles apenas indicam a presenca ou ndo do agente esterilizante e se uma
determinada temperatura foi atingida, ndo avaliando outros parametros importantes
em um processo de esterilizacado (relacdo entre tempo de exposicdo, concentracao
do agente esterilizante e biocarga), fornecendo assim um resultado subjetivo e
podendo superestimar a eficacia de um processo de esterilizacdo (LEE et al., 1979;
SCHNEIDER et al., 2005).

Devido a natureza logaritmica da cinética de morte microbiana o indicador
biologico (IB) se tornou o parametro escolhido para se garantir a SAL (U.S.P. 29,
2006¢). Ele é uma ferramenta importante na prevencado de infec¢cdes hospitalares
em servicos da saude, fornecendo ao usuario do equipamento de esterilizacéo
informacBes sobre a eficacia do processo como um todo (FDA, 2007). Além da

determinacdo da eficacia de um ciclo de esterilizagdo, s&do usados também na
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certificacdo de métodos seguros de descontaminacdo, no desenvolvimento e
validacédo de um processo de esterilizacdo adequado para um artigo em particular, e
no monitoramento periddico de processos de esterilizacdo e descontaminacdo
estabelecidos.

Sua utilizacdo na rotina de servicos de saude € recomendada por 6rgaos
nacionais e internacionais (AAMI, 2006a) e é uma exigéncia legal no Brasil (BRASIL,
2001). E recomendado o monitoramento biologico em equipamentos de esterilizacio
no minimo uma vez por semana, sendo que o ideal seria todos os dias em que o
equipamento esteja em uso. Além disso, € indispensavel o uso em toda a carga que
contenha implantes, ap0s a instalacdo, concerto, sinal de mau funcionamento do
equipamento e falha na esterilizagéo. (BRASIL, 1994; NBR I1SO 11134, 2001)

O indicador biolégico consiste em um numero conhecido de microrganismos
gue possui resisténcia definida ao agente esterilizante, suspenso em um meio de
cultura adequado (AAMI, 2006b; FDA, 2007). O meio de cultura (também chamado
meio de recuperacédo ou caldo de revelacdo) deve possibilitar o desenvolvimento do
microrganismo em questdo depois de submetido ao processo de esterilizacdo se
este ainda estiver viavel. Depois de efetuado o teste, deve ser incubado na
temperatura e tempo recomendados para verificar a eficacia do processo. Se o
microrganismo ainda apresentar viabilidade, significa que a esterilizagcdo nao foi
eficiente.

O sistema de teste biolégico possui uma resisténcia definida a um processo
especifico de esterilizacdo (AAMI, 2006a). Esta resisténcia depende da embalagem
primaria do produto, do microrganismo, do suporte em que ele esta contido e o meio
de cultura. A resisténcia do microrganismo € uma caracteristica intrinseca da cepa,
mas também é influenciada por fatores ambientais durante seu cultivo e
armazenamento (PENNA et al., 2000). E conhecido que a resisténcia térmica do
microrganismo é influenciada por caracteristicas ambientais como a temperatura e o
pH durante o processo de esporulagéo, e o pH durante o processo de esterilizacao.
A capacidade de germinacdo de esporos injuriados pelo processo de esterilizacédo
também pode ser afetada pela formulacdo do meio de cultura e pela temperatura de
incubacdo (YOKOYA e YORK, 1965; LOPEZ et al., 1997, PENNA et al., 2000).

A resposta deste microrganismo a fatores ambientais pode comprometer a

qualidade do indicador biologico e acarretar em discrepancias em sua especificagdo
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e desempenho, justificando o estudo da producdo do microrganismo e das variaveis
criticas deste processo no contexto de sua utilizagdo no produto em questao.

O Centro de Producdo e Pesquisas de Imunobiolégicos (CPPI), 6rgao da
Secretaria de Estado da Saude do Paranda, desde 1992 vem produzindo indicadores
biolégicos para controle de esterilizacdo a vapor (Esteriteste) e distribuindo a rede
publica de saude, o que viabilizou a implantacdo deste controle em servi¢os publicos
(SELLA, 2008b). Um levantamento realizado junto as Regionais da Secretaria de
Estado da Saude do Parana indicou que a producdo minima para suprir toda a
demanda do Estado seria de aproximadamente 250 mil IBs por ano. Sendo o custo
médio do IB comercial de R$ 9,00 a unidade, o Estado necessitaria desembolsar em
torno de R$ 2.250.000,00 por ano para realizar o controle da esterilizacdo de suas
unidades (DLUGOKENSKI, 2008).

O custo de producdo do Esteriteste € cerca de 20% menor do que os IBs
comerciais, e pesquisas tem sido desenvolvidas na instituicdo com a finalidade de se
reduzir ainda mais o0 seu custo e viabilizar uma maior producdo. Visando sempre
atender a legislacdo vigente e a melhoria continua da qualidade de produto e
eficacia do processo de producdo é imprescindivel a continuacdo de pesquisas na
area.

A presente pesquisa objetivou realizar estudos em algumas etapas de
producéo do indicador biolégico para esterilizacdo a vapor, visando a melhoria do
processo e o0 desenvolvimento de novos meétodos de producdo de esporos

termorresistentes.

1.1 OBJETIVOS

O objetivo geral deste trabalho foi desenvolver um novo processo de
producdo de esporos de Geobacillus stearothermophilus para a utlizagdo em

indicador bioldgico para esterilizacdo a vapor. Os objetivos especificos foram:

e Estudar diferentes meios de producdo de in6culo de G. stearothemophilus
visando otimizar sua producao;
e Desenvolver diferentes técnicas de produgcdo de esporos de G.

stearothermophilus;
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Avaliar a resisténcia ao calor umido dos esporos produzidos para a sua
utilizacdo em indicador biolégico para esterilizacao a vapor;

Estudar os fatores que influenciam a termorresisténcia do esporo durante a
sua producao;

Verificar a estabilidade das suspensfes de esporos armazenadas em
diferentes solugdes.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 ESTERILIZACAO POR CALOR UMIDO

O calor € o método mais confiavel para o controle de microrganismos.
Esterilizacdo e descontaminacdo podem ser feitos por calor imido ou calor seco. No
primeiro método o material é aquecido na presenca de vapor saturado, ou seja, com
umidade relativa de 100%. O calor umido pode ser considerado mais eficiente do
que o calor seco pois, para eliminar um mesmo namero de esporos, a 121°C s&o
necessarios 15 minutos a 20 minutos de exposicdo ao calor umido, e mais de seis
horas de exposicdo ao calor seco nas mesmas condicdes. O método de acdo dos
dois tipos de calor € o mesmo, a desnaturagdo de macromoléculas essenciais a
célula, mas a diferenca da eficiéncia se da pela maior habilidade do vapor de
transferir energia térmica letal as células, pois seu coeficiente de transferéncia de
calor é quase trés vezes maior que a do ar na mesma temperatura (CALBERG,
2005). Além disso, € bem conhecido que as proteinas sdo mais estaveis na
auséncia de agua.

Hansen e Riemann (1963) descreveram o efeito da agua sobre a resisténcia
das proteinas ao calor em termos de atividade de agua. O aumento da vibracéo
causado pelo aumento da temperatura rompe as pontes dissulfeto (S-S) formando
grupos SH livres. A agua livre interage com os peptideos livres formados, levando-os
a estabelecer novas ligacdes entre eles. Se ndo ha agua livre suficiente a interacéo
entre os dipolos dos peptideos causa certa estabilizacdo nas proteinas, e mais
energia é requerida para mudar sua conformacao.

A esterilizacado por calor umido foi popularizada pelo uso das autoclaves, pois
sua manipulacdo € simples, o método é relativamente barato e ndo poluente. E
importante salientar que na utilizacdo de autoclaves ndo é apenas o calor que mata
0S microrganismos, mas sim sua combinacdo com a umidade, portanto € importante
0 acesso do vapor saturado a todos os pontos da autoclave e a toda a carga
(CALBERG, 2005).

O sucesso da esterilizacdo a vapor depende de varios fatores como: a
limpeza prévia do material a ser esterilizada, a qualidade do vapor, a distribuicdo da

carga dentro da autoclave, embalagem adequada, boa instalacdo do equipamento e
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sua manutencdo regular (BRASIL, 1994). Os parametros de tempo, temperatura e
pressdo podem ser aferidos durante o processo por medidores do proprio
equipamento. Para um monitoramento seguro e eficaz do processo como um todo
(condi¢des do equipamento, grau de saturacdo do vapor, calibragcdo dos medidores
de temperatura e pressdo, manipulacdo do equipamento), a utilizagcdo de indicador
biolégico é essencial, pois ele pode fornecer resultados baseados na acao conjunta
de todos os parametros dos quais depende o processo. O indicador bioldgico
fornece evidéncia de eficacia desafiando o equipamento utilizado para esterilizacéo
com um grande namero de esporos bacterianos altamente resistentes ao processo
(AMI, 2006a).

2.2 DESTRUICAO TERMICA DOS MICRORGANISMOS

A destruicdo térmica de uma populacdo homogénea de microrganismos a
uma determinada temperatura € considerada logaritmica, pois pode ser
representada pelo modelo da curva linearizada semilogaritmica de sobreviventes. A
plotagem grafica do logaritmo decimal de sobreviventes em relacdo ao tempo de
exposicdo ao calor, a temperatura constante, resulta em curva linearizada
decrescente (Figura 1).

A variacdo do numero de sobreviventes em relagdo ao tempo de exposicao é

funcdo do numero de microrganismos inicialmente presentes, e é representada pela

equacao:
lag N. = log N, — .t
Onde:
Nt = numero de microrganismos sobreviventes apds determinado tempo de
exposicao;

N, = nimero de microrganismos no tempo inicial (t= 0);
k = Constante de velocidade especifica de destruicdo por unidade de tempo (t);

t= tempo de exposicao
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FIGURA 1 - CURVAS DE SOBREVIVENTES DE Clostridium perfringens NCTC 8798 A
DIFERENTES TEMPERATURAS. FONTE: ADAMS, 1973.

A resisténcia especifica a um certo agente esterilizante € dada pelo tempo de
reducdo decimal (D) a uma temperatura constante de referéncia, que € o tempo
necessario para atingir a inativacdo de 90% da populacdo do microrganismo teste
sob as condicoes de exposicdo determinadas (AAMI, 2006b). Ele pode ser
determinado pelo inverso negativo do coeficiente angular da equacéo da reta obtida

da plotagem descrita anteriormente. Seu valor também pode ser determinado pela
seguinte equagao:

t

3

- logN, — logN;
Onde:
D; = tempo de reducao decimal a uma temperatura constante

O tempo total do processo de esterilizacdo (também chamado de F) € em

funcao do valor de D e da reducéo logaritimica dos esporos, e pode ser expressa da
seguinte maneira:
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Onde:
n=log N, — log Ns, ou reducdo logaritimca da populacéo.

Este € um parametro fundamental para estabelecer a letalidade de um
processo de esterilizagdo. Para indicadores biologicos, D seria o tempo de reducdo
decimal do mesmo, No a populacdo inicial no indicador biol6gico e Nf o nivel de
esterilidade assegurada, logo n seria 0 numero de ciclos logaritmicos necessarios
para reduzir a populagdo do bioindicador até o nivel de esterilidade assegurada
(SAL). De acordo com a Farmacopéia Britanica um processo de esterilizacao por
calor umido deve fornecer um valor minimo de F de 8 minutos (FARMACOPEIA
BRITANICA, 1992; citado por PENNA et al., 2002). Considerando um nivel de
esterilidade assegurada de 10°, um indicador bioldgico com uma populac&o inicial
de microrganismos de 10° e um tempo de reducdo decimal de 2,2 minutos é capaz
de garantir a SAL para um ciclo de esterilizacdo de 20 minutos.

O tempo de reducéo decimal é a caracteristica mais importante do indicador
biolégico usado para monitorar os processos de esterilizacdo, e é dependente néo
apenas pela cepa do microrganismo contido nele, mas também pelas condi¢cdes de
sua esporulacéo e das caracteristicas do produto como um todo, como seu meio de
recuperacdo e embalagem (PENNA et al., 2003). A Farmacopéia Americana USP 29
(2006a) recomenda que o valor de Dizec do indicador biolégico esteja entre 1,5
minutos e 3 minutos, e FDA (2007) faz referéncia apenas ao valor minimo de 1,5

minutos.
2.3 MONITORAMENTO DOS PROCESSOS DE ESTERILIZACAO

Juntamente aos processos de esterilizacdo, surgiu a necessidade de se
atestar a esterilidade dos artigos processados, que incitou o estudo e

desenvolvimento de dispositivos capazes de monitorar a eficacia dos processos.

Dentre as medidas de prevencdo de infeccdo hospitalar, a mais critica é

assegurar a esterilidade dos artigos utilizados durante o procedimento cirdrgico. A
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esterilidade dos artigos deve ser assegurada e deve possuir rastreabilidade, por
meio do controle de qualidade e monitoramento dos processos de esterilizacao.

Atualmente, os artigos médico-hospitalares séo classificados segundo o risco
potencial de transmissdo de infec¢cdes que representam. Os artigos criticos séo
agueles que entram em contato com o tecido conjuntivo e ainda 0s instrumentos que
tocam em pele e mucosa ndo integras. Estes artigos criticos devem estar
obrigatoriamente esterilizados ao serem utilizados, pois apresentam um maior risco
de infeccao cruzada. Os artigos semicriticos entram em contato apenas com mucosa
integra, devendo estar esterilizados e apenas aqueles que ndo podem ser
esterilizados por procedimentos fisicos ou quimicos aceita-se a desinfeccdo. Os
artigos nao-criticos sdo os que entram em contato com pele integra e ainda os que
nao entram em contato direto com o paciente, para estes se utiliza desinfeccao
(APECIH, 2010).

Para assegurar a eficacia dos processos de esterilizagdo, o0 monitoramento
mecanico, fisico, quimico e bioldgico deve ser realizado (RUTALA et al., 2008).

O monitoramento mecanico abrange os registros de validacdo, manutencao
preventiva e corretiva, assim como 0s registros dos problemas observados durante a
préatica diaria.

O monitoramento fisico abrange o controle e registro dos parametros fisicos
do processos (tempo, temperatura e pressao) durante o transcorrer dos ciclos. Estes
registros podem ser realizados manualmente pelo operador do esterilizador, ou pelo
préprio equipamento de esterilizacdo e fornecido por meio de uma impressora
acoplada.

O monitoramento quimico € realizado por meio de indicadores e integradores
guimicos que resultam em mudanca de cor quando submetidos ao ciclo de
esterilizacdo. Segundo a norma ANSI/AAMI/ISO (2006), os indicadores quimicos
podem ser classificados da seguinte maneira (APECIH, 2010) :

e Classe 1- indicadores de processo: indicam a exposicdo ao agente
esterilizante; consistem em tiras de papel impregnadas com tinta
termocrémica; podem estar fixados na prépria embalagem, e também estéo
disponiveis na forma de fita (fita zebrada) adesiva e etiquetas.

e Classe 2 — teste de Bowie-Dick : testa a eficiéncia do sistema de remocéao de
ar em autoclaves com sistema pré-vacuo, o teste consiste em uma pilha de 25

cm a 28 cm de altura composto de oito campos de tecido contendo uma folha
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com um indicador quimico em seu interior. Sua recomendacdo de uso é
diéria, antes da primeira carga processada.

Classe 3 — indicadores de parametro Unico: reagem a apenas um parametro
do processo de esterilizacdo, normalmente a temperatura.

Classe 4 — indicadores multiparamétricos: reagem a dois ou mais parametros
do processo;

Classe 5 — indicadores integradores: reagem a todos os parametros criticos
do ciclo (Figura 2);

Classe 6 — indicadores de simulacdo: reagem a todos 0s parametros criticos
de um ciclo especifico de esterilizacdo. Também €& conhecido como
“verificagdo de ciclo”, pois sé ira reagir se aproximadamente 95% do ciclo

estiver concluido.
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FIGURA 2 — INTEGRADOR QUIMICO CLASSE 5 INDICANDO, DE CIMA PARA BAIXO, PROCESSO
BEM SUCEDIDO, PROCESSO APRESENTANDO FALHA, E INDICADOR NAO EXPOSTO. FONTE:
WWW.SUMMERLIFE.COM

O monitoramento bioldgico é realizado por meio de dispositivos contendo uma

populacdo conhecida de microrganismos que oferecem resisténcia comprovada ao

agente esterilizante do processo a ser monitorado. Os microrganismos utilizados séo

de acordo com o processo de esterilizacdo avaliado (APECIH, 2010):

- vapor: Geobacillus stearothermophilus;

- calor seco: Bacillus atrophaeus;

- oxido de etileno: Bacillus atrophaeus;

- plasma de peroxido de hidrogénio: Bacillus atrophaeus;

- radiacdo gama: Bacillus pumilus.
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Apos o teste, eles devem ser incubados para se verificar se as cepas ainda
sdo viaveis. O fabricante do indicador biol6gico deve indicar as condi¢cdes de
incubagcédo e 0 meio em que os indicadores devem ser cultivados. A realizacdo de
testes biolégicos deve ser, no minimo, semanalmente, ap6s cada manutencdo ou
suspeita de mau funcionamento do equipamento (APECIH, 2010).

O orgdo americano Center for Disease Control and Prevention (CDC)
recomenda o monitoramento fisico e quimico de todos os ciclos, e recomenda
também a ndo utilizacdo dos itens processados se um dos mesmos indicar falha no
processo (RUTALA et al., 2008).

O CDC também recomenda o uso de indicadores bioldgicos em toda a carga
gue contenha itens implantaveis, e que 0s mesmos devem permanecer em
guarentena até o resultado do indicador biolégico. Em processos de esterilizacdo a
vapor, apds um unico resultado positivo de indicador biologico, itens que nédo sejam
implantaveis ndo necessitam ser declarados n&o estéreis e ndo necessitam ser
reprocessados, a nao ser que outro tipo de monitoramento tenha apontado falha no
processo. Se testes biologicos subsequentes apresentarem resultados positivos,
entdo os itens devem ser considerados nao estéreis e devem ser reprocessados
(RUTALA et al., 2008).

A razao de utilizacdo do integrador quimico é a imediata comprovacdo dos
parametros corretos durante o ciclo de esterilizacdo, porém, sua utilizacdo somente
nao resulta em um monitoramento completo do processo e nao deve substituir o uso
periddico do indicador biologico, visto que o integrador quimico monitora as
condicdes fisicas do processo, enquanto o indicador biologico reproduz a resisténcia
microbiana ao ciclo como um todo. A demonstracdo de que um microrganismo
comprovadamente resistente ao processo foi inativado, implica na comprovacéo da
inativacao dos possiveis contaminantes da carga processada (RUTALA et al., 1996).

Os instrumentos de medida de temperatura e pressdo das autoclaves sao
insuficientes para assegurar as condi¢cdes corretas de esterilizacéo, visto que estes
nao sdo capazes de detectar vazamentos ou bolsdes de ar dentro do equipamento,
gue resultam em postos de baixa temperatura (LEE et al., 1979).

McErlane et al. (1992), em um estudo realizado em consultorios de operacao
odontoldgica na Inglaterra, indicou a través de monitoramento biolégico falhas nos

processos de esterilizacdo nos seguintes esterilizadores: 4,9% de falha em
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autoclaves quimicas, 2,3 % de falha em autoclaves a vapor e 7,9% de falha em
estufas.

Um estudo realizado por Naressi et al. (2004) entre cirurgides-dentista em
Sao José dos Campos-SP, verificou que 58% dos entrevistados relataram nao
utilizar nenhum tipo de indicador de esterilizacdo, e nenhum dos profissionais
participantes relatou o uso de indicadores biologicos.

Um estudo realizado por Corréa et al. (2009), visando avaliar a eficacia da
esterilizacdo em estufas e autoclaves em consultérios odontolégicos em duas
cidades de S&ao Paulo, demonstrou que, em 60,28% das estufas estudadas néao era
realizado monitoramento quimico ou bioldgico, e dentre as autoclaves, 26,95%
também ndo sofriam monitoramento. Quando as autoclaves foram submetidas ao
monitoramento completo, o controle dos parémetros fisicos demonstrou 100% de
eficacia do processo (tempo, temperatura e pressdo corretos durante o ciclo),
porém, o monitoramento quimico e biologico apresentaram 5,5% e 2,8% de falha no
processo, respectivamente.

E imprescindivel que o treinamento do pessoal da salde para a prevencéo e
controle de infeccdo hospitalar abranja o correto uso dos esterilizadores assim como
seu monitoramento periodico. O uso incorreto de esterilizadores e a falta de
monitoramento prejudicam a eficacia dos mesmos podendo acarretar em sérios
problemas de contaminag¢do dos instrumentais meédico-cirargicos, levando a surtos

de infeccao hospitalar.

2.3.1 Indicador bioldgico para esterilizacéo a vapor

Os primeiros indicadores biologicos consistiam em tiras de papel contendo
esporos resistentes ao processo de esterilizagdo, acondicionadas em um envelope
gue era submetido ao ciclo de esterilizacdo junto com a carga (Figura 3 b). Esta tira
era entdo transferida de forma asséptica a um meio de cultura apropriado e entéo
incubado a temperatura de crescimento do microrganismo, por até sete dias. O
resultado positivo do teste (indicando falha na esterilizacdo) era visualizado pela
turbidez do meio gerada pelo crescimento microbiano. A possibilidade de
contaminacao pela manipulacéo da tira de papel e a dificuldade de interpretacdo do

resultado levaram ao surgimento dos indicadores biolégicos chamados “auto-
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contidos”, onde os esporos e 0 meio de cultura sao acondicionados na mesma
embalagem.

Os comercialmente disponiveis se apresentam de duas formas: o meio de
cultura contido em uma ampola de vidro quebravel e os esporos em um suporte (tira
de papel), ambos acondicionados em uma embalagem flexivel que permite a quebra
da ampola antes da incubacéo levando o meio em contato com os esporos. Outra
forma de apresentacéo consiste em esporos diretamente em suspensao no meio de
cultura (Figura 4). Esta geracdo de indicadores bioldgicos também possibilitou o
desenvolvimento de uma leitura mais rapida e confiavel (AMES e CLEMENT, 2007).
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FIGURA 3 -FORMAS DE APRESENTAGAO COMERCIAL DE ESPOROS DE G. stearothemrophilus.

A) SUSPENSAO DE ESPOROS B) EM SUPORTE DE PAPEL.
FONTE: A-NAMSA BIOLOGICAL INDICATORS, 2008. B- MESALABS, 2010

Além dos meios de cultura terem se tornado mais especializados permitindo
melhores condicbes de desenvolvimento dos esporos danificados pelo calor, esta
geracao de bioindicadores possui um indicador de pH que muda de cor na presenca
do crescimento microbiano pela acidificacdo do meio, os resultados séo fornecidos
em 24 horas ou 48 horas. O mais utilizado nos indicadores para esterilizacdo a
vapor € o purpura de bromocresol (PBC) que mantém a cor violeta em solucdes
alcalinas ou levemente acidas (pH 6,0 a 8,0) e adquire a coloracdo amarela em pHs
acidos (abaixo de 5,5). Assim, o indicador se apresenta na cor violeta, e se ap6s o
teste e a devida incubacao se tornar amarelo é sinal de que o ciclo de esterilizacao

nao foi eficiente.
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FIGURA 4 - IBS AUTOCONTIDOS COMERCIAIS
FONTE: SGM BIOTECH, INC, 2010.

Durante o ciclo de esterilizacdo alguns esporos podem nao ser totalmente
mortos ou inativados, podendo apenas sofrer danos em enzimas ou proteinas de
seu sistema de germinacdo que aumentem sua exigéncia nutricional (MARQUIS et
al., 1994; CAZEMIER et al. 2001). O meio de recuperacdo do indicador biolégico
deve fornecer um crescimento adequado a estes microrganismos, sendo rico em
carboidratos, proteinas e minerais. Devido a presenca de carboidratos, o meio de
cultura esta sujeito a sofrer as reacfes de Maillard quando submetidos a longos
ciclos de esterilizacao, podendo sofrer uma alteracéo de cor indesejada (Figura 5).

No processo de esterilizacdo por calor umido a letalidade dos parametros
fisicos pode ser mensurada biologicamente através do IB. A sobrevivéncia do
indicador biologico depende de sua populacao inicial e da resisténcia da mesma ao
processo. Para se assegurar que os parametros do processo desenvolvido resultam
na SAL de 10 ndo é necesséario uma populacao inicial de 10° microrganismos no
IB. Isso porque a populacdo inicial e o valor do tempo de reducdo decimal do
indicador biolégico estéo inter-relacionados, portanto, valores de D adequados sao
suficientes para validar processos de esterilizacdo e descontaminacdo (USP 29,
2006b)

i : H :
] o ] ]
| ]
A 'Y

) ;
- b
5 Negative Positive  Negative
S E= Extended

Exposure
' Extonded
Exposure

FIGURA 5 — INDICADORES BIOLOGICOS COMERCIAIS DEMONSTRANDO A COLORAGCAODO
RESULTADO NEGATIVO (VIOLETA), POSITIVO (AMARELO), E APOS LONGA EXPOSICAO AO
CALOR (CARAMELO). FONTE:
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2.4 O MICRORGANISMO

O microrganismo Geobacillus stearothermophilus € recomendado como
bioindicador para monitorar processos de esterilizacdo a vapor devido sua
resisténcia ao calor umido (FDA, 2007). Este microrganismo, na sua forma
esporulada, também tem se mostrado resistente a processos de esterilizagdo por
microondas, vapor a baixa temperatura associado a agentes quimicos como
peréxido de hidrogénio e formaldeido (LATIMER e MATSEN, 1977; WRIGHT et al.,
1995; UNGER-BIMCZOK et al., 2008), e tem sido utilizado para classificar agentes
guimicos esterilizantes de acordo com seu espectro de atividade (MASAADEH e
JARAN, 2009). Possui grande potencial biotecnolégico na producédo de enzimas e
metabolitos secundarios como biosurfactantes, bacteriocinas e &cido latico
(SOLIMAN, 2008; GONDIM e PAZ, 2006; POKUSAEVA et. al,., 2009; DANNER et.
al., 1998, TALBOT e SYGUSCH, 1990).

Foi primeiramente descrito como Bacillus stearothermophilus por Donk
(1920), que o isolou de milho enlatado e descreveu suas caracteristicas termofilicas
e de resisténcia ao calor. Este microrganismo esta presente na classificacdo de
Claus e Berkeley (1986) e devido a analise de 16sRNA e composicdo de acidos
graxos foi posteriormente inserido, juntamente a outras espécies, a0 novo género
Geobacillus (NAZINA et al., 2001). Pode ser encontrado no solo, desertos, fontes
geotérmicas, sedimentos oceanicos e alimentos (CLAUS e BERKELEY, 1986).
Também é associado a deterioracdo “flat sour” de alimentos enlatados de baixa
acidez, como milho, ervilha e aspargo (LIN et al., 1968).

E uma bactéria termofilica formadora de endosporo (Figura 6 e Figura 7),
aerobia facultativa, fermentadora de glucose, frutose, manose e sucrose produzindo
4cido e ndo gas. Possui habilidade de crescer as temperaturas de 37°C a 75°C,
sendo a temperatura 6tima entre 55°C e 65°C e o pH 6timo de crescimento 6,2-7,5
(CLAUS e BERKELEY, 1986; NAZINA et al., 2001). Também utiliza maltose e
hidrocarbonetos (C10,C11) como fonte de energia (NAZINA et al., 2001).
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FIGURA 6 — ESPOROS DE G. stearothermophilus. MICROGRAFIA ELETRONICA COM AUMENTO

DE 11.000X.
FONTE: WALKER e BAILLIE, 1968.

FIGURA 7 - CORTE DE CELULA DE G. stearothermophilus EM PROCESSO DE
ESPORULACAO.C- CERNE. IC- CAPA INTERNA. OC- CAPA EXTERNA. MICROGRAFIA
ELETRONICA COM AUMENTO DE 88.000X. FONTE: WALKER E BAILLIE, 1968.

2.5 CICLO DE VIDA: GERMINACAO E ESPORULACAO

As bactérias formadoras de esporos como parte da flora do solo séo vistas
como oportunistas. Com o0 acesso ao substrato e germinantes propicios as formas
esporuladas podem germinar e se desenvolver participando de diversos micro-
habitats. A distribuicdo aérea de esporos dormentes pode explicar a ocorréncia de
espécies de Bacillus em habitats diversos (SLEPECKY e HEMPHILL, 2006).

O ciclo de germinacédo, multiplicacdo e esporulacdo vem sendo estudado sob
muitos aspectos com diferentes espécies de formadores de esporos, mas devido a

sua versatilidade genética, o Bacillus subtilis € o mais utilizado.
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Revisdes feitas por Moir (2006) e Setlow (2003) descrevem alguns eventos
conhecidos associados a germinagdo dos esporos bacterianos. Uma ativacdo é
necessaria para dar inicio a germinacdo porém, esta é ainda um pouco
desconhecida, podendo ser iniciada por moléculas simples como certos aminoacidos
e ribosideos (chamadas de germinantes) ou por certas condi¢cdes independentes de
nutrientes. Durante a ativacdo ocorre a perda de algumas proteinas da capa, acido
dipicolinico e Zn** e um aumento da fluidez da membrana. Ap6s a quebra da
dorméncia, uma série de reacdes degradativas € iniciada, podendo ser monitoradas
pela perda da refratibilidade do esporo em microscopia de contraste de fase e
diminuicdo da densidade 6ptica.

Nenhum germinante universal ainda foi descrito, mas alguns esporos
requerem alanina ou glicose para germinagcdo. Hipdteses sugerem que O0S
germinantes agem sobre receptores de proteinas na membrana interna provocando
mudancas conformacionais em sua permeabilidade. Isto leva ao langamento de
pequenas moléculas do cerne do esporo, principalmente acido dipicolinico (DPA)
guelado com ions divalentes, na sua maioria ions calcio formando dipicolinato de
célcio (Ca-DPA), e a substituicdo destas moléculas por agua. No estado dormente,
0S esporos mantém um baixo nivel de agua para prevenir a atividade enzimatica.
Porém, a liberacdo de Ca-DPA causa uma ativacdo enzimatica que termina por
degradar o peptideoglicano do cortex do esporo (Figura 8). A hidrélise do cortex leva
ao inchaco do nucleo e a absorcdo de agua, possibilitando a atividade enzimatica,
metabolismo e sintese macromolecular, possibilitando entdo, o crescimento
vegetativo (SETLOW, 2008).

Shah et al. (2008) reportaram um novo mecanismo que desencadeia a
germinacdo. Demonstraram que esporos de B. subtillis, e certamente outras
espécies, podem ter sua germinacdo desencadeada por concentracdes
extremamente baixas de muropeptideos, produtos da degradacdo do
peptideoglicano da parede celular da maioria das bactérias. Isto leva a teoria de que
a germinacao de alguns esporos pode desencadear a germinacao de outros. Neste
caso, se a resposta a este germinante (muropeptideo) for muito sensivel, a
germinacao inapropriada de um anico esporo pode levar a germinacdo de toda a

populacdo em um ambiente desfavoravel, causando sua morte (SETLOW, 2008).



35

Durante o inicio da germinacdo 20% das proteinas do esporo sdo degradadas
fornecendo a fonte de amino&cidos para a biossintese de novas proteinas e
nucleotideos durante a multiplicacdo (SETLOW e PRIMUS, 1975).
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FIGURA 8 — ESTRUTURA ESQUEMATICA DE ESPORO DE B. subtilis DORMENTE (A) E
GERMINADO (B).
FONTE: ADAPTADO DE SETLOW, 2008.

O inicio da esporulacdo pode ser desencadeada por varios sinais do
ambiente, como falta de nutrientes ou alta densidade de células. Isto leva uma
subpopulacdo de células a mudar o seu programa genético resultando na formacéo
de esporos (SONENSHEIN, 2000; ERRINGTON, 2003). Os fatores iniciadores da
esporulacado ainda nao estao totalmente determinados, mas aparentemente a célula
possui um sistema complexo e sofisticado para tomar a decisdo de esporular, que
monitora uma vasta gama de sinais internos e externos. O reconhecimento destes
sinais inicia uma sequéncia de reacdes de fosforilacdo de proteinas-chave, chamada
de phosphorelay (FUGITA e LOSICK, 2005; NGUELE et al., 2010).

O numero de eventos associados a esporulacdo € incerto, mas evidéncias
genéticas sugerem que 200 genes em 50 operons estdo envolvidos. A mudanca de
expressao genética associada a formacdo do esporo é conduzida pela ativacdo
sequencial de subunidades sigma (ou fatores sigma) da RNA polimerase, que
adquire a capacidade de reconhecer diversas classes de promotores. A ativacéo
destes fatores sigma em “cascata” (pois a ativacdo de um depende da ativacdo do
fator precedente) é regulada em funcdo dos sinais morfolégicos que ocorrem nas

sucessivas etapas de diferenciacdo (LOSICK et al., 1986).
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A esporulacdo ndo depende da idade da célula, tamanho ou tempo de
divisdo, a decisdo de tomar o caminho da esporulagdo pode ter uma origem
aleatéria. Esta diferenciacdo pode ser uma estratégia de sobrevivéncia frente a um
futuro incerto (em ambientes com muita flutuagcéo), assegurando que pelo menos
metade da populagcdo sobrevivera, ou da falta de nutrientes (os formadores de
esporos) ou da reaparicdo destes (rapida multiplicacdo das células vegetativas). A
estabilidade das células competentes néo é irreversivel, elas podem vir a se tornar
esporos novamente (VEENING et al., 2008).

O processo de formacdo do esporo € descrito em sete estagios (FOSTER,
1994; ERRINGTON, 2003; SETLOW, 2007). O desenho esquematico do processo
pode ser visualisado na Figura 9. No estagio | o material nuclear estd disposto
axialmente em filamentos. No estagio Il ocorre a segregacdo da cromatina
concomitantemente com a invaginacdo da membrana plasmatica em uma posicao
assimétrica da célula, formando um septo. No estagio Ill o esporo imaturo €&
envolvido por uma dupla membrana da célula mée, em um processo semelhante a
fagocitose. No estagio IV, a célula mae produz o material que é depositado no cortex
(similar ao peptideoglicano da célula vegetativa) e na parede celular. Ocorre também
a formacéo e acumulo de dipicolinato de calcio no nucleo do esporo.

Durante o estagio V, capas protéicas sao sintetizadas pela célula mae. Em
algumas espécies uma camada adicional chamada exosporium € sintetizada. Esta
capa possui um papel muito importante na protecdo do esporo, e apresenta muitas
diferencas entre as espécies como a composicao dos peptideos estruturais e as
proteases associadas. Estas diferencas podem ser responsaveis pela variacdo de
certas propriedades de resisténcia entre as espécies.

No estagio VI, o esporo estd maduro e se torna resistente ao calor e solventes
organicos. No estagio VII, enzimas liticas provocam a lise da célula mae liberando o
esporo maduro. A atividade de algumas enzimas vegetativas desaparece, algumas
permanecem e outras se modificam, e novas enzimas especificas da esporulagéo

sdo sintetizadas.
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FIGURA 9 — ESQUEMA DO PROCESSO DE ESPORULAGAO DE B. sulbtilis.
FONTE: ADAPTADO DE ERRINGTON, 2003.

2.6 RESISTENCIA DOS ESPOROS

Esporos bacterianos dormentes podem sobreviver durante centenas de anos
devido suas propriedades fisiolégicas (NICHOLSON et al., 2000). Eles ndo exibem
nenhum metabolismo detectavel em agua e podem sobreviver a tratamentos com
radiacdo ultravioleta, dessecacdo, produtos quimicos toxicos e exposicdo ao calor
(SETLOW, 2006). Esta sobrevivéncia e resisténcia sdo possiveis devido dois
mecanismos que minimizam o dano ao DNA: a protecdo e o reparo. O DNA esta
localizado no cerne do esporo, uma regido com um baixo contetdo de agua e baixo
pH (ambos menores do que em uma célula vegetativa). Nesta regido também esta
presente uma grande quantidade de acido dipicolinico (DPA), que corresponde a
cerca de 20% do peso seco do nucleo (revisado por SETLOW, 2007). Ele esta
presente na forma quelada com cétions divalentes, predominantemente célcio,

resultando em Ca-DPA, e contribui para a resisténcia do DNA ao calor seco, calor
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umido, dissecacao e peroxido de hidrogénio (SETLOW et al., 2006). Outro fator é a
saturacdo do DNA com as proteinas chamadas SASP (Small Acid Soluble Spore
Proteins) que sao sintetizadas no desenvolvimento do esporo e entdo degradadas
guando completada a germinacao. A estrutura do DNA se altera na associagdo com
as SASP causando mudancas na sua reatividade quimica e fotoquimica (SETLOW,
1988).

A resisténcia ao calor varia entre esporos de espécies diferentes e também
pode variar entre esporos da mesma espécie, e é influenciada pelos seguintes
fatores: temperatura de formacdo do esporo, conteudo de agua no protoplasto,
conteado mineral, temperatura 6tima de crescimento do microorganismo e o coértex
(GERHARDT e MARQUIS, 1989, citado por MARQUIS et al., 1994).

Em geral, esporos termofilicos sdo mais resistentes ao calor umido do que
mesofilos (WARTH, 1978). A descoberta de microrganismos termofilos extremos e
as necessidades industriais da enzimologia tem impulsionado a pesquisa de
propriedades moleculares das proteinas que contribuem para a sua estabilidade e
desempenho a altas temperaturas. A termotolerancia das proteinas parece depender
de pequenas mudancas em sua estrutura primaria, que resulta em mudancas nas
pontes dissulfeto, interacdes eletrostaticas e interacdes hidrofobicas importantes
para a manutencdo das estruturas terciaria e quaternaria destas moléculas. Porém,
existe uma grande individualidade para proteinas especificas, e uma dificuldade em
se formular leis gerais para se predizer termotolerancia. As membranas de
microrganismos termofilos sdo adaptadas para funcionarem a altas temperaturas
devido a mudancas na composicao lipidica e termoestabilidade das proteinas de
membrana. As propriedades destas proteinas também parecem possuir um papel
importante na resisténcia intrinseca do microrganismo (JEANICKE, 1991).

O fator mais importante que determina a resisténcia dos esporos ao calor
umido € o contetdo de agua no nucleo. Quanto menor o conteudo de agua, maior a
resisténcia. (BEAMAN e GERHARDT, 1986; MELLY et al., 2002). Segundo Beaman
e Gerhardt (1986) esporos de diferentes espécies podem possuir entre 28% e 57%
de agua no protoplasto (peso umido) dependendo de suas condicbes de
termoadaptacao.

O conteudo de agua no nucleo de uma Unica espécie e entre espécies
diferentes pode variar de maneira significativa, esporos formados a temperaturas

maiores geralmente possuem menor conteldo de agua do que os formados a
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temperaturas menores, também possuindo maior resisténcia. Este também é um
fator que contribui para que microrganismos termofilicos em geral sejam mais
resistentes ao calor do que mesofilos (MELLY et al., 2002).

O processo de desidratacdo do protoplasto se inicia durante a formacao do
esporo, que provavelmente contém cerca de 75% de 4gua. Durante a maturacdo do
esporo, a agua que esta mecanicamente presa, porém em seu estado livre comeca
a ser deslocada para fora do protoplasto, até um conteddo minimo de 28%. Este
conteldo corresponde a agua que esta em um estado ligado (BEAMAN E
GERHARDT, 1986).

Também foi demonstrado que a presenca de dipicolinato de célcio esta
relacionada com a desidratacdo do nacleo. Esporos que ndo possuem a habilidade
de sintetizar o dipicolinato sdo capazes de esporular, porém, possuem maior
conteudo de agua no nucleo do que os que sintetizam o dipicolinato, possuindo
também menor resisténcia (PAIDHUNGAT et al., 2000).

A mineralizagdo aumenta a resisténcia dos esporos em parte pela
desidratacdo do protoplasto, e também por outros mecanismos. Em algumas
espécies, como Bacillus subtilis var. niger (atualmente B. atrophaeus) , sua
resisténcia ao calor é fortemente afetada pela mineralizacdo e desmineralizacdo de
Seus esporos, porém para outras estes fendbmenos nao exercem papel fundamental
(BENDER e MARQUIS 1985; MARQUIS e BENDER, 1985, YAMAZAKI et al., 1997).

O cortex desempenha um papel essencial na resisténcia ao calor. Ele
mantém o estado de desidratacdo osmoética atingida na esporulacdo, apés a perda
de potassio e agua atraves da membrana. (MARQUIS et al., 1983). O cortex é
sintetizado ao redor do ndcleo parcialmente desidratado e resiste ao movimento da
agua do protoplasto para dentro do esporo em formacéo. Papéis mais ativos foram
propostos para o coértex na desidratacdo do protoplasto, como uma estrutura
contractil que responde a mudancas de pH e forca ibnica no ambiente (GOULD e
DRING, 1975)

2.7 PRODUCAO DE ESPOROS PARA USO EM INDICADOR BIOLOGICO

Para que o desempenho do bioindicador seja confiavel, este deve apresentar

caracteristicas adequadas e padronizadas. Sua qualidade e desempenho séo
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influenciados pelas caracteristicas do meio de cultura, dos esporos bacterianos, da
embalagem e modo de apresentacdo (SMITH et al., 1982), bem como suas
condicbes de preparo e armazenagem (REICH e MORIEN, 1982; PENNA et al.,
2002). As caracteristicas de resisténcia térmica (tempo de reducéo decimal e tempo
de morte/sobrevivéncia) e a populacdo de microrganismos presentes no indicador
biolégico sdo de suma importancia e devem estar de acordo com as condi¢cdes do
tipo de esterilizagédo a ser avaliada.

Do ponto de vista comercial, o microrganismo utilizado em indicadores
biolégicos deve ser nao patogénico, possivel de ser produzido em grande
guantidade em um meio de cultura simples e de baixo custo, em um curto periodo
de tempo, deve ser facil de recuperar e deve manter suas caracteristicas durante o
armazenamento. Além disso, deve possuir resisténcia adequada ao processo ao
gual é designado a monitorar, reprodutibilidade na resposta ao agente esterilizante,
preferencialmente fornecendo curvas lineares semi-logaritimicas de sobrevivéncia
(WRIGHT et al., 1995; PENNA et al., 2000).

E preciso avaliar e confirmar as caracteristicas desejadas do microrganismo
produzido para o uso no indicador biolégico. E de extrema importancia utilizar um
meio de cultura que forneca esporos com caracteristicas reprodutiveis a cada lote de
producédo. Estas caracteristicas devem permanecer inalteradas sob armazenamento
(PENNA et al., 2000).

Hodges et al. (1980) verificaram variacdes entre esporos produzidos em meio
complexo comercial de diferentes fornecedores com relacdo a sua resisténcia ao
calor, glutaraldeido e antibidticos. Uma melhor reprodutibilidade foi demonstrada em
esporos produzidos em meio definido e meio complexo de um anico fabricante.

Wright et al. (1995) compararam os indices de esporulacdo de diferentes
cepas de Geobacillus stearothermophilus em meios quimicamente definidos e
demonstraram que nos meios semi-solidos a esporulacdo foi mais satisfatoria do
gue nos meios liquidos, e atribuiram estes resultados ao fato de que o meio semi-
sélido possui uma maior area para troca gasosa, enquanto que no meio liquido, a
temperatura de incubacdo do microrganismo (cerca de 55°C) a solubilidade do

oxigénio é baixa, e sua escassez neste meio pode prejudicar a esporulagao.
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2.8 SUB-PRODUTOS E RESIDUOS DA AGROINDUSTRIA NO CULTIVO DE
MICRORGANISMOS

Um crescente aumento da preocupacdo com o meio ambiente vem tomando
industrias de diversos setores, direcionando uma utilizagdo mais consciente de seus
residuos. Um exemplo é a industria de alcool e aguUcar, que ha muitos anos vem
utilizando o bagaco de cana para a geracdo de energia e a vinhaca para a
fertirrigagcdo. Mas avangos na induastria de biotecnologia tem oferecido novas
oportunidades potenciais para uma utilizacdo dos residuos da agroindustria como o
bagaco de cana, vinhaca, casca de café, bagaco de mandioca, e muitos outros.

Diversos processos que podem se utilizar destas matérias primas tém sido
desenvolvidos para a geragcdo de produtos finais com maior valor agregado como
enzimas, biomoléculas e metabdlitos secundarios. Esta aplicacdo dos residuos da
agroindustria, além de fornecer um melhor destino aos mesmos, evitando problemas
ao meio ambiente, pode contribuir para processos biotecnolégicos com melhores
rendimentos, menor custo e possibilitando o aparecimento de novos produtos e
processos. (PANDEY et al. 2000a; PANDEY et al. 2000b; PANDEY et al. 2000c)

2.8.1 Sub-produtos e residuos da soja

A soja é uma das mais importantes culturas para producdo de graos
destinados a industria para obtencdo do 6leo e o farelo. Pode ser usada na
alimentacdo animal na forma de semente, casca ou farelo. A semente possui cerca
de 40% de proteina, 35% carboidratos, 20% de gordura e 5% de cinzas em peso
seco (CEGLA, 2005).

Atualmente o Brasil destina cerca de 23 milhdes e 330 mil hectares para a
producédo de soja, rendendo um volume de 68 milhdes e 50 mil toneladas na safra
de 2008/2009, 15% a mais do que na safra passada (MESONES, 2010).

Por meio do esmagamento dos grdos de soja sdo obtidos trés produtos
distintos: o 6leo, o farelo e a lecitina. O farelo de soja pode possuir de 43% a 58% de
proteina bruta, em torno de 5% de matéria mineral, sendo fonte de calcio e fésforo
(MELO, 2004; MENDES et al., 2004).

O farelo pode ser utilizado para a producdo de proteina concentrada de soja

(SPC) a partir da extragdo dos acucares utilizando uma solucdo de alcool e agua.



42

Este processo origina como sub-produto o melaco de soja, uma solugao
concentrada de acucares (Figura 10). Este pode ser concentrado por meio de
evaporagdo para facilitar seu transporte e armazenamento. Uma empresa
paranaense produtora de SPC processa cerca de dois milhdes de toneladas de
graos de soja por ano, dos quais 77% viram farelo. Deste farelo, 75% viram SPC e
25% viram melago, 0 que representa uma producdo anual de cerca de 500 mil
toneladas de melaco de soja (FERREIRA, 2007).

GGrio de soja
1 ton
35% proteina
13% umidade

Lecitina Olen Farelo de soja i_asca
10 Ky 195 Ky 48% proteina a0 Ky
138 % umidade
Melago Extrato protéico conc
190,8 Ky 5220 Ky
57.3% agicar 72% proteina
29% umidade 3.18% umidade
Etanol
18,39 Ky
Winhaga
5335 Ky

350% acdca
80,5% umidade

FIGURA 10- FLUXOGRAMA DO BENEFICIAMENTO DOS GRAOS DE SOJA, OBTENDO COMO
SUBPRODUTO O MELACO E COMO RESIDUO A VINHACA FONTE: ADAPTADO DE SIQUEIRA
(2006)

7

O melaco é uma matéria prima que impde problemas ambientais de
disposicéo, sendo utilizado principalmente como ingrediente de baixo custo para
alimentacdo animal. Possuindo alta concentracdo de carboidratos, cerca de 57,3%
em base seca (Tabela 1), seus oligossacarideos séo indigestos ao homem e animais

monogastricos, por isso sdo associados a flatuléncia e ao desconforto ocasionados
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pelo consumo da soja (CEGLA e SHUSTER, 2005). Devido ao baixo custo e a
capacidade de alguns microrganismos de degradarem estes aclcares, o melaco de
soja se mostra promissor como matéria-prima para meios de cultura em processos
fermentativos.

A fermentacdo alcoodlica do melaco de soja por Saccharomyces cerevisiae
converte apenas 50% do total de agucares em etanol. Entre eles estdo a sacarose, a
glicose e a frutose. (SANADA, 2009).

A vinhaca de soja é um residuo da producao do alcool de soja que possui alta
concentracdo de compostos organicos, essencialmente acucares ndo redutores.
Devido a alta demanda bioldgica e quimica de oxigénio (DBO e DQO), a vinhaca
ndo pode ser tratada como um efluente comum (SIQUEIRA, 2006). Seu
aproveitamento pode contribuir para reducdo de custos com tratamento e
eliminacdo, assim como prevenir contaminacdo ambiental. A vinhaca de soja
contém cerca de 35,0% de acucares (base seca) e 80,5% de umidade. Uma
industria paranaense que produz etanol a partir da fermentacdo do melagco de soja
gera cerca de 220 m® de vinhaca de soja por dia. Esta vinhaca é concentrada até

80°Brix e queimada para geracéo de energia para a industria (SIQUEIRA, 2006).

TABELA 1- COMPOSICAO DO MELACO DE SOJA. .

Componente % em base seca
Glucose* 0,24
Frutose' 0,13
Galactose* 0,25
Sucrose* 28,40
Lactose* --

Rafinose® 9,68
Estaquiose® 18,60
Carboidratos totais” 57,30
Proteina* 9,44
Lipidios® 21,20
Fibras® 5,70
Cinzas' 6,36

Umidade® 12,3% (57°Brix)

Fonte: *Siqueira, 2008 “ SELLA, 2008

A partir de quatro lotes de vinhaca de soja obtidas de uma industria de
producdo de etanol, Dlugokenski (2008) determinou suas caracteristicas fisico-
guimicas (Tabela 2), e a partir da andlise de quatorze lotes obteve a composicéo

média dos acucares contidos na fracdo de carboidratos (Figura 11).
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A vinhaca de soja contém acuUcares residuais que ainda podem ser
consumidos por certos microrganismos, tornando-a uma fonte alternativa de
nutrientes para processos fermentativos. Os principais agucares sao a estaquiose e
a rafinose, oligossacarideos com liga¢des do tipo a-1,6 que podem ser hidrolisados
pela enzima a-galactosidase (Figura 12). A rafinose é um trissacarideo composto
por trés hexoses (a-galactose + a-glicose + a-frutose), e a estaquiose € um
tetrassacarideo composto por quatro hexoses (a-galactose + a-galactose + a-glicose
+ a-frutose) (LEHNINGER, 2007).

TABELA 2- CARACTERISTICAS FiSICO-QUIMICAS DA VINHACA DE SOJA

Anédlises Resultado médio

DBO (mg.L™) 148.066,93

DQO (mg.L™) 195.333,33
Umidade e substancias volateis (g.100ml™) 82,79
Residuo mineral fixo (g.ml™) 2,37
Gordura total (g.ml™) 4,49
Proteinas (Nx5,75) (g.ml™) 1,52
Carboidratos (g.100ml™) 8,83

Fonte: DLUGOKENSKI, 2008.
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melibiose estaquiose O estaquiose
17,1% 34,0% @ rafinose
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rafinose m gal+frutose

42,1%

FIGURA 11 — COMPOSICAO MEDIA DA FRACAO DE CARBOIDRATOS DA VINHACA DE SOJA.
FONTE: DLUGOKENSKI, 2008.

A enzima a-galactosidase ja foi obtida de bactérias dos géneros Bacillus e
Lactobacillus (GARRO et al., 1996; JIN et al.,, 2001; GOTE et al., 2006; YOON e
HWANG, 2008). A sintetizada por G. stearothermophilus é termoestavel, podendo
apresentar atividade a 70°C por até 19 horas, e possui grande afinidade por
melibiose e rafinose (FRIDJONSSON et al., 1999).
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Kubo et al.(1994) isolou linhagens de G. stearothermophilus e B. circulans
com capacidade de degradar de maneira eficiente o residuo da soja proveniente da
fabricacdo de tofu. Estes microrganismos secretam proteases termoestaveis no meio
e sao capazes de degradar de maneira eficiente as proteinas deste residuo da soja
a 50°C.
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FIGURA 12- ESTRUTURA DA ESTAQUIOSE E RAFINOSE E ENZIMAS QUE CATALIZAM SUA
HIDROLISE.
FONTE: LEBLANC ET AL. 2004.

Melo (2006) testou a capacidade de sub-produtos da soja como fonte de
nitrogénio na fermentacdo de Bacillus sphaericus para sua utlizagdo como
bioinseticida para o controle biologico de Culex quinquefasciatus SAY (1823). Dentre
0s sub-produtos testados, extrato de soja, farelo, farinha e farelo branco de soja,
este ultimo foi o que resultou em um bioinseticida com maior mortalidade de larvas
no ensaio bioldgico.

Sanada (2009) utilizou a vinhaca de soja como meio de cultura para a
producédo de a-galactosidase por Lactobacillus agilis. Karp (2007) também cultivou
Lactobacillus agilis em um meio a base de vinhaca suplementado com melaco de

soja, obtendo bons rendimentos na producéo de acido L- latico.

2.8.2 Fermentacdo em Estado Sdlido
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Fermentacdo em estado solido (FES) € uma tecnologia emergente para a
producéo de biomassa e produtos de origem microbiana como enzimas, produtos
farmacéuticos, biocombustiveis, e outros. Também chamada de cultivo em estado
sOlido ou cultivo em substrato soélido, esta técnica consiste no cultivo de
microrganismos dentro ou na superficie de particulas umidecidas de uma matriz
sélida. O conteudo liquido do cultivo estd ligado a matriz, mantendo o nivel
correspondente de atividade de &agua suficiente para o desenvolvimento do
microrganismo, porém, sem exceder a capacidade maxima de retencdo de 4gua da
matriz sélida (PANDEY, 2003; SOCCOL e VANDENBERGHE, 2003).

Esta técnica é muito antiga, sendo utilizada em processos orientais classicos
como a fermentacdo de arroz por Aspergillus oryzae para o processo koji e a
producdo de queijo por Penicillium roqueforti (COUTO e SANROMAN, 2006).
Porém, com o sucesso da producdo de penicilina por fermentacdo submersa nos
anos 40, ela foi negligenciada pelo ocidente, se desenvolvendo industrialmente
apenas depois dos anos 70 (SINGHANIA et al., 2009).

Atualmente ela tem se tornado uma alternativa atrativa a fermentacao
submersa devido suas aplicacbes e 0os novos avancos no desenho de reatores.
Além disso, a utilizacédo de subprodutos e residuos da agroindustria como suporte ou
substrato para a FES fornece uma via alternativa para agregar valor a estas
matérias primas e desenvolver processos viaveis economicamente (PANDEY, 2003;
SINGHANIA et al., 2009).

Algumas vantagens desta técnica sdo o baixo consumo de energia, baixa
producdo de agua residual e o aproveitamento de residuos que primeiramente
seriam um problema ambiental. (PANDEY, 2003; SOCCOL e VANDENBERGHE,
2003; RODRIGUES et al., 2009).

O sucesso da fermentacdo em estado solido depende de alguns fatores como
a selecdo do microrganismo, selecdo do substrato, determinacdo das condicfes
otimas de cultivo e da recuperacédo do produto (SINGHANIA et al., 2009).

A razao pela qual muitos processos apresentam maior rendimento quando em
fermentacdo em estado solido provavelmente se deve ao fato de que as condi¢cbes
deste cultivo estdo mais préximas do habitat natural de muitos microrganismos do
gue a fermentacdo submersa. (PANDEY, 2003; SINGHANIA et al., 2009).

A relacéo entre a fisiologia do microrganismo e as condi¢fes fisico-quimicas

do processo é o principal fator a ser considerado para a obtencdo de altos
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rendimentos. Os fatores que influenciam no processo séao temperatura, pH, aeragao,
atividade de agua, umidade, natureza do substrato e propriedades do leito como o
tamanho de suas particulas e compactacédo (SINGHANIA et al., 2009).

Em geral os substratos utilizados neste tipo de cultivo sdo produtos
heterogéneos com composi¢cdo variada (celulose, amido, pectina, lignocelulose,
fibras, etc...), que sua estrutura basica macromolecular Ihe confere as propriedades
necessarias para o cultivo em estado sélido. Sua estrutura pode simplesmente
fornecer uma matriz inerte (como o bagaco de cana e resinas) em que 0S nutrientes
estdo adsorvidos na mesma ( acucares, lipidios, acidos organicos etc...), mas
geralmente esta matriz também fornece os nutrientes necessarios ao cultivo
(RAIMBAULT, 1998; PANDEY et al., 2008).

Em alguns casos uma etapa de pré-tratamento é necessaria para tornar o
substrato bruto passivel de utilizacdo na fermentacédo, como: a reducéo de tamanho
por moagem, raspagem ou corte; o tratamento fisico, quimico ou enzimatico de seus
polimeros para aumentar a disponibilidade de nutrientes; a suplementacdo com
nutrientes ou agua para adequar a umidade ao crescimento dos microrganismos
(RAIMBAULT, 1998; PANDEY et al., 2008).

Os maiores empecilhos deste tipo de cultivo estdo relacionados com a
heterogeneidade dos substratos (que ocasionam ndo uniformidade em sua estrutura,
variabilidade entre as bateladas e limitacdo da reprodutibilidade do processo) e sua
dificuldade de homogeneizacéo, assim como a temperatura, pH e umidade durante o
cultivo. Cada substrato apresenta suas vantagens a particularidades (RAIMBAULT,
1998; RODRIGUEZ-LEON et al., 2008).

A baixa transferéncia de calor de algumas matrizes pode ocasionar pontos no
leito em que a temperatura chega a ser cerca de 20°C maior que a temperatura de
incubacdo, podendo afetar o desenvolvimento do microrganismo e causar a
desnaturacdo de produtos formados (PANDEY, 2008). Porém, a modelagem de
biorreatores para fermentacdo em estado solido tem buscado contornar as
dificuldades de transferéncia de calor, massa e oxigénio apresentadas por desta
técnica (MITCHELL et al., 2003; SINGHANIA et al., 2009).

Diversos microrganismos podem ser utilizados em processos de fermentacéo
em estado sélido. Devido as caracteristicas de baixa atividade de agua obtida neste
cultivo, fungos e leveduras tém sido utilizados com sucesso no desenvolvimento de
muitos processos (PRADO et al.,, 2005; MEDEIROS et al., 2006; MACIEL et al.,
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2008; RODRIGUES et al., 2009; SPIER et al., 2009) porém, muitos autores também
tém tido sucesso com culturas bacterianas (ARCHANA E SATYANARAYAMA, 1997,
DEVI et al., 2005; CHINN et al., 2007; MIZUMOTO e SHODA, 2007; BUDHAVARAM
e FAN, 2009). O cultivo de microrganismos termofilicos e a producédo de produtos
termoestaveis tém sido explorados como uma maneira de superar as dificuldades de
remocao de calor do processo (ARCHANA E SATYANARAYAMA, 1997, DEVI et al.,
2005; YANG et al., 2005; CHINN et al., 2007; BUDHAVARAM e FAN, 2009).

Archana e Satyanarayama (1997) desenvolveram um processo de producao
de xilanase pelo microrganismo termofilico Bacillus licheniformis A99 pela técnica de
fermentacdo em estado s6lido.O farelo de trigo demonstrou ser o substrato mais
adequado ao processo, e uma elevada atividade de dgua demonstrou ser mais
adequada a producao da enzima. Yang et al. (2005) obtiveram bons rendimentos de
xilanase livre de celulase em fermentacdo em estado sélido com o fungo termofilico
Paecilomyces themophila, utilizando trigo como substrato.

Devi et al. (2005) desenvolveram um processo por cultivo em estado solido
economicamente viavel para a producdo do bioinseticida Bacillus thuringiensis,
utilizando farelo de trigo como substrato.

Budhavaram e Fan (2009) cultivaram o microrganismo termofilico B.
coagulans em lodo de papel (residuo solido da industria de papel) para a producao
de acido latico. Apesar da baixa umidade inicial (70%) e alta temperatura do cultivo
(45°C a 50°C), o microrganismo foi capaz de converter mais de 87% da celulose
contida no substrato, obtendo rendimentos maiores do que 80% na producédo de
acido latico.

Chinn et al. (2007) também utilizaram lodo de papel no cultivo de uma
bactéria termofilica. Quando cultivado neste substrato, o microrganismo Clostridium
thermocellum 27405 se mostrou adequado para a producdo de acetato, lactato e
etanol, e 0 aumento da umidade inicial acima de 30% apresentou atividades de agua
iguais (0,99) porém, resultou em um aumento da quantidade de produto final
formado.

Visando melhorar a relacdo produtividade/custo, Sella et al. (2008a)
desenvolveram a técnica de producdo de esporos termorresistentes de Bacillus
atrophaeus em fermentacdo em estado sélido (FES) utilizando bagaco de cana

como suporte e melago de soja como fonte de carbono. Os esporos produzidos
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apresentaram uma performance satisfatoria na producdo de indicadores bioldgicos

para esterilizagéo por calor seco.

3 MATERIAL E METODOS

3.1 FASES DE DESENVOLVIMENTO DA PESQUISA

A producdo do indicador biolégico para esterilizacdo a vapor consiste nas

seguintes etapas:

[ Cepa padréo ]
v
[ Preparo do in6culo ]
v
[ Esporulacao ]
v

[ Suspenséo de esporos ]

v

Quantificacdo de
esporos viaveis

v

Preparo do
indicador bioldgico

.

v

4 N\
Quantificacdo de
esporos viaveis no

1B (No)

v

Resisténcia Térmica

FIGURA 13- FLUXOGRAMA DAS ETAPAS DE PRODUCAO DO INDICADOR BIOLOGICO.
FONTE: O AUTOR.
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Estudos foram realizados em diferentes etapas da producdo do indicador
biolégico (Figura 13). Na etapa de preparo do indculo foram testados diferentes
matérias primas para utilizacdo no meio de cultura visando substituir o meio de
cultura padrao por fontes alternativas e de menor custo.

Na etapa de esporulagdo também foram testadas diferentes fontes
nutricionais na produgdo de esporos e sua influéncia no rendimento e
termorresisténcia.

Foi realizado um estudo dos fatores que influenciam na resisténcia térmica
dos esporos durante a sua producdo (fontes de carbono e nitrogénio, sais
inorganicos, pH, volume do inéculo), visando a sua utilizacdo em indicador biologico
para esterilizacdo a vapor. Nesta etapa foi possivel determinar as variaveis criticas
do processo de esporulacao na producéo do indicador biologico.

Foi testada também a influéncia do diluente no preparo da suspensao de
esporos e no seu armazenamento, visto que esta etapa também pode influenciar
sua viabilidade e termorresisténcia, afetando a qualidade do produto.

No meio de recuperacédo do indicador bioldgico foi avaliada a concentracao do
indicador de pH purpura de bromocresol, para estabelecer qual a sua concentracéo
otima. Também foi avaliada a influéncia da adicdo de glicerol ao meio de

recuperacao sobre a estabilidade da coloracéo e pH do meio apés a utilizagdo do IB.

3.2 METODOS UTILIZADOS

3.2.1 Cepa padréo

A cepa padrao do microrganismo Geobacillus stearothermophilus ATCC 7953
foi obtida no Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude (INCQS). Ela foi
mantida na forma de esporos em nitrogénio liquido, e também congelada a -80°C,
sendo mantida na sua forma vegetativa em tubos de ensaio contendo Agar de Soja
Tripticaseina (Tryptone Soy Agar - TSA) inclinado, e conservada sob refrigeracéo

(5°C + 3°C). Foram realizados repiques semestrais para sua manutencao.

3.2.2 Preparo do indculo
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O in6culo consiste em uma suspensdo de células vegetativas do
microrganismo. Este foi preparado em tubos de ensaio contendo 25,0 ml de Caldo
de Soja Trispticaseina (Tryptone Soy Broth — TSB), inoculados com 10’ esporos
(retirados da suspensdo semente de esporos, cujo preparo esta descrito no item
3.2.3) e incubado a 57,5°C + 2,5°C durante seis horas.

Esta técnica de preparo de in6culo foi desenvolvida por Dlugokenski (2008),
que realizou a cinética de crescimento de G. stearothermophilus em TSB a partir de
esporos (Figura 14). O tempo de incubacdo foi determinado com base na fase
logaritimica de crescimento, que foi entre trés e seis horas de cultivo. O tempo de
geracao (duplicacao) calculado foi de 0,69 hora correspondendo a 41,4 minutos e a
velocidade especifica méaxima de crescimento, foi de 0,76 min™.

2,50E+07
2,00E+07 A
- -
= 1,50E+07
e
S 1,00E+07 A
5,00E+06 A
0,00E+00 ' ' ' S D —
(6} 3 6 9 12 15 18 21 24 27
Tempo (horas)

FIGURA 14 — CURVA DE CRESCIMENTO DO MICRORGANISMO Geobacillus stearothemrophilus.
FONTE: DLUGOKENSKI, 2008.

3.2.3 Preparo da suspensao de esporos

Foi utilizada como base a metodologia padronizada pelo CPPI, a qual esta
contida no procedimento operacional padrdo (POP) n°14.00.02- Procedimento para
producdo e padronizacdo do concentrado de esporos de Geobacillus
stearothermophilus (PARANA, 2005). A partir da cepa armazenada em freezer -
80°C, foi produzida uma suspensdo semente de esporos de G. stearothermophilus
para a utilizacdo durante toda a pesquisa como padrao e para o preparo do indculo.

A esporulacéo foi realizada em garrafas de Roux contendo 400 ml de &gar

para esporulagdo padronizado pelo CPPI para producdo do Esteriteste (PARANA,
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2005), que possui a seguinte composicao: peptona, 0,3%; triptona, 0,5%; extrato de
carne, 0,3%; extrato de levedura, 0,5%; sulfato de magnésio heptahidratado
(MgS0.4.7H,0) , 0,005%; sulfato de manganés monohidratado (MnSOa4.H;0),
0,0038%; cloreto de célcio bihidratado (CaCl,.2H,0), 0,0034%:; fosfato de potassio
(KH2,PO,), 0,005%; agar, 2%. O pH foi ajustado para 7,4 com solu¢cdo de NaOH 1N,
esterilizado em autoclave durante 15 minutos a 121°C e posteriormente inclinado. A
taxa de inoculacao empregada foi de 1% (v/v), a suspensao de células foi espalhada
sobre a superficie do agar através da suave movimentacdo da garrafa e a mesma foi
incubada a 57,5°C + 2,5°C durante 12 dias.

A recuperacgao dos esporos do meio foi realizada raspando-se delicadamente
a superficie do dgar com um bastdo de vidro estéril e adicionando-se 80 ml de agua
deionizada estéril. A suspenséo retirada foi filtrada em uma camada de algodao e
outra de gaze e centrifugada a 2500 rpm (1,048 g) durante 20 minutos a 4°C. O
sobrenadante foi descartado, o sedimento resuspendido em 100 ml de agua
destilada estéril e a centrifugacédo e resuspenséo realizadas mais duas vezes. Ao
término deste procedimento a suspensdo obtida foi envasada em frascos-ampola
com 5 ml cada e armazenada sob refrigeracao (5°C + 3°C).

Nas demais etapas da pesquisa em que foram preparadas suspensdes de
esporos a metodologia utilizada foi a mesma, porém, com algumas variacdes. As
esporulacdes foram realizadas em garrafas de 200 ml contendo 60 ml de meio de
esporulacdo cada (Figura 15), o volume de agua utilizado na recuperacdo e
centrifugacéo foi de 50 ml, e o volume final das suspensdes obtidas foi de 20 ml para
cada garrafa de esporulacdo. O meio de esporulacao utilizado variou de acordo com

a etapa da pesquisa, e esta especificado em cada item.

FIGURA 15 — GARRAFA DE 200 ML UTILIZADA NA PRODUCAO DE ESPOROS COM AGAR
INCLINADO.
FONTE: O AUTOR.
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3.2.4 Quantificagdo de microrganismos viaveis.

A contagem de microrganismos viaveis foi realizada pelo método da gota
(MILES e MISRA, 1938), padronizado para IBs e suspensdes de esporos por Sella
(2008) e Dlugokenski (2008). Foi realizada a diluicdo decimal seriada das amostras
e posterior inoculagdo de 50ul das mesmas em duplicata sobre superficie de TSA.
As placas foram incubadas com a superficie virada para cima overnight a 57°C. A
contagem de colbnias presentes nas placas permitiu o célculo das unidades
formadoras de coldnias por ml de suspenséo (UFC.ml™).

Para a contagem apenas das formas esporuladas presentes, as amostras
foram submetidas a vapor fluente em autoclave (100°C) durante cinco minutos para
eliminacdo das formas vegetativas antes da contagem de colonias. Para a
determinacdo do numero inicial de microrganismos no indicador biolégico apos
preparacédo (No), foi feito um pool de dez IBs, e este foi utilizado como amostra para

a contagem.

3.2.5 Preparo do Indicador Biolégico

Os esporos produzidos nos experimentos e armazenados na forma de
suspensao foram utilizados na preparacdo de indicadores bioldgicos para
esterilizagdo a vapor, a qual teve como base o POP n°14.00.04 - Procedimento para
a producéo do Esteriteste (PARANA, 2003).

Adicionou-se um volume suficiente de suspensdo de esporos ao meio de
recuperacdo para a obtencdo de um numero desejado de esporos dentro do
indicador biolégico (10° ou 10* esporos por indicador biolégico), o qual é ajustado
em funcdo da termorresisténcia do microrganismo. O meio de recuperacao contendo
esporos foi homogeneizado em agitador magnético durante 20 minutos, envasado
em frascos-ampola de 7 ml com 3 ml cada, tampados com rolha de borracha e
lacrados com lacre de aluminio. Foram armazenados em geladeira (5°C +3°C) até a
data de sua utilizagéo.

Em algumas etapas da pesquisa foi utilizado como referéncia o meio de
recuperacdo utilizado na producdo de Esteriteste (PARANA, 2003), que possui a
seguinte composicdo: TSB, 3%; amido, 0,1%; cloreto de calcio bihidratado, 0,018%;

purpura de bromocresol, 0,001%, pH 7,0. Em outras etapas foi utilizado o meio
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formulado por Dlugokenski (2008): vinhaca de soja, 1,5%; cloreto de calcio
bihidratado, 0,018%; amido, 0,1%; extrato de levedura, 0,8%; purpura de
bromocresol, 0,01%, pH 7,3.

: n ¢ Ty
FIGURA 16- ENVASE E SELAGEM DOS INDICADORES BIOLOGICOS.
FONTE: DLUGOKENSKI, 2008.

O indicador de pH puarpura de bromocresol presente no meio apresenta
coloracéo violeta em pH levemente alcalino (pH 6,0 a 8,0) e coloracdo amarelo em
pH acido (pH abaixo de 5,5), logo, o indicador biol6gico quando preparado apresenta
coloracao violeta. Apos submetido a um ciclo de esterilizacdo este é incubado a
57°C durante 48 horas. A mudanca de colorac&o para amarelo indica leitura positiva,
ou seja, o ciclo de esterilizacdo ndo foi suficiente para destruir todos 0s esporos
contidos no IB, que quando incubados a temperatura de crescimento germinam e se
multiplicam gerando metabdlitos acidos a partir do consumo do meio de cultura. A
permanéncia da coloracdo violeta indica leitura negativa, ou seja, auséncia de

crescimento microbiano (Figura 17).

-
ey

FIGURA 17 — INDICADORES BIOLOGICOS AUTOCONTIDOS NEGATIVO (VIOLETA) E POSITIVO
(AMARELO).
FONTE: O AUTOR.

B
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3.2.6 Resisténcia Térmica

A resisténcia ao calor umido dos esporos produzidos durante o trabalho foi
avaliada pelos valores do tempo de reducdo decimal a 121°C (D1:°c) e do tempo
médio de morte (Usk) do indicador biolégico no qual estes foram utilizados. Foi
utiizado o método de andlise da fracdo negativa — Spearman-Kaber como
recomendado pela U.S.P. 29 (2006a) para IBs auto-contidos.

O método de analise da fracdo negativa é indicado para se determinar a
resisténcia de IBs. Estes sdo submetidos a ciclos de esterilizagcdo de diferentes
tempos de exposicdo, sendo que no mesmo ciclo uma fracdo de IBs ira apresentar
crescimento e outra ndo. Este método propicia uma analise estatistica com base na
propor¢do dos organismos sobreviventes aos ciclos de esterilizacdo. Maiores
tempos de exposicado apresentam uma fragdo menor de IBs positivos, assegurando
gue apenas um um peqgueno namero de esporos sobreviveu ao ciclo, fornecendo um
rigoroso desafio ao sistema como um todo.

O teste foi feito de acordo com o POP n° 10.06.03- Controle Microbiolégico do
Indicador Biologico para Esterilizacdo a Vapor — Esteriteste- Termorresisténcia
(PARANA, 2007). As amostras (IBs) foram submetidas a ciclos de esterilizacdo em
autoclave gravitacional a 121°C durante seis diferentes tempos de exposigdo: 5; 7,5;
10; 12,5; 15 e 17,5 minutos. Foram utilizadas dez amostras por tempo de exposicao,
e apds o teste estas foram incubadas a 57,5°C + 2,5°C durante 48 horas. A leitura foi
realizada observado-se 0 numero de amostras que possuiram crescimento positivo

ou negativo pela mudanca de coloracéo (Figura 19).

FIGURA 18 - SEIS LOTES DE IBS PREPARADOS PARA O TESTE DE RESISTENCIA TERMICA.
FONTE: O AUTOR.
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Os parametros de resisténcia térmica foram calculados como determina a

Farmacopéia Americana USP 29 (2006a) pelas seguintes formulas:

'Usk
log N, + 0,2507

Diyyee =

A variancia para Usk foi obtida por:

V= Cﬁﬁ?jfﬂzzrﬂﬂ_rﬂ

O desvio padréao foi calculado por:

sD =4V

Os limites minimo e maximo com 95% de confianca para o valor de Djzjoc

foram calculados pela equacéo:

Uy £ 25D
~ logN, + 0,2507

Disyee

Aonde:

D12:°c = tempo de reducéo decimal a 121°C

Usk = tempo médio de morte

d = intervalo entre os tempos de aquecimento

Uk = primeiro intervalo de tempo onde todas as amostras apresentaram crescimento
negativo

r = nimero de amostras negativas a cada tempo de exposicao entre t; e tg

n = numero total de amostras por tempo de exposi¢ao
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FIGURA 19 - EXEMPLO DE RESULTADO DO TESTE DE RESISTENCIA TERMICA PELO
METODO DA FRAGAO NEGATIVA.
FONTE: O AUTOR.

3.2.7 Viabilidade

Para avaliar a viabilidade de IBs produzidos, dez amostras foram incubadas a
57,5 + 2,5°C durante 48 horas. Para que o teste seja satisfatorio, as dez amostras

devem apresentar resultado positivo.

3.2.8 Fermentacédo em Estado Solido

A esporulacédo pela técnica de Fermentacdo em Estado Sélido foi realizada
utilizando-se diferentes matérias-primas solidas como suporte contendo meio de
cultura liquido adsorvido como fonte de nutrientes. Os cultivos foram feitos em
Erlenmeyer de 250 ml de boca larga, contendo 5 g da matéria seca do suporte a ser
testado.

A quantidade de meio de cultura adicionado ao suporte foi calculada com
base na umidade inicial a ser utilizada para cada matéria-prima. Esta foi
determinada da seguinte maneira: adicionou-se 10 g da matéria seca do suporte a
um frasco de Erlenmeyer contendo 100 ml de agua deionizada, o qual foi
autoclavado durante 15 minutos a 121°C. A umidade inicial para cada suporte foi

calculada pela seguinte formula:

massay o

Umidade =

massay o +massa,,...

A recuperacao dos esporos do cultivo foi realizada adicionando-se pérolas de

vidro e 100 ml de uma solucdo de Tween 80 0,01% a cada frasco. Em seguida, 0s
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frascos foram levados a agitagdo em shaker a 250 rpm a 4°C durante 60 minutos.
ApOs a agitagdo, os cultivos foram filtrados com uma camada de tecido de celulose,
uma de gaze e outra de algoddo (previamente esterilizados). O filtrado foi
centrifugado a 2500 rpm durante 20 minutos a 4°C. O sobrenadante foi descartado e
o sedimento resuspendido em agua deionizada estéril. Este procedimento foi
repetido mais duas vezes, e o ultimo sedimento foi resuspendido em 20 ml de agua,

obtendo-se assim uma suspenséo concentrada de esporos

3.2.8.1 Atividade de a4gua, pH e umidade

A atividade de agua foi determinada no aparelho Aqualab CX-2. O pH foi
determinado apos diluicdo de 1 g do cultivo em 10 ml de agua, homogeneizagéo em
vortex e filtragdo em uma camada de algodéo.

A umidade foi determinada pelo método termogravimétrico. Cerca de 1,0 g da
amostra a ser testada foi pesada em capsulas de porcelana previamente secas em
estufa e taradas em balanca analitica de precisdo. A amostra foi seca durante 24
horas a 105°C (tempo necessario para se atingir peso constante) e pesada

novamente. A perda de agua permitiu o calculo da umidade pela seguinte equacao:

A.100
Fl

Umidade (g%) =

Onde:
A= diferenca de peso entre a amostra Umida e seca

P= peso da amostra Umida

3.2.9 Planejamento de experimentos e analise estatistica

Nas etapas em que foram trabalhadas diversas variaveis do processo foi
utilizada a técnica de planejamento experimental, baseada nos fundamentos
estatisticos. A utilizacdo desta técnica reduz o nimero de experimentos, melhora a
gualidade da informacéo obtida pelos resultados e permite a analise de diversos
fatores simultaneamente. Os planejamentos do tipo fatorial envolvem combinacgdes
entre os niveis de dois ou mais fatores, e os valores de tais niveis séo fixados a

principio do experimento.
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Na etapa de otimizacdo do meio de cultura do indculo, primeiramente foi
utilizado um planejamento do tipo fatorial completo. Neste tipo de planejamento
estdo presentes todas as combinacdes possiveis entre todos os niveis de cada fator,
e a partir das respostas obtidas é possivel determinar o efeito de cada fator
estudado nas varidveis resposta. Para a otimizacdo do meio de cultura foi utilizado
um delineamento do tipo Composto Central Rotacional (DCCR). Este tipo de
planejamento consiste na parte fatorial, contento as combina¢Bes nos niveis
escolhidos, e de pontos axiais ( nos niveis —a e +a ). Ele permite a obtengdo de uma
superficie de resposta e da regido dos fatores estudados que otimiza os valores das
variaveis resposta.

Na etapa de avaliacdo da influéncia das variaveis do processo de esporulacao
na resisténcia térmica dos esporos foram utilizado primeiramente planejamentos
experimentais do tipo Plackett-Burman. Este tipo de delineamento & baseado em
matrizes ortogonais do tipo Hadamard ( com niveis +1 e -1) , ele permite analisar 0s
efeitos dos fatores estudados sobre as variaveis resposta auxiliando no screening de
fatores que séo significativos no processo, dentro dos niveis pré-estabelecidos. Sua
vantagem sobre os planejamentos fatoriais completos € que fornece respostas
consistentes com um numero reduzido de experimentos. Depois da etapa de
screening, para a otimizacado das variaveis nesta etapa também foi utilizado um
planejamento do tipo DCCR.

Em experimentos em que houve a necessidade de se avaliar se os resultados
obervados era diferentes entre si, foi utilizada a andlise de variancia (ANOVA). A
analise de variancia € a comparacao das medias de diferentes grupos, cujo objetivo
€ avaliar se as diferencas observadas entre as médias das amostras sao
estatisticamente significativas. Sao calculadas as variancias dos valores entre
grupos, e a variancia dentro dos grupos. Em seguida, determina-se a distribuicao F,
gue € a fracdo entre a variancia entre grupos e a variancia dentro dos grupos, que
permite verificar se a variabilidade é proveniente da variacdo amostral ou é uma
evidéncia da diferenca entre as médias das populacdes. Quanto maior for a
variabilidade entre, mais forte é a evidéncia de as médias das populacdes serem
diferentes. O resultado do F observado é comparado com o F critico (valor tabelado,
de acordo com o nivel de significAncia previamente estabelecido), fornecendo o p-
valor. A partir do p-valor é possivel determinar se existe diferencga significativa entre

as médias dos grupos estudados.
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Para determinar quais médias séo estatisticamente diferentes entre si, apos a
ANOVA realizou-se o teste da menor diferenca significativa de Fisher ( Fisher’s
LSD), o qual realiza comparacdes pareadas entre as médias.

A obtencdo das matrizes dos planejamentos experimentais, assim como a
andlise estatistica dos resultados, foram realizadas com o auxilio dos programas
Statistica 7.0 (Statsoft, Inc.) e Statgraphics Plus 5.0 (Statistical Graphics Corp.).
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4 OTIMIZACAO DAS CONDICOES DE PRODUCAO DO INOCULO

4.1 INTRODUCAO

O in6culo, ou cultura semente, é indispensavel para um processo
fermentativo. O desenvolvimento do inéculo pode possuir um efeito subseqiente na
performance do processo, como a duracdo da fase lag, velocidade especifica de
crescimento, rendimento de biomassa, esporulacéo e qualidade do produto final. O
in6culo normalmente é um processo em batelada que correlaciona o estado
metabdlico da cultura com o processo desejado. Em alguns processos
fermentativos, o crescimento 6timo do microrgamisno no estagio de producao
depende da idade e da densidade da cultura iniciadora. Estes dois parametros sao
inter-relacionados e devem ser otimizados a fim de se encontrar a densidade de
biomassa e o tempo 6timo de producédo de um inoculo (SEN e SWAMINATHAN,
2004).

O curso de algumas fermentacdes pode ser afetado pelo indculo, pois
culturas de bactérias “velhas” precisam de um maior tempo de adaptagao, nao se
desenvolvendo da mesma maneira que uma cultura jovem. Por esta razéo, o tempo
de incubacao do indculo € muito importante (CALAM, 1976 citado por MILNER et al.,
1997). Muitos trabalhos ndo estudam o desenvolvimento do inoculo em seu
processo, acreditando que esta etapa néo seja critica, mas alguns autores mostram
gue se trabalhar com a cultura iniciadora pode melhorar o rendimento de alguns
processos (MILNER et al., 1997; SEN e SWAMINATHAN, 2004; LALUCE et al.;
2009).

Milner et al. (1997) comparou in6culos de um e dois estagios na producao de
amilase por B. amyloliquefaciens, estudando diferentes tempos de incubacéo dos
mesmos. Desenvolvendo um inéculo de dois estagios aumentou a producdo da
enzima em cerca de 20%, além disso reduziu seu tempo de producéo.

Sen e Swaminathan (2004) verificaram uma forte interacdo entre o volume do
primeiro estagio e o tempo de producéo do segundo estagio do indculo na producéo
de surfactina por Bacillus subtilis DSM 3256. A otimizacdo destas duas variaveis
contribuiu para o aumento do rendimento da producéo.

Laluce et al. (2009) demonstraram que € possivel aumentar o rendimento da

producdo de etanol aumentando a concentragcdo do inoculo. Verificaram também
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que a interacdo entre a temperatura e a concentragdo de indculo afetam
positivamente a viabilidade do microrganismo durante o processo, e a interacao
entre a concentracdo de in6culo e de agucares leva a uma maior producdo de
etanol.

Na producdo de esporos bacterianos a primeira etapa é o indculo, que
consiste em produzir biomassa de sua forma vegetativa até atingir a fase
estacionaria. O in6culo pode ser iniciado a partir de células vegetativas mantidas em
agar inclinado, de esporos em suspensao aquosa, liofilizados ou congelados.
Esporos em suspensao aquosa sao relativamente estaveis por um longo periodo,
faceis de armazenar e quantificar, fornecendo um in6culo com um ndamero de
microrganismos mais preciso.

O aproveitamento de residuos da agroindustria como fonte alternativa de
substratos para o0 desenvolvimento de microrganismos vem crescendo na
biotecnologia. Alguns trabalhos demonstram a habilidade de bactérias do género
Bacillus em se desenvolver em substratos complexos e residuos da agroindustria,
como a producao de biosurfactantes por Bacillus licheniformis e Bacillus subtillis a
partir de melaco de cana e proteinas do queijo (JOSHI et. al., 2007) e a utilizacéo
de melaco de cana e agua de maceracdo de milho no desenvolvimento de Bacillus
megaterium para a producédo de poli acido hidroxibutirico (GOUDA et. al., 2001).
Sella et al. (2008) desenvolveram um meio para producdo de inéculo de Bacillus
atrophaeus contendo 4,0% de melaco de soja e 4,0% de peptona de caseina em
substituicdo ao Caldo de Soja Tripticaseina (TSB). O in6culo se mostrou eficaz na
producédo de esporos termorresistentes para a utilizacdo em indicadores bioldgicos
para esterilizacao.

O melaco de soja é um subproduto do processamento da soja, obtido durante
a producdo de concentrado de proteinas, e se destaca pela alta concentracédo de
acucares, em torno de 57% do peso seco (SIQUEIRA et. al. 2006).

Visando substituir o meio de cultura industrializado utilizado na producédo do
in6culo de Geobacillus stearothermophilus (Caldo de Soja Tripticaseina ou TSB),
buscou-se uma formulacao alternativa utilizando o melaco de soja como fonte de

carbono, devido a sua grande disponibilidade e baixo custo.
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4.2 MATERIAL E METODOS
4.2.1 Selecao da fonte de nitrogénio

Foram preparados trés meios de cultura utilizando melago de soja como fonte
de carbono e diferentes fontes de nitrogénio, sendo TSB usado como meio controle.
O melago de soja foi obtido de uma industria de proteina concentrada de soja e
armazenado na concentracéo de 75°Brix.

A formulacdo dos meios esta apresentada na Tabela 1. Os meios 2 e 3 foram
formulados para se obter uma relacdo C:N proxima a do meio controle (1,32) com
base nos dados da Tabela 2. Na formulacdo do meio 1 optou-se por uma relacao
mais elevada (C:N =5) devido ao fato da peptona apresentar grande concentracao
de carbono, o que impossibilita a formulagdo do meio com a relagcdo C:N
inicialmente citada.

Foram preparados 2 tubos de ensaio com 25 ml de cada meio, o pH foi
ajustado para 7,2 +0.1, e autoclavados a 121°C durante 15 minutos. Para a
realizac&do do ensaio os tubos foram inoculados com 107 esporos em cada tubo (100
pl de suspensédo semente de esporos) e incubados a 57,5 + 2,5°C durante 6 horas
(item 3.2.2). A quantificacdo dos microrganismos viaveis (formas vegetativas) foi

realizada como descrito no item 3.2.4 e expressas em UFC.ml™.

TABELA 1 — COMPOSICAO DOS MEIOS PARA SELECAO DA FONTE DE NITROGENIO DO
INOCULO UTILIZANDO MELACO DE SOJA COMO FONTE DE CARBONO.
Meio Composicéo

1 Melaco 0,8% + Peptona 2%

2 Melago 0,8% + Extrato de Carne 2,2%
3 Melago 0,45% + Triptona 1,9%

4 TSB (controle)

TABELA 2 — COMPOSICAO DOS COMPONENTES DOS MEIOS DE CULTURA. FONTE: 'BD
BIOPHARMACEUTICAL PRODUCTION, 2004; “SIQUEIRA, 2006.

Carboidratos (%) Nitrogénio (%)
TSB (preparado)” 0,33 0,25
Extrato de Carne® 0,20 11,20
Triptona® 7,70 13,00
Peptona’ 15,40 6,29

Melaco de Soja” 19,54 0,52
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4.2.2 Efeito das fontes de carbono e nitrogénio sobre a produc¢éo do indculo

Ap6s a escolha da melhor combinacdo de nutrientes, foi realizado um
planejamento experimental para determinar a influéncia das concentragbes das
fontes de carbono e nitrogénio na producdo de microrganismos viaveis de G.
stearothermophilus. Foi realizado um planejamento do tipo fatorial 2% completo com
duplicata e dois pontos centrais, totalizando 10 experimentos. Os valores reais das
variaveis estudadas no planejamento estdo apresentados na Tabela 3, a seguir:

TABELA 3 — PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL FATORIAL 2° COMPLETO PRODUCAO DO
INOCULO DE G. stearothermophilus.

Experimento Melaco de Soja (% p/v) Extrato de Carne (% p/v)
1 0,2 0,5
2 14 3,5
3 0,2 3,5
4 14 0,5
5 (PC) 0,8 2,0

4.2.3 Otimizagao do meio de cultura do inoculo

Para a otimizacdo do meio de cultura do in6culo foi realizado um
delineamento experimental do tipo composto central rotacional (DCCR). Foram
estudadas duas variaveis em dois niveis, os experimentos foram realizados em
duplicata, com a adicdo de quatro pontos axiais e dois pontos centrais, totalizando
19 experimentos. A matriz de experimentos com os valores codificados esta
representada na Tabela 4. As variaveis codificadas e seus valores reais sao
apresentados na Tabela 5. Os valores a serem estudados foram determinados de

acordo com a resposta do experimento anterior.

TABELA 4 — MATRIZ DE EXPERIMENTOS DO DELINEAMENTO DCCR PARA OTIMIZACAO DO
MEIO DE CULTURA DO INOCULO.

Ensaios Niveis
(1) Melago de Soja (2) Extrato de Carne
1 -1 -1
2 -1 1
3 1 -1
4 1 1
5 -1,41 0
6 1,41 0
7 0 -1,41
8 0 1,41

9 (PC) 0 0
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TABELA 5 — NIVEIS DAS VARIAVEIS ESTUDADAS NA OTIMIZAGAO DO MEIO DE CULTURA DO
INOCULO.

Variaveis Niveis

-1,41 -1 0 1 1,41
(1) Melago de Soja 0,01 0,2 0,5 0,8 1,0
(2) Extrato de Carne 2,0 2,4 3,5 4,6 50

Os resultados obtidos foram ajustados a um modelo de segunda ordem de
acordo com a equacao 1, que descreve a superficie de resposta obtida
y =by +byxy + byxy + byyxi 4 byyxi 4 bypxgx, (1)

Onde y representa a variavel resposta, b representa os coeficientes de

regressao, e x os valores codificados para as variaveis independentes.

4.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.3.1 Selecao da fonte de nitrogénio

Trés fontes de nitrogénio foram testadas em formulacfes de meios de cultura
para o inoculo de G. stearothermophilus utilizando melaco de soja como fonte de

carbono. Os resultados estdo na Tabela 6:

TABELA 6 —RESULTADOS DAS CONTAGENS DE BACILOS VIAVEIS DA SELECAO DA FONTE DE
NITROGENIO PARA O MEIO DE CULTURA DO INOCULO.

Meio Composicéo Resultados — média das duplicatas
(UFC.ml™)
1 Melaco 0,8% + Peptona 2% 4,0. 10’
2 Melago 0,8% + Extrato de Carne 2,2% 4,0.10’
3 Melago 0,45% + Triptona 1,9% 3,8.10'
4 TSB (controle) 1,4.10°

Todos 0os meios testados proporcionaram o0 crescimento do microrganismo.
Os resultados obtidos estdo em torno de 4,0.10" UFC.ml™}, menos de um log abaixo
do resultado fornecido pelo meio controle (1,4.10% UFC.ml™).

Foi realizada a Analise de Variancia (ANOVA) para determinar se existe
diferenca significativa entre os meios de cultura testados a um nivel de 90% de
confianca (Tabela 7).

O valor de Fyc de 12,52 é quase trés vezes maior que Fritico (4,19) € 0 p-valor

€ menor do que 0,1, mostrando que existe uma diferenca significativa entre as
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medias dos resultados obtidos dos quatro meios testados. Para determinar quais
meédias sdo significativamente diferentes entre si foi realizado o teste da menor

diferenca significativa de Fisher. Os resultados s&o mostrados na Figura 1.

TABELA 7 — ANALISE DE VARIANCIA DA PRODUGAO DO INOCULO DE G. stearothermophilus EM
MEIOS DE CULTURA COM MELACO DE SOJA E DIFERENTES FONTES DE NITROGENIO.

Fonte de Soma dos Graus de Média dos Feaic p-valor
Variacao Quadrados Liberdade Quadrados

Entre os grupos 1,87108.10™° 3 6,23693.10° 12,52 0,0168
Residual 1,99269.10" 4 4,98173.10"

Total Corrigido 2,07035.10"° 7

O gréfico mostra que os meios contendo melaco de soja como fonte de
carbono séo estatisticamente iguais entre si, mas diferentes do meio controle. Isso
demonstra que eles possuem a mesma capacidade de producdo de biomassa de G.

stearothermophilus, no entanto ndo substituem o meio controle.

X1,E7)
18 | ]
15| [
T 12f .
S o :
Fy - ]
-  6r ]
3F I I I ;
ok ]
1 2 3 TSB (controle)
Meios

FIGURA 1 -PLOTAGEM DAS MEDIAS DOS MEIOS UTILIZADOS PARA SELECAO DA FONTE DE
NITROGENIO DO INOCULO. (1) MELACO E PEPTONA (2) MELACO E EXTRATO DE CARNE (3)
MELACO E TRIPTONA .

4.3.2 Efeito das fontes de carbono e nitrogénio sobre a producédo do inéculo

Como as fontes de nitrogénio apresentaram a mesma capacidade de
multiplicacdo dos bacilos, o extrato de carne foi escolhido para o préximo
experimento por ser o substrato estudado que apresenta menor porcentagem de
carbono em sua composicao, proporcionando assim uma melhor avaliacdo do efeito
do nitrogénio sobre a produtividade. Os resultados das duplicatas da quantificacédo

de bacilos viaveis estdo apresentados na Tabela 8.
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As médias das contagens de coldnias sdo apresentadas graficamente na

figura 2. As formulacBes testadas forneceram resultados entre 10° e 10" UFC.ml™* e

a que apresentou maior rendimento foi a referente ao experimento 3, contendo 0,2%

de melaco de soja e 3,5% de extrato de carne.

TABELA 8 — RESULTADOS DAS CONTAGENS DE BACILOS VIAVEIS DOS EXPERIMENTOS DO

PLANEJAMENTO FATORIAL 2° COMPLETO.

Experimento

Resultados das duplicatas (UFC.mI™)

1 5,0.10° 4,8.10°
2 1,3.10° 1,1.10°
3 4,4.10’ 4,3.10’
4 1,1.10° 4,8.10°
5 (PC) 8,1.10° 7,2.10°

UFC.mlt

1E+8

1E+6 +

1E+4 7

1642 +7

1E+0 - , , .

5 2 3 4 5

Experimentos

FIGURA 2 — MEDIAS DAS CONTAGENS DE COLONIAS DOS EXPERIMENTOS

DO PLANEJAMENTO FATORIAL 2° COMPLETO.

A Tabela 9 apresenta os efeitos estimados das variaveis e da interacdo entre

elas, assim como o erro padréo e o teste t. A um intervalo de 90% de confianca, as

variaveis que apresentaram um p-valor < 0,1 sdo estatisticamente significativas. O

grafico de Pareto (Figura 3) ilustra graficamente os efeitos estimados das variaveis.

TABELA 9 — EFEITOS ESTIMADOS DO MELACO DE SOJA E EXTRATO DE CARNE NA
PRODUCAO DO INOCULO DE G. stearothermophilus A UM INTERVALO DE 90% DE CONFIANCA.

Efeito Erro Padréo t (6) p-valor
Média 11622500 817976 14,2089 0,000008
Melago de soja -23218750 1829049 -12,6944 0,000015
Extrato de carne 19523750 1829049 10,6743 0,000040
Interacdo -19126250 1829049 -10,4569 0,000045

Analisando os efeitos e o resultado do teste t, pode-se observar que, nos

intervalos de concentracbes estudados, ambas as varidveis possuiram efeitos
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estatisticamente significativos no desenvolvimento do microrganismo. O aumento da
concentracdo da fonte de nitrogénio (extrato de carne) em até 3,5% apresentou um
efeito positivo sobre o desenvolvimento do indculo, enquanto que o aumento da
concentragdo de melaco de soja de 0,2% a 2,4% afetou negativamente o
crescimento. A interagdo entre as variaveis apresentou um efeito estatisticamente
significativo sobre o crescimento do microrganismo, 0 que significa que uma
alterac@o no nivel de um fator influencia o efeito causado pela outra variavel. Isto
pode estar relacionado com a relagdo C:N do meio de cultura, ja que a variagdo de
um dos componentes altera esta relagédo, causando uma interferéncia no efeito da
outra variavel. Isto prova que as duas variaveis estdo intimamente relacionadas pela

relacéo C:N.

(1TiMelago de Soja -12 64
(2)Ext. de Carne 1067426
Tpor2 10,4563
p=1

FIGURA 3 - GRAEICO DE PARETO PARA OS EFEITOS ESTIMADOS DAS FONTES DE
CARBONO E NITROGENIO SOBRE O CULTIVO DE G. stearothermophilus A UM INTERVALO DE
90% DE CONFIANCA.

4.3.3 Otimizacdo do meio de cultura do indculo

Os resultados das contagens de bacilos viaveis dos experimentos estdo
apresentados na Tabela 10. Os experimentos apresentaram resultados entre 10* e
10" UFC.ml™, sendo que os maiores resultados foram obtidos nos experimentos 3
(0,8% de melaco e 2,4% de extrato de carne) e 7 (0,5% de melaco e 2,0% de extrato
de carne), respectivamente. Os menores crescimentos foram observados nos meios

2 (0,2% melaco de soja e 3,5% extrato de carne), e 5 (0,01% melaco e 3,5% extrato
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de carne), respectivamente. A dificuldade de crescimento do microrganismo nestes
meios pode ter ocorrido devido a insuficiéncia de aglcares (baixas concentracdes de
melacgo), e excesso de nitrogénio.

TABELA 10 — RESULTADO DAS DUPLICATAS DOS ENSAIOS DO DELINEAMENTO DO TIPO
DCCR.

Ensaios (1) (UFC.ml™) (2) (UFC.ml™) (3) (UFC.ml™)
1 2,0.10’ 3,2.10° -
2 5,8.10* 6,0.10* -
3 1,2.10° 1,9.10’ -
4 5,5.10° 9,9.10° -
5 2,4.10° 3,0.10° -
6 4,9.10° 4,9.10° -
7 4,9.10' 4,6.10' -
8 5,2.10° 5,2.10° -
9 (PC) 8,2.10° 4,7.10° 1,1.10°

A andlise de variancia com os respectivos p-valores de cada variavel esta

apresentada na Tabela 11.

TABELA 11 — ANALISE DE VARIANCIA PARA O DELINEAMENTO DO TIPO DCCR.

Somados gl Média dos F p-valor
Quadrados quadrados
(1)melaco de soja (1) 4,997128.10"° 1 4,997128.10" 0,81415  0,384649
Melaco de soja (q) 1,455127.10" 1 1,455127.10*  2,37076  0,149571
(2) ext. De carne (1) 1,909692.10" 1 1,909692.10"°  31,11355  0,000120
Ext. De carne (q) 2,207027.10" 1 2,207027.10**  3,59579  0,082255
1 por 2 3,47778010" 1 3,477780.10"  0,00567  0,941237
Erro 7,36537710" 12 6,137815. 10"
Soma dos quadrados total 3,69529810"° 17

A analise de variancia mostra que a variavel estatisticamente significativa a
90% de confianca (p<0,1) foi o extrato de carne. Devido ao resultado obtido no
planejamento anterior, que demonstrou que o aumento da concentracdo de melacgo
de soja de 0,2% a 1,4% influenciou negativamente o crescimento do microrganismo,
optou-se por estudar a sua concentracdo em uma faixa menor neste planejamento.
O diagrama de Pareto (Figura 4) mostra que sua adicdo no meio de cultura de
0,01% a 1% nao foi estatisticamente significativa no crescimento do microrganismo.
J4 o aumento da concentracdo de extrato de carne de 2,0% a 5,0% apresentou
efeito linear negativo estatisticamente significativo a 90% de confianca, e o efeito

guadratico foi positivo.
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Ext. de Came(L) /%/ %—5,5??95
Ext. de Came{(Q) % 1,896256
Melaco de Soja() 153973
A
Melaco de Sojail) 902365
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FIGURA 4 — DIAGRAMA DE PARETO DOS EFEITOS ESTIMADOS DA OTIMIZAGCAO DO MEIO DE
CULTURA DO INOCULO, EM UM INTERVALO DE 90% DE CONFIANCA.

s

O gréafico de contorno é apresentado na Figura 5, demonstrando que a
formulacdo 6tima para o meio de cultura para a producdo do inéculo se encontra em
torno do ponto melaco de soja 0,5% e extrato de carne 2,0%.

Ext. de Carne
(5]
[Rg]

UFC.ml?

.27

B2, 25E7

[ ]1.25E7

oo 02 05 0a 1 -2,5E6
Melago de Soja

FIGURA 5 — GRAFICO DE SUPERFICIE DE CONTORNO PARA O DELINEAMENTO DO TIPO
DCCR.

A andlise de regressao foi realizada para ajustar a funcéo de resposta com os
dados experimentais. O modelo obtido que descreve a superficie de resposta esta

representado na equacgdo 2, onde x; representa os valores codificados para a
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varidvel melaco de soja e x, para extrato de carne. O coeficiente de determinacéo
(R? obtido para o modelo foi de 0,80, o que significa que este explica 80% da
variabilidade dos resultados.

¥ = 9600000+ 1767259,1078124* x, — 5001000 = xf —10925005,851866 = x,

+ 6159000 * x2 — 208500 * x, x,

O célculo do ponto 6timo da superficie de resposta foi efetuado pelo programa
Statistics e os valores 6timos fornecidos para as variaveis foram: melago de soja,
0,6% e extrato de carne, 2,0%. Para a validacdo do modelo foi realizado um
experimento em triplicata nas condi¢des otimizadas. Os resultados estdo na Tabela
12.

TABELA 12- VALIDAQAO DA SUPERFICIE DE RESPOSTA DA OTIMIZACAO DO MEIO DE
CULTURA DO INOCULO.

Resultados (UFC. ml™) Média (UFC. ml™) Desvio padrdo (UFC. ml™)
5,7.10" 4,510’ 1,1.10°
4,3.10'
3,3.10’

A resposta maxima predita pelo modelo a partir dos valores otimizados foi de
3,8.10" UFC.ml™, a resposta obtida pelos experimentos esta préxima deste valor, o
gue torna valida a superficie de resposta obtida e seu respectivo modelo.

Sella et al. (2008) também desenvolveu um meio de cultura a base de melaco
de soja para o in6culo do processo de producdo de esporos para sua utilizacdo em
indicador biolégico. A formulagéo, contendo 4,0% melaco de soja e 4,0% de peptona
como fonte de nitrogénio, proporcionou o0 crescimento vegetativo de Bacillus
atrophaeus.Assim como o resultado obtido no planejamento fatorial completo deste
trabalho, o aumento da concentracdo de fonte de nitrogénio apresentou um efeito
positivo no crescimento do microrganismo.

De acordo com os dados da composicdo do melaco de soja fornecidos por
Siqueira (2008) e Sella (2008), podemos afirmar que a formulacdo otimizada deste
trabalho, que utiliza o melaco de soja 75°Brix na 0,5% (p/v), possui como 0s
principais agucares disponiveis para a utilizacdo do microrganismo: sacarose, 1,2 g.I’

! estaquiose, 0,8 g.I*, e rafinose, 0,4g.1™".
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A estaquiose e a rafinose séo fontes de carbono de facil assimilacdo para o
microrganismo G. stearothermophilus, visto que este possui a enzima a-
galactosidade, necessaria para a hidrélise das ligagbes a-1,6 destes acgucares
(FRIDJONSSON et al., 1999). Este microrganismo também é um fermentador da
sacarose (CLAUS e BERKELEY, 1986; NAZINA et al., 2001), portanto, os resultados
obtidos neste trabalho, que demonstraram a capacidade de crescimento de G.
stearothermophilus, estédo de acordo com a literatura.

Outros processos ja foram descritos por outros autores, utilizando a sacarose
como fonte de carbono para este microrganismo (WELKER e CAMPBEL, 1963;
DANNER et al., 1998)

Danner et al. (1998) demonstrou que G. stearothermophilus é capaz de
converter a sacarose em acido L-latico em cultura continua em condicbes néo
estéreis. O meio desenvolvido para o crescimento vegetativo deste microrganismo,
além de ser efetivo no preparo do inoculo da producdo de esporos, apresenta um
potencial como meio de cultura de baixo custo para outros processos

biotecnoldgicos.

4.4 CONCLUSAO

O microrganismo demonstrou ser capaz de se desenvolver, em sua forma
vegetativa, utilizando melaco de soja como fonte de carbono. Peptona, extrato de
carne e triptona se mostraram fontes de nitrogénio adequadas para a formulacéo do
meio de cultura do in6culo.

Nao foram encontrados relatos na literatura sobre a utilizacdo de melaco de
soja como fonte de carbono para o desenvolvimento do inoculo de G.
stearothermophilus, o que torna estes resultados inéditos.

A adicdo de extrato de carne em até 3,5% contribuiu para um maior
crescimento do microrganismo, porém, o aumento da concentracdo de melaco de
soja de 0,8% a 1,4% influenciou negativamente seu crescimento. A otimizacdo do
meio de cultura através de um planejamento do tipo DCCR possibilitou a obtencéo
de uma superficie de resposta e um modelo quadratico que a descreve, assim como
a formulacdo o6tima do meio de cultura. A formulacdo otimizada foi calculada em

0,6% de melago de soja e 2,0% de extrato de carne. A validacdo do modelo
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apresentou um crescimento médio de 4,5.10° UFC.ml™, sendo adequado para a
utilizacdo como inéculo na producdo de esporos de G. stearothermophilus, em
substiuicdo ao meio de cultura industrializado (TSB).
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5 PRODUCAO DE ESPOROS DE Geobacillus stearothermophilus EM
DIFERENTES MEIOS DE CULTURA

5.1 INTRODUCAO

Diversas espécies do género Bacillus sdo utilizadas industrialmente com
diversas finalidades, pois sdo nao-patogénicas, facilmente cultivdveis, possuem um
metabolismo versatil e se adaptam a diferentes fontes de nutrientes. Em processos
fermentativos sdo utilizados na producdo de enzimas, antibidticos, surfactantes, e
outros metabdlitos. Em sua forma esporulada também possuem interesse comercial,
como: probiodticos, bioinseticidas, agentes de controle biolégico e bioindicadores.
Sua capacidade de manter a viabilidade durante condicbes adversas os tornam
apropriados para formulagcbes comerciais estaveis.

Diversos meios de cultura definidos como promotores de esporulacdo ja
foram desenvolvidos apresentando resultados satisfatérios (CAMPBELL e
WILLIAMS, 1953; ROWE et al., 1975; GUZMAN et al. 1972; HODGES et al., 1980),
porém, para a producdo em larga escala apresentam um custo muito elevado.
Muitos trabalhos relatam a utilizacdo de diferentes meios de cultura na tentativa de
otimizar o processo, e com a crescente demanda industrial também cresce a
necessidade da utilizacdo de matérias primas de baixo custo como fontes
nutricionais, especialmente residuos e sub-produtos da agroinduastria.

Mizumoto e Shoda (2007) utilizaram okara (residuo da soja proveniente da
fabricacdo de tofu) e farelo de soja no cultivo de Bacillus subtilis RB14-CS para a
producdo de iturina A, um lipopeptideo que suprime o crescimento de diversos
patégenos em plantas.

Com o objetivo de produzir um agente de controle biolégico contra podridao
negra das raizes, Luna et al. (2002) avaliaram a producao de B. subtilis R14 em um
biorreator do tipo batelada utilizando melaco de cana e extrato de levedura. Foi
observado que diminuindo a relacdo C/N o tempo de esporulacdo diminuiu, pois a
formacédo de esporos estava associada ao esgotamento dos acgucares redutores.

Shi e Zhu (2007) utilizaram efluente de destilaria suplementado para a
producdo de esporos de B. subtilis. Através da aplicacdo de planejamentos

estatisticos avaliaram a influéncia da adicdo de diversas fontes de carbono,
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nitrogénio e sais inorganicos ao efluente no crescimento do microrganismo e
identificaram a melhor formulagcdo para a producdo. Os nutrientes que se mostraram
mais adequados para a suplementacdo do efluente de destilaria foram sulfato de
amonia, sulfato de manganés e farinha de milho. As fontes de nitrogénio organicas
resultaram em maior producédo de esporos do que as inorganicas, e entre elas, o
extrato de levedura e peptona foram as melhores fontes de nitrogénio organicas.
Ambas possuem alta concentracdo de proteina ou hidrolisado de proteina, o que
indica que suas concentracbes podem ser fatores chave na esporulacdo. No
trabalho citado, a suplementacdo do meio com MgSO., CaCOs, KH2PO4 e K:HPO:
aumentou a producédo de esporos em 1 log aproximadamente.

Chen et al. (2010) verificaram que o amido de milho, a farinha de milho e o
farelo de trigo se mostraram excelentes fontes de carbono para a obtencao de altos
indices de esporulacdo de B. subtilis em meio liquido, e farinha de soja, agua de
maceracao de milho e extrato de levedura excelentes fontes de nitrogénio. A farinha
de soja também foi utilizada na esporulacéo de outras espécies como B. sphaericus
para controle biolégico de mosquitos (PRABAKARAN et al., 2007) e B. thuringiensis
como biopesticida (VALICENTE et al., 2008). A Agua de maceracdo de milho foi
citada como fonte de nitrogénio de baixo custo na producdo de esporos de B.
thuringiensis var. israelensis (LUNA et al., 2004) e de B. cereus (LALLOO et al,
2009).

Com relacdo a producdo de esporos de G. stearothermophilus, alguns
trabalhos foram desenvolvidos estudando a influéncia das fontes de nutrientes em
sua esporulacdo, mas pouca literatura recente foi encontrada.

Alguns meios de cultura definidos foram desenvolvidos ou modificados para
G. stearothermophilus, como o meio semi-sélido de Campbell e Williams (1953),
contendo &cido glutamico, metionina, leucina, triptofano, histidina e valina; o meio
liuido de Anderson e Freisen (1972) (citado por HOXEY et al., 1984) contendo
acido glutamico e o meio semi-solido de Guzman et al. (1972) contendo apenas
leucina como fonte de aminoacidos. Destes, o que apresentou melhor resultado foi o
meio semi-sélido de Campbell e Williams com indices de 80% de esporulacdo para
algumas linhagens.

Long e Williams (1959) relataram a producdo de esporos de G
stearothermophilus em um meio complexo com triptose e glucose e demonstraram

que a 55°C a aeracdo influenciou negativamente o rendimento. No entanto,
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Thompson e Thames (1967) estudaram sua esporulagdo em meios de cultura
contendo triptona, peptona e sulfato de manganés, em cultivo submerso com
aeracdo por borbulhamento, demonstrando a suscetibilidade da esporulagdo as
influencias nutricionais. Kim e Naylor (1966) relataram a esporulagdo em agar
nutriente suplementado com extrato de levedura e cloreto de manganés, verificando
gue ao reduzir a concentracdo de extrato de levedura a producédo de esporos era
reduzida drasticamente. Guzman et al. (1972) testou diversos aminoacidos
individualmente e em combina¢cdes em um meio definido, demonstrando que a
composicdo de aminoacidos do meio afeta o rendimento da formacgéo de esporos.

Linhagens de G. stearothermophilus ndo esporulam tdo facilmente quanto
outras espécies de Bacillus, mas melhores indices de esporulagcdo podem ser
obtidos em meio semi-solidos do que em meio liquido. Este fato pode ser devido a
maior superficie de troca gasosa fornecida pelos meios semi-soélidos (HOXEY et al.,
1984; WRIGHT et al. 1995).

Penna et al. (2000) testaram diversas formulacdes de meio complexo para
esporulacdo de G stearothermophilus para utilizacdo em indicador biolégico para
esterilizacdo a vapor, e verificaram que o extrato de levedura, a peptona e o sulfato
de aménio contribuiram para os melhores resultados, entre 10° e 10’ esporos/ml em
suspensao. Penna et al. (2003) avaliaram a influéncia das concentracdes de glicose,
peptona, extrato de levedura e de cations divalentes na formacdo de esporos e sua
resisténcia ao calor umido, e também verificaram que o aumento das concentracdes
de peptona e extrato de levedura favoreceu a formacéo de esporos.

O objetivo desta etapa foi testar e comparar a capacidade de diferentes fontes
nutricionais na producao de esporos de G. stearothermophilus em cultivo semi-sélido
em agar, e avaliar as caracteristicas dos esporos produzidos para a sua utilizacdo
em indicadores biol6gicos para esterilizacdo a vapor. Na primeira parte foram
testadas fontes nutricionais industrializadas com a finalidade de eleger um meio de
esporulacado de referéncia para o trabalho. Na segunda parte foram testadas fontes

nutricionais alternativas, como sub-produtos e residuos da agroindustria.

5.2 MATERIAL E METODOS

5.2.1 Comparagao entre meios de cultura industrializados
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Foram testados trés meios de esporulacdo utilizando somente matérias
primas industrializadas geleificadas com agar com as seguintes formulacdes:

- Meio 1: peptona de caseina, 0,3%; triptona, 0,5%; extrato de carne, 0,3%;
extrato de levedura, 0,5%; MnS04.4H,0, 0,005%; MgS0a4.7H20, 0,005%; CacCl,
.6H20, 0,005 %; K;HPO,, 0,005 %; agar, 2,0% (SELLA, 1995).

- Meio 2: extrato de levedura, 0,8%; caldo nutriente, 0,4%; MnSQOa4.4H,0,
0,01%; CaCl,.6H,0, 0,005 %; agar, 2,0%. (KIM e NAYLOR, 1966);

- Meio 3: TSB, 3%; agar, 2%.

- Meio 4: TSB, 3%; CaCl,.6H,0, 0,05%; MnS0,4.4H,0, 0,05%; K;HPO,, 0,1%;
agar, 2%.

- Meio 5: amido, 1%; extrato de levedura, 0,1%; triptona, 0,15%; CaCl,.6H,0,
0,05%; MnS0O,4.4H,0, 0,05%; K;HPO, , 0,1%; agar, 2%. (CARMELO et al., 2002

modificado)

O meio 1 foi desenvolvido por Sella (1995) para a producéao de esporos de G.
stearothermophilus para indicador biolégico para esterilizacdo a vapor, que € 0
mesmo padronizado pelo CPPI para a producdo de esporos do indicador biolégico
(PARANA, 2005). Foi testada também a capacidade de promocéo de formacéo de
esporos do TSB adicionado de agar (com e sem a adicdo de sais), ja que este € um
excelente promotor de crescimento de G. stearothermophilus em meio liquido e rico
em nutrientes. O meio 5 foi desenvolvido por Carmelo et al. (2002) para o cultivo de
G. stearothermophilus em meio liquido para producdo de amilase em batelada
alimentada. O meio foi modificado pela adicdo de agar para verificar se 0 amido
seria uma boa fonte de carbono para esporulacdo, e se esta formulacdo em meio
semi-solido forneceria o esgotamento das fontes de carbono em poucas horas e,
consequentemente, a formacao de esporos.

Os cultivos foram realizados em garrafas de 200 ml contendo 60 ml de meio
de cultura inclinado em cada uma. Todos tiveram seu pH ajustado para 7,4 com
NaOH 0,1N e foram autoclavados a 121°C durante 15 minutos. O inéculo foi
preparado como descrito no 3.2.2 e a taxa de inoculacdo foi de 1%. Foram
realizados cultivos a 57,5 + 2,5°C de 3, 7 e 12 dias de incubacao, em duplicata.

As suspensdes de esporos foram preparadas e quantificadas como descrito

nos itens 3.2.3 e 3.2.4 respectivamente. Os esporos produzidos com rendimento
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maior do que 1,0.10° UFC.ml™ foram utilizados no preparo de indicadores bioldgicos
contendo o meio de recuperacdo padronizado pelo CPPI (Parand, 2003) e
submetidos ao teste de resisténcia térmica para a determinacado dos parametros de
resisténcia ao calor tmido.

Para a formulacdo que apresentou melhor resultado, foi realizada uma curva
de producao de esporos, com acompanhamento diario por até 12 dias de incubacéo,
em duplicata. Nesta etapa, a recuperacao dos microrganismos foi feita raspando-se
a superficie do 4gar delicadamente com um bastédo de vidro e resuspendendo em 50
ml de agua deionizada. Foi realizada a quantificacdo de microrganismos viaveis
totais (bacilos e esporos) antes do tratamento térmico, e de esporos apdés o
tratamento térmico. Depois de realizada toda a cinética, apenas as amostras que
apresentaram contagem de células viaveis maior do que 1,0.10° UFC.ml™, para
foram utilizadas no preparo de suspensfes de esporos e submetidas ao teste de

resisténcia térmica
5.2.2 Fermentacédo em estado solido

A técnica de Fermentacdo em Estado Solido foi realizada de acordo com o
item 3.2.8. Foram testados trés matérias primas como suporte para o cultivo: Casca
de soja, polpa citrica e bagaco de cana. O meio de cultura liquido adicionado como
fonte de nutrientes na etapa de selecdo do suporte foi o utilizado pelo CPPI para
producdo de esporos (PARANA, 2005), preparado em tampéo fosfato pH 7,8 com a
finalidade de neutralizar a acidez dos suportes. Apds adicionado 0 meio de cultura
liquido, os Erlenmeyers foram esterilizados em autoclave durante 15 minutos a
121°C. O inéculo foi preparado como descrito no item 3.2.2 e a taxa de inoculagdo
foi de 10%. Foram realizados cultivos de trés, sete e doze dias para cada suporte
testado a 57,5 + 2,5°C em duplicata.

A quantificacdo dos microrganismos viaveis foi realizada de acordo com o iten
3.2.4. O suporte que apresentou melhor resultado foi testado hovamente com meios
de cultura formulados com sub-produtos agroindustriais da soja, apresentados na
Tabela 1.
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TABELA 1 - FORMULACOES DOS MEIOS LIQUIDOS ADICIONADOS AO SUPORTE DA FES
ESCOLHIDO.

Formulacgdes liquidas

Controle (PARANA, 2003)
Melaco 0,45%, triptona 1,5% e sais*
Melago 0,45% e sais *
Vinhaga 1,5%, extrato de levedura 0,8% e sais *
Vinhaga 1,5% e sais*

* Sais = MgS0,.7H,0 0,005%; MnS0O,4.H,O 0,0038%;
CaCl,.2H,0 0,0034%; KH,PO, 0,005%.

5.2.3 Esporulagdo com fontes nutricionais alternativas em agar

Para a producao de esporos termorresistentes de G. stearothemophilus foram
testadas formulacdes utilizando residuos e sub-produtos da soja (farinha, farelo,
extrato, melaco e vinhaca) e matérias primas industrializadas (extrato de carne,
extrato de levedura e triptona), todos contendo agar 2%. O meio controle utilizado
para comparacao foi o meio utilizado pelo CPPI na producédo de esporos para o
indicador biolégico Esteriteste (PARANA, 2005), cuja formulacdo esta descrita no
item 3.2.3.

A esporulacéao foi feita em garrafas de leite contendo 60 ml de agar inclinado.
As formulacdes dos meios de cultura estdo na Tabela 2. Todos 0os meios tiveram seu
pH ajustado para 7,4 com NaOH 1N e foram autoclavados a 121°C durante 15
minutos. O inoculo foi preparado como descrito no item 3.2.2 e a taxa de inoculacéo
foi de 1%. Os experimentos foram realizados em duplicata e incubados a 57,5 £
2,5°C durante sete dias.

Os esporos produzidos com rendimento maior do que 1,0.10° UFC.ml™* foram
utilizados no preparo de indicadores biolégicos e submetidos ao teste de resisténcia
térmica para a determinacdo dos parametros de resisténcia ao calor umido. Como
nesta etapa foi visada a utilizacdo de residuos e sub-produtos industriais, 0 meio de
recuperacdo utilizado no indicador biolégico foi meio a base de vinhaca de soja

formulado por Dlugokenski (2008) descrito no 3.2.5



93

TABELA 2 - FORMULACOES DOS MEIOS DE ESPORULAGAO CONTENDO FONTES
NUTRICIONAIS ALTERNATIVAS.

Formulagdes testadas (% p/v)

1 Melaco 0,45% e triptona 1,9%

2 Melaco 0,45% , triptona 1,9% e sais*

3 Melaco 0,8% e ext. de carne 2%

4 Melaco 0,8%%, ext. de carne 2% e sais*
5 Melaco 0,8% e peptona 2%

6 Melaco 0,8% peptona 2% e sais*

7 Melaco 0,8%

8 Melaco 0,45%

9 Vinhaga 1,5% e ext. de levedura 0,8%
10 Vinhaca 1,5%, ext. de levedura 0,8%e sais*
11 Farinha 4%

12 Farelo 4%

13 Farinha 2% e melacgo 0,2%

14 Farelo 2% e melago 0,2%

15 Extrato 0,57% e melaco 0,2%

16 Controle

* Sais = MgS0,.7H,0 0,005%; MnSO,4.H,O 0,0038%);
CaCl,.2H,0 0,0034%; KH,PO, 0,005%.

5.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.3.1 Producéo de esporos em meios de cultura industrializados

Os resultados da producdo de esporos nos meios de cultura industrializados

estdo apresentados na Tabela 3.

TABELA 3 — CONCENTRACAO DE ESPOROS DAS SUSPENSOES OBTIDAS NOS MEIOS DE
CULTURA INDUSTRIALIZADOS EM DIFERENTES TEMPOS DE INCUBACAO. MEDIAS DAS
DUPLICATAS EM UFC.ML™

Meios 3 dias 7 dias 12 dias
1 9,6.10° 1,3.10° 1,2.10°
2 2,4.10° 5,4.10° 4,3.10°
3 1,2.10° 1,1.10’ 1,1.10’
4 1,2.10° 1,5.10’ 1,2.10’
5 1,0.10° 4,5.10° 4,0.10°

Os meios 1 (padronizado pelo CPPI), 3 e 4 (TSB adicionado de agar, TSB
adicionado de agar e sais inorganicos, respectivamente) foram os que forneceram
maior quantidade de esporos em todos os tempos de incubacdo, em torno de 10’
UFC.ml™*. O meio 2 (KIM e NAYLOR, 1966) forneceu resultados em torno de 10°
UFC.ml™, e o meio 5 (contendo amido como fonte de carbono) foi o que apresentou

a menor produtividade (10° a 10* UFC.ml™). E interessante observar que o meio 3
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produziu esporos mesmo sem a adicdo dos sais estimuladores de esporulagao, e
com apenas trés dias de incubagao.

Os resultados de produtividade dos meios estudados foram submetidos ao
teste F, que forneceu um p-valor < 0,1, indicando que existe diferenca significativa
entre as médias em um intervalo de 90% de confianca (Tabela 4).

TABELA 4 — ANALISE DE VARIAL\ICIA DA PRODUTIVIDADE DOS MEIOS DE CULTURA
INDUSTRIALIZADOS PARA PRODUCAO DE ESPOROS.

Fonte de Soma dos Graus de Média dos Feaic p-valor
Variacao Quadrados Liberdade Quadrados

Entre grupos 3,84187.10™ 4 9,60467.10" 55,26 0,0000
Dentro dos grupos 1,73812.10" 10 1,73812.10%

Total Corrigido 4,01568.10" 14

Para determinar quais meédias sdo significativamente diferentes entre si foi
realizado o teste de comparacdo multipla pelo método da menor diferenca

significativa de Fisher (Fisher's LSD). Os resultados sédo mostrados graficamente na

Figura 1.

(X 1,E6)16 _ _
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UFC.ml* [ ]
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1 2 5 4 )
Meios

FIGURA 1 - PLOTAGEM DAS MEDIAS DA PRODUTIVIDADE DOS MEIOS PARA ESPORULAGAO
CONTENDO MATERIAS PRIMAS INDUSTRIALIZADAS. MEIOS: (1) SELLA, 1995. (2) KIM E
NAYLOR, 1966. (3) TSB E AGAR. (4) TSB, SAIS E AGAR. (5) CARMELO et al, 2002 MODIFICADO.

A produtividade dos meios 1, 3 e 4 (meio padronizado pelo CPPI, meio TSB
3%, e meio TSB 3% adicionado de sais inorganicos, respectivamente) sao
estatisticamente iguais entre si e diferentes nos meios 2 e 5 (meio contendo extrato
de levedura, caldo nutriente adicionado de sais inorganicos e meio contendo amido

como fonte de carbono, respectivamente).
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O meio 5 foi descartado devido a sua baixa produtividade. Apesar da
produtividade do meio 2 ser inferior e estatisticamente diferente dos meios 1, 3 e 4,
ela é suficiente para a utilizacdo no preparo do indicador biolégico (acima de 1,0.10°
UFC.mlI™Y), logo, os esporos produzidos neste meio também foram submetidos ao
teste de termorresisténcia.

Os valores do tempo de reducdo decimal e do tempo médio de morte das
suspensdes de esporos obtidas dos meios 1 a 4 com 3, 7 e 12 dias de incubacgao
sé&o mostrados na Tabela 5.

Os esporos produzidos no meio 3 foram os que apresentaram menor
termorresisténcia, com valores de D12:° de 2,4 minutos 1,8 minutos e 1,9 minutos
com 3, 7 e 12 dias de incubacao respectivamente; em seguida foram 0s esporos
produzidos no meio 4 com valores de Di»°c de 2,9 minutos 2,4 minutos e 1,8
minutos com 3, 7 e 12 dias de incubacéo respectivamente. Os meios 1 e 2
produziram esporos com termorresisténcia semelhante (valores de D1»:°c em torno

de 3 minutos).

TABELA 5 - RESISTENCIA TERMICA DOS ESPOROS PRODUZIDOS EM DIVERSOS MEIOS COM
MATERIAS PRIMAS INDUSTRIALIZADAS. RESULTADOS EM MINUTOS.

3dias 7 dias 12 dias
Meios Di21’c Usk Di21’c Usk Diz1’c Usk
1 3,2+0,1 16,2+0,7 3,2+0,1 16,2+0,7 3,1+0,2 16,1+0,8
2 3,2+0,2 16,0+0,9 3,2+0,2 16,0+0,9 2,7+0,1 13,5+0,5
3 2,4+0,1 11,0+0,5 1,8+0,03 8,5+0,2 1,9+0,1 8,7+0,5
4 2,9+0,1 13,5+0,5 2,4+0,1 11,2+0,5 1,8+0,03 8,5+0,2

Os meios 1, 3 e 4 apresentaram produtividade equivalente, porém destes, o
gue apresentou melhor resisténcia térmica dos esporos produzidos foi o meio 1
(D121°c de 3,2 minutos e Usx de 16,2 minutos ja no terceiro dia de incubacéo). Por
esta razdo ele foi escolhido como o meio de referéncia e teve sua produtividade
avaliada durante doze dias de incubac&o consecutivos (Tabela 6 e Figura 2).

A Figura 2 apresenta a curva de esporulacdo do Meio 1 (SELLA, 1995).
Observa-se um aumento do nimero de microrganismos viaveis totais, sendo que
aproximadamente 1 log é representado por bacilos . No segundo dia de cultivo ainda

pode-se notar a presenca de aproximadamente 1 log de bacilos viaveis e a partir do
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terceiro dia o niUmero de microrganismos vidveis totais torna-se muito proximo do

namero de esporos (Figura 2).

TABELA 6 - PRODUCAO DE ESPOROS NO MEIO 1 DURANTE 12 DIAS.

Tempo de incubacéo (dias) Células viaveis totais Esporos (UFC.ml™)
(UFC.mI™)
0 (Inéculo) 1,3.10° 0
1 7,4.10 4,3.10°
2 3,1.10° 4,8.10°
3 5,6.10° 4,6.10°
4 5,8.10° 4,1.10°
5 4,1.10° 3,7.10°
6 2,0.10° 2,7.10°
7 2,3.10° 1,9.10°
8 2,2.10° 2,7.10°
9 2,0.10° 2,4.10°
10 2,4.10° 1,9.10°
11 1,9.10° 2,8.10°
12 1,8.10° 1,2.10°
1E+8
== celulas vidveis totais
—.—eSpOFOS
L 1E+7 +
E
Q
(59
2
1E+6 —~
1E+5 Y —

6 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
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FIGURA 2 — CURVA DE ESPORULACAO DO MEIO 1 DURANTE 12 DIAS.

Podemos concluir entdo que a partir do terceiro dia de cultivo ndo existe mais
um numero significativo de bacilos viaveis no meio de cultura, apenas esporos. A
guantidade de esporos formadas no primeiro dia permanece praticamente a mesma
nos dias de cultivo que o sucedem. Segundo a Farmacopéia Americana, o erro da
metodologia de contagem de colénias pode ser de até 300%, portanto, esta pequena
variacdo pode ser considerada desprezivel (U.S.P. 29, 2006).

Apesar da coloracdo de Gram do esfregaco do primeiro dia de cultivo

apresentar somente bacilos (Figura 3), a contagem de esporos viaveis (apos
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tratamento térmico letal das formas vegetativas) demonstra a presenca de esporos.
Isto se deve ao fato de os esporos estarem formados, porém ainda dentro da célula
mae. A coloracdo de Gram do segundo dia de cultivo j& permite a visualizacdo de
esporangios (Figura 4), e no terceiro dia (Figura 5) ja € possivel visualizar esporos
maduros (que apresentam refratibilidade, area nao corada).

FIGURA 3 - COLORAGAO DE GRAM DO ESFREGACO DO CRESCIMENTO DO MEIO 1 APOS 24
HORAS DE INCUBACAO. AUMENTO DE 100X.
FONTE: O AUTOR.

DIAS DE INCUBACAO. AUMENTO DE 100X.
FONTE: O AUTOR.

. 2 ~ 5 N . .
FIGURA 5 - COLORAGAO DE GRAM DO ESFREGACO DO CRESCIMENTO DO MEIO 1 APOS 3
DIAS DE INCUBACAO. AUMENTO DE 100X.
FONTE: O AUTOR.



98

Para verificar se 0s esporos produzidos nos trés primeiros dias de incubacgao
possuem resisténcia ao calor umido, foi feito um pool das duplicatas de cada dia de
cultivo. Estes foram centrifugados e as suspensodes de esporos foram preparadas. A
concentracgéao final de esporos nas suspensoes preparadas estdo na Tabela 7.

TABELA 7 — CONCENTRAGAO DAS SUSPENSOES DE ESPOROS PREPARADAS NO MEIO 1
NOS TRES PRIMEIROS DIAS DE CULTIVO.

Tempo de incubacéo (dias) Esporos (UFC.ml™)
1 1,0.10’
2 6,0.10°
3 6,4.10°

Os resultados foram compativeis com o experimento anterior, 0 meio 1
forneceu suspensdes de esporos em torno de 1,0.10" UFC.mi™. Os resultados da

resisténcia térmica destas suspensdes de esporos estao na Tabela 8.

TABELA 8 —RESISTENCIA TERMICA DOS ESPOROS PRODUZIDOS NO MEIO 1 (SELLA, 1995).

Tempo de incubagéo (dias) D15:°¢c (Min) Ugk (Min)
1 3,3+£0,2 13,6 £0,8
2 38+0,1 16,0+ 0,5
3 3,8+0,3 158+1,3

Os maiores valores de resisténcia térmica foram fornecidos pelos esporos
obtidos a partir do segundo dia de incubacdo, com valores de D1»:°c de 3,8 minutos
e Ug de 16,0 minutos. Porém, a variabilidade da metodologia de contagem de
colénias (de até 300%) influencia também no resultado de resisténcia térmica, logo
os resultados obtidos durante os trés dias podem ser considerados semelhantes.

A maioria dos autores compara o rendimento dos meios de cultura através da
porcentagem de esporulacdo obtida por contagem direta em microscépio. Neste
trabalho nédo foi avaliada a porcentagem de esporulacao oferecida por cada meio de
cultura, mas sim a contagem final de esporos na suspensao preparada, pois 0
objetivo € produzir uma suspensdo de esporos adequada para o preparo de
indicadores biolégicos. Comparando com os resultados obtidos por Penna et al.
(2000) os meios 1 a 4 estdo de acordo com resultados encontrados na literatura (de
10° a 10" UFC.ml™).

A baixa producdo de esporos pelo meio 5 pode ser devido a sua baixa
concentracdo de proteinas. Nota-se também a grande quantidade de sais de célcio e

manganés nesta formulacdo (dez vezes maior do que a concentra¢cdo no meio 1), e
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estes ions divalentes em concentracbes muito altas podem estar inibindo processos
metabdlicos fundamentais para a esporulacdo. Outra hipOtese seria a
indisponobilizacdo do calcio adicionado ao meio. ApoOs a esterilizacdo deste meio
notou-se a formacdo de um precipitado branco no fundo dos frascos. Isto pode ter
ocorrido devido a grande quantidade de fosfato de potassio e cloreto de calcio.
Ambos podem reagir durante o processo de esterilizagdo formando fosfato de calcio
insoltvel (precipitado), o tornando o calcio indisponivel ao microrganismo.

Para alguns meios de cultura o tempo de incubacdo pode chegar a 14 dias
(HOXEY et al., 1984). Os meios complexos testados por Penna et al. (2000) foram
incubados por 3 a 6 dias, sendo que 6 dias de incubacdo produziram esporos mais
termorresistentes. Os meios 1 a 4 deste experimento demonstram rendimento
maximo com apenas 3 dias de incubacédo, e 0 aumento do tempo de incubagdo néao
acarretou em aumento da resisténcia térmica dos esporos. O resultado obtido com o
meio 2 esta de acordo com o obtido por Kim e Naylor (1966) e Albert et al. (1998),
em 72 horas de incubacéo os resultados ja séo satisfatorios.

A Farmacopéia Americana — USP 29- recomenda que o indicador biologico
apresente o valor de D1»:°c acima de 1,5 minutos e de Ug entre 9 e 15 minutos,
logo, os esporos produzidos no meio 1 (SELLA, 1995) somente com 24 horas (1 dia)
de incubacéo possuem resisténcia ao calor umido satisfatéria para uso no indicador

biolégico (D12:° de 3,3 minutos e Ugcde 13,6 minutos).

5.3.2 Producéao de esporos utilizando sub-produtos da agroindustria

A umidade inicial utilizada para os suportes testados foi: polpa citrica, 75%;
casca de soja, 83,3%; bagaco de cana, 85,7%. Uma maior umidade inicial pode ser
obtida com o bagaco de cana devido a sua baixa atividade de agua (0,288) e a
umidade (3,4%), que lhe confere uma alta capacidade de absorcédo de agua (SELLA,
2008).

Os resultados do processo de esporulacdo nos trés suportes testados estao
nas Tabelas 9, 10 e 11. Os valores apresentados sdo as médias obtidas dos
experimentos em duplicata. O tempo 0 de incubacdo representa as caracteristicas

iniciais do cultivo apos esterilizacao do substrato e adi¢do do in6culo.
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TABELA 9- RESULTADOS DA FES UTILIZANDO POLPA CITRICA COMO SUPORTE.

Tempo de Totais Esporos pH Aw
incubacdo (dias)  (UFC.g massa seca ™) (UFC.g massa seca ™)
0 8,5.10° 0 5,1 0,967
3 4,2.10° 2,6.10° 4,9 0,966
7 4,6.10° 2,5.10° 4,8 0,965
12 2,2.10° 1,4.10° 4,7 0,964

TABELA 10- RESULTADOS DA FES UTILIZANDO CASCA DE SOJA COMO SUPORTE.

Tempo de Totais Esporos pH Aw
incubacao (dias) (UFC.g massa seca ) (UFC.g massa seca ™)
0 8,6.10° 0 6,3 0,972
3 2,0.10° 1,7.10° 5,4 0,969
7 2,7.10° 1,6.10° 5,3 0,969
12 1,9.10° 2,3.10° 5,3 0,968

TABELA 11- RESULTADOS DA FES UTILIZANDO BAGACO DE CANA COMO SUPORTE.

Tempo de Totais Esporos pH Aw
incubacao (dias) (UFC.g massa seca ) (UFC.g massa seca ™)
0 1,0.10’ 0 6,7 0,969
3 1,3.10° 1,0.10° 6,6 0,969
7 8,4.10° 7,0.10° 6,4 0,969
12 9,8.10° 4,0.10° 6,2 0,968

Os suportes de casca de soja e polpa citrica renderam resultados em torno de

1

10°> UFC.g de massa seca *, e o bagaco de cana apresentou um maior nimero de

esporos, em torno de 10° UFC.g de massa seca .

Para todos os suportes
estudados, é possivel verificar que desde o terceiro dia de incubacédo a quantidade
de microrganismos totais (esporos e células vegetativas) € muito préoxima da
guantidade de esporos obtidos, o que significa que com trés dias de incubacao néao
existem mais células vegetativas no cultivo. Também é possivel observar para todos
0S suportes, que o rendimento maximo da esporulacéo ja foi obtido no terceiro dia
de incubacdo (aproximadamente 10° UFC.g de massa seca * para polpa citrica e
casca de soja e de 10° UFC.g de massa seca * para bagaco de cana), ndo
aumentando até o décimo segundo dia.

Comparando o namero inicial de células no cultivo e a quantidade de esporos
obtida, € possivel concluir que a técnica de fermentacdo em estado sélido
proporcionou a transformacdo das células em esporos, porém ndo permitiu o
crescimento vegetativo das células antes da esporulacdo e, consequentemente, o
aumento da biomassa. Para a producdo de esporos para indicador biolégico este
resultado ndo é o ideal, pois demandaria um volume maior de meio para a formacéo
de esporos e um maior volume de solucdo de lavagem e recuperagcao dos mesmos.

O ideal seria um aumento de biomassa com o inicio do cultivo, para proporcionar um



101

maior nimero de esporos por volume de meio, diminuindo os custos da producéo e
facilitando a recuperacao dos esporos obtidos.

Apesar da utilizacdo de solucdo tampédo com pH alcalino (7,8), todos os
cultivos resultaram em grande acidificagdo do meio apos a autoclavagdo. A polpa
citrica foi a que apresentou maior decréscimo do pH apdés esterilizacdo, de 2,7
unidades de pH. Quando comparada as condi¢des iniciais, o cultivo em casca de
soja foi 0 que apresentou uma maior acidificacdo do meio, com uma queda em torno
de 1 unidade de pH. O pH é um fator importante na fermentacéo em estado sdlido
assim como em todo cultivo, podendo afetar o desenvolvimento do microrganismo
em questdo. Sella (2008) demonstrou que o aumento do pH influenciou
positivamente a esporulacdo de Bacillus atrophaeus em fermentacdo em estado
sélido utilizando bagaco de cana como suporte. Segundo Yazdany e Lashkari (1975)
o pH ideal para esporulacdo de G. stearothermophilus se encontra entre 7,7 € 8,7. O
baixo pH do substrato pode ter contribuido para a obtencdo de baixos rendimentos
neste processo.

A agua possui grande importancia no crescimento de microrganismos, pois
atua como um solvente para nutrientes e metabdlitos, influenciando a difusdo de
biomoléculas e gases, assim como a osmorregulacdo da célula. A atividade de agua
pode ser suficiente para explicar os efeitos da agua em cultivos em suporte sélido
(GERVAIS e MOLIN, 2003). Seus valores sofreram uma pequena alteracdo apenas
no cultivo utilizando polpa citrica como substrato, porém, em todos os cultivos este
parametro se mostrou dentro do valor adequado (em torno de 0,96) para o
crescimento do microrganismo, visto que bactérias do género Bacillus necessitam de
valores maiores de 0,90 para seu desenvolvimento (BROWN, 1976).

Apesar dos valores de atividade de agua terem se mantido em um nivel
adequado, optou-se por realizar um novo cultivo controlando a umidade do
processo. Utilizou-se papel aluminio para vedar a boca dos frascos e impedir a
evaporacao da agua, e em paralelo foi realizado um cultivo com frascos fechados
com tampao de algodéo ou papel de aluminio. Utilizou-se o bagaco de cana como
suporte por ter apresentado melhor resultado. Os resultados estdo apresentados na
Tabela 12.

Apesar da atividade de agua ter se mantido em niveis adequados nos dois
cultivos, a diminui¢cdo da umidade foi menor quando foi utilizado papel aluminio para

vedar os frascos. O cultivo vedado com tampdo de algoddo apresentou um
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decréscimo de 26,7 % em sua umidade inicial no final do décimo segundo dia de
cultivo, enquanto o vedado com papel aluminio apresentou um decréscimo de
apenas 5,7%. Esta perda significativa de umidade se deva a alta temperatura de
incubacao (préxima a 60°C).

TABELA 12 — RESULTADOS DA FES UTILIZANDO TAMPAO DE ALUMINIO OU DE ALGODAO
UTILIZANDO BAGACO DE CANA COMO SUPORTE

Com tampé&o de algodéao Com papel aluminio
Esporos pH aw U (%) Esporos pH aw U (%)
Tempo de (UFC.g (UFC.g
incubacao
(dias) massa massa
seca ) seca )
0 0 6,7 0,969 857 0 6,8 0,969 857
3 1,2.10° 6,6 0,969 78,1 1,910° 6,7 0,969 814
7 8,4.10° 6,4 0,969 63,8 7,8.10° 6,5 0,969 81,2
12 9,8.10° 6,2 0,968 62,8 1,2.10° 6,3 0,968 80,8

Nos trés primeiros dias de incubacdo, quando ambos ja apresentaram o
rendimento maximo de esporos produzidos (aproximadamente 10° UFC.g de massa
seca ), o cultivo vedado com tamp&o de algoddo apresentou um decréscimo de
8,9% em sua umidade inicial, enquanto o vedado com papel aluminio apresentou um
decréscimo de apenas 5%. Apesar desta diferenca na perda de umidade, os dois
cultivos apresentaram resultados equivalentes, portanto a agua parece nao ter sido
um fator limitante neste processo.

Foi realizado um novo experimento utilizando o bagaco de cana como suporte
e fontes de carbono alternativas como substrato (vinhaca e melaco de soja). Devido
aos resultados anteriores o tempo de incubacao foi padronizado em trés dias. Os

resultados estdo na Tabela 13:

TABELA 13 — RESULTADOS DA FES UTILIZANDO BAGACO DE CANA COMO SUPORTE E
DIFERENTES FONTES DE CARBONO ALTERNATIVAS

Meio Esporos Esporos
(UFC.g massa seca ™) (UFC.ml ™)
Controle (PARANA, 2003) 1,9.10° 8,0.10°
Melago 0,45% e triptona 1,5% 4,8.10° 2,0.10°
Melaco 0,45% 1,6.10" 4,4.10°
Vinhaca 1,5% e extrato de 7,5.10° 3,1.10°

levedura 0,8% .
Vinhaca 1,5% 4,4.10* 1,8.10°
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A utilizacdo de formulagbes contendo melago e vinhaga de soja como fontes
de carbono apresentaram rendimentos inferiores ao meio controle, (em torno de 102
UFC.g de massa seca ™ utilizando melaco, em torno de 10° UFC.g de massa seca *
utilizando vinhaca e 8,0.10° UFC.g de massa seca * utilizando o meio controle). As
concentracdes das suspensdes de esporos obtidas por FES (em torno de 10°
UFC.ml ) sdo muito baixas comparadas com as suspensdes obtidas em cultivo
realizado em meio agar (em torno de 10’ UFC.ml 7). Além disso, a baixa
concentracdo obtida impossibilitou sua utilizacdo no preparo de indicadores
biolégicos para avaliar sua resisténcia térmica.

Devido ao seu baixo rendimento, a técnica de FES ndo se mostrou adequada
para a produgdo de esporos termorresistentes de G. stearothermophilus para sua
utilizacdo em indicadores bioldgicos. Porém, Sella (2008) obteve bons resultados
para B. atrophaeus (cerca de 10 UFC.g massa seca’), obtendo esporos com
termorresisténcia adequada para indicadores biolégicos para esterilizacao pelo calor
seco. Os resultados obtidos neste trabalho estédo de acordo com os apresentados
por Dlugokenski (2008), que também ndo obteve bons resultados para a
esporulacao de G. stearohtemrophilus pela técnica de FES utilizando casca de soja
e bagaco de cana como suporte.

Segundo Gutiérrez-Correa e Villena (2003), o crescimento dos
microrganismos pela técnica de FES ndo esta associada ao baixo conteudo de
agua, mas sim a adesao das células ao suporte solido. Esta adesdo depende das
propriedades fisicas do suporte como sua carga eletrostatica e rugosidade
(BIGERELLE et al., 2002), e das caracteristicas da célula: estruturas de adeséao
como flagelo, pili e fimbriae, hidrofobicidade e producdo extracelular de
polissacarideos (SEALE et al.,, 2007; PUREVDORJ et al.,, 2002; DAVEY E
O'TOOLE, 2000; O'TOOLE e KOLTER, 1998). Em bactérias esta capacidade de
adesdao esta relacionada a expressao fenotipica de formacéo de biofilmes (DAVEY e
O’ TOOLE, 2000)

Elhariry (2008) demonstrou que o microrganismo G. stearothermophilus é um
fraco formador de biofilme. Seale (2007) atribuiu este fenbmeno as caracteristicas
hidrofilicas deste microrganismo, que dificultam sua adesédo a diferentes superficies.
Portanto, o baixo rendimento de esporos deste microrganismo pela técnica de FES
estd associado a sua dificuldade de crescimento pela adesdo em superficies sélidas,

por ser uma bactéria ndo formadora de biofilme.
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Os resultados obtidos das esporulacdes em superficie de agar 2% utilizando
formulacBes contendo fontes nutricionais alternativas estdo expressos no grafico da
Figura 6. As colunas representam as médias das contagens de esporos viaveis
obtidas nos experimentos em duplicata.

UFC/ml
1,E+07

1,E+06

1,E+05

1,E+04

1,E+03

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16
Meios

FIGURA 6 — PRODUCAO DE ESPOROS DE G. stearothermophilus EM DIFERENTES MEIOS DE
CULTURA. (1) MELACO E TRIPTONA (2) MELACO, TRIPTONA E SAIS (3) MELACO E EXTRATO
DE CARNE (4) MELACO, EXTRATO DE CARNE E SAIS (5) MELACO E PEPTONA (6) MELACO,
PEPTONA E SAIS (7) MELACO 0,8% (8) MELACO 0,45% (9) VINHACA E EXTRATO DE
LEVEDURA (10) VINHACA, EXTRATO DE LEVEDURA E SAIS (11) FARINHA (12) FARELO (13)
FARINHA E MELACO (14) FARELO E MELACO (15) EXTRATO E MELACO (16) CONTROLE.

As formulacbes a base de: melaco de soja apenas, melaco de soja
suplementado com extrato de carne ou peptona ndo proporcionaram a formacéo de
esporos, mesmo com a adicdo de sais inorganicos. Os meios a base de melaco de
soja suplementado com triptona (1 e 2) e vinhaca de soja suplementado com extrato
de levedura (9 e 10) apresentaram resultados satisfatorios (acima de 1,0.10°
UFC.ml'1), sendo este Gltimo o que apresentou melhor resultado (107 UFC.ml™Y).
Resultados inferiores foram obtidos nas formula¢des utilizando farinha ou farelo de
soja como fonte de nitrogénio (entre 10* e 10° UFC.ml™Y), e o extrato de soja ndo
proporcionou a formagao de esporos.

Valores de Di»°c € Us das suspensdes de esporos que apresentaram
resultados satisfatorios para a producdo de esporos estdo apresentados no grafico

da Figura 7.
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FIGURA 7 — RESISTENCIA TERMICA DOS ESPOROS PRODUZIDOS EM DIVERSOS MEIOS DE
CULTURA. (1) MELACO E TRIPTONA (2) MELACO, TRIPTONA E SAIS (9) VINHACA E EXTRATO

DE LEVEDURA (10) VINHACA, EXTRATO DE LEVEDURA E SAIS (16) CONTROLE.

As formulagbes que forneceram esporos com os melhores paréametros de
resisténcia térmica quando utilizados em IBs formulados com o meio a base de
vinhaca de soja foram: vinhaca de soja suplementado com extrato de levedura com
e sem a adicao de sais, com valores de Dizioc de 2,3 min e 2,2 min e valores de Ug
de 11 min e 11,1 min, respectivamente. Este novo indicador biologico desenvolvido
utiliza sub-produtos da agroindustria na formulagcdo do meio de esporulacdo e no
meio de recuperacdo e atende os requisitos internacionais (D121°c acima de 1,5
minutos e de Ug entre 9 e 15 minutos).

Os resultados obtidos neste trabalho mostram que melaco e a vinhaca de soja
suplementados com fontes de nitrogénio sdo fontes nutricionais adequadas para a
esporulacao de G. stearothermophilus em superficie de agar, sendo a vinhaca a que
forneceu melhor rendimento (10° UFC.ml"). Estes resultados sdo opostos aos
encontrados por Sella (2008) para Bacillus atrophaeus, que obteve boa esporulacéo
em meio contendo agar 2% formulado apenas com melaco de soja como fonte de
nutrientes (10% a 10° UFC.mlI™), porém n&do obteve esporos em meio utilizando
vinhaca de soja como fonte de carbono.

A vinhaca de soja pode estar favorecendo a rapida multiplicacdo e
esporulacdo de G. stearothermophilus devido a sua composicdo em
oligossacarideos com ligagdes do tipo a-1,6 (principalmente estaquiose e rafinose),

gue possuem cadeia curta e podem ser hidrolisadas pela enzima a-galactosidade, a
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qual ja foi isolada deste microrganismo (FRIDJONSSON et al., 1999), sendo uma
fonte de carbono de facil assimilacéo.

Melo (2006) relatou o uso de farelo, farinha e extrato de soja para a
esporulagéo de B. sphaericus. Utilizando farinha de soja como fonte de nitrogénio,
Valicente e Mourdo (2008) alcancaram rendimentos de até 10® UFC.ml* na
esporulacdo de Bacillus thuringiensis, e Prabakaran et al. (2007) até 10°UFC.ml™ na
esporulacdo de B. sphaericus. Porém neste trabalho, estes sub-produtos da soja
nao se mostraram adequados como fonte de nitrogénio na esporulacdo de G.
stearothermophilus.

Assim como outros resultados ja descritos na literatura, o extrato de levedura
se mostrou uma excelente fonte de nitrogénio na esporulacédo de Bacillus, o que néo
€ surpreendente ja que € uma rica fonte de aminoéacidos, vitaminas e outros fatores
de crescimento (CHEN et al.,, 2010; KIM E NAYLOR, 1966; LUNA et al., 2002;
PENNA et al., 2003; SHI e ZHU, 2007).

Além dos meios de cultura quimicamente definidos e das fontes nutricionais
industrializadas (como extrato de levedura, triptona e peptonas), ndo foram
encontrados relatos de utilizacdo de meios de cultura alternativos formulados com
matérias primas de baixo custo ou sub-produtos e residuos da industria para a
esporulacao de G. stearothermophilus. Portanto, o meio desenvolvido neste trabalho
utilizando vinhaca de soja na producdo de esporos deste microrganismo € inédito e

ainda ndo havia sido descrito na literatura.

5.4 CONCLUSAO

Na producéo de esporos termorresistentes de G. stearothermophilus para o
uso em indicador bioldgico autocontido para esterilizacdo a vapor, o meio 1 (SELLA,
1995) apresentou melhor desempenho, pois produziu esporos com a melhor
resisténcia ao calor (D12:°c de 3,3 minutos e Usg de 13,6 minutos) e apresentou
rendimento satisfatério (10° UFC.ml ), com apenas um dia de incubacéo.

Neste estudo atingiu-se uma reducao significativa no tempo de incubacéo de
sete para trés dias. Diante deste resultado, sugere-se a alteracdo do POP n°
14.00.04 do CPPI (Procedimento para a producéo e padronizagcdo do concentrado

de esporos de Geobacillus stearothermophilus), sendo que para a obtencao de uma
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suspensao de esporos livre de células vegetativas recomenda-se trés dias de
incubacéo.

A técnica de fermentacdo em estado soélido, utilizando bagaco de cana, casca
de soja ou polpa citrica como suporte, ndo se mostrou adequada para a producao de
esporos de G. stearothermophilus devido aos seus baixos rendimentos. O maximo

resultado obtido foi de 10° UFC.g de massa seca *

, rendendo suspensfes com
concentracdo em torno de 10° UFC.ml *, quantidade insuficiente para o preparo de
indicadores bioldgicos.

Das fontes nutricionais alternativas utilizadas em cultivo em &gar, o meio de
esporulagcéao formulado com vinhaca de soja suplementado com extrato de levedura
apresentou 0 melhor resultado com producdo de esporos de 10° UFC.ml™. Quando
utilizados no preparo de IB com meio de recuperacao a base de vinhaca de soja, 0s
esporos produzidos apresentam valores de Di2:% de 2,3 min e Us de 11,0 min e
11,1 min, o que estd dentro dos parametros preconizados pela USP 29 (Di2:°c
acima de 1,5 minutos e de Ug entre 9 e 15 minutos). Com isso desenvolveu-se um
IB formulado com sub-produtos da soja que atende os pré-requisitos de producéo.
Este resultado fornece uma alternativa inédita de producéo de IB para esterilizacdo a
vapor com menor custo de matéria prima, visto que a vinhaca de soja é um residuo

da agroindustria da soja.
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6 AVALIACAO DA INFLUENCIA DAS VARIAVEIS DO PROCESSO DE
ESPORULACAO NA RESISTENCIA TERMICA DOS ESPOROS DE Geobacillus

stearothermophilus

6.1 INTRODUCAO

Diversos mecanismos sao responsaveis pela resisténcia dos esporos de
Bacillus ao calor, radiacdo e produtos quimicos. A resisténcia ao calor umido é
influenciada pelo contetdo de agua do nucleo do esporo, que é muito menor do que
no protoplasto de células em desenvolvimento. Um menor conteldo de agua
geralmente resulta em maior resisténcia ao calor umido. O nivel e o tipo de ion
mineral no nucleo do esporo e a estabilidade intrinseca do total de proteinas do
esporo também possue um papel importante na resisténcia ao calor, bem como a
saturacdo do DNA com SASP protege o DNA contra danos pelo calor umido.
Esporos de espécies terméfilas sdo invariavelmente mais resistentes ao calor umido
do que os mesodfilos devido ao baixo conteudo de agua no ndcleo e a maior
termoestabilidade intrinseca de suas proteinas (SETLOW, 2007).

A mineralizacdo do nucleo também € um fator importante na resisténcia ao
calor umido. Altos niveis de cations divalentes quelados com DPA no ndcleo
contribuem para uma maior resisténcia, assim como a natureza destes ions. Esporos
com altos niveis de ions célcio sdo aos mais resistentes, seguidos de esporos
contendo manganés e magnésio, e aqueles que contém ions potassio e sodio
apresentam a menor resisténcia (BENDER e MARQUIS, 1985).

As condicBes em que a esporulacdo ocorre possuem grande influéncia sobre
diferentes caracteristicas dos esporos formados, inclusive sua resisténcia ao calor
(AMAHA e ORDAL, 1957; CAZEMIER et al., 2001; MELLY et al, 2002, MINH et al.,
2008)

Merkel e Perry (1977) demonstraram que o substrato de cultivo possui
influéncia na morte térmica de um microrganismo termofilico, provavelmente devido
a mudanca da composicao de acidos graxos da membrana celular.

Melly et al. (2002) demonstraram que esporos de B. subtilis formados em
diferentes temperaturas apresentam uma pequena diferenca na composi¢cdo do

cortex, porém a diferenca foi significativa na composicdo protéica na capa dos
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esporos. Também demonstraram que esporos formados em maiores temperaturas
apresentaram maior resisténcia ao calor Umido. As proteinas da capa sé&o
sintetizadas pela célula mae assim que se inicia a formacdo do septo na célula em
processo de esporulacdo. A estrutura da capa protege o peptideoglicano do cortex
de ataques exdgenos e é extremamente importante na resisténcia dos esporos aos
produtos quimicos (TENNEN et al., 2000; LOSHON et al.,2001).

O conteudo mineral dos esporos e a desidratacdo do protoplasto podem ser
afetados pelo meio de esporulagdo. Cazemier et al. (2001) verificaram que esporos
de Bacillus produzidos em &gar nutriente suplementado com diversos ions (Ca*,
Mn%, Mg®" Fe®* e K*) sd0 mais termorresistentes e possuem menor contetido de
agua no protoplasto do que os produzidos em agar nutriente suplementado apenas
com Mn**. A desidratacéo do protoplasto é o principal componente que determina a
resisténcia ao calor dos esporos (BENDER e MARQUIS, 1985). Para esporos de G.
stearothermophilus ATCC 7953, a resisténcia intrinseca, que é caracteristica dos
termofilos, contribui para a resisténcia associada com a mineralizacdo e
desidratacéo para render esporos muito resistentes (MARQUIS et al., 1994).

Penna et al. (2003) avaliaram a interferéncia de oito componentes do meio de
cultura no rendimento da esporulacdo e na resisténcia ao calor imido a 121°C de
Geobacillus stearothermophilus em suspensdo de acetato de calcio 0,02M e em
suportes previamente tratados com acetato de célcio. O efeito combinado de extrato
de levedura, peptona e glicose contribuiu positivamente para o rendimento de
esporos e para a estabilidade da resisténcia térmica dos esporos em suspensao e
em suporte.

Estudos de otimizacdo e avaliacdo de varios fatores realizados variando-se
um fator por vez podem ser muito laboriosos e ndo levam em consideracéo
possiveis interacdes entre as variaveis estudadas. O planejamento experimental
baseado em técnicas estatisticas é uma boa ferramenta para este tipo de estudo e é
cada vez mais utilizado, pois reduz o niumero de experimentos a ser realizado e
demonstra se existe interacdo entre as variaveis estudadas.

Este capitulo visou avaliar o efeito das principais variaveis do processo de
esporulacdo na resisténcia térmica dos esporos formados. O objetivo foi determinar
gual(is) a(s) variavel(is) critica(s) nesta etapa do processo de producéo de indicador
biolégico, que pode(m) afetar mais significativamente a resisténcia térmica dos

esporos produzidos, influenciando a qualidade do produto final.
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6.2 MATERIAL E METODOS

Foram realizados trés delineamentos experimentais para screening e um para
otimizacé@o das variaveis que influenciam na resisténcia térmica durante o processo
de esporulacdo (concentracao de nutrientes, sais inorganicos, pH do meio e taxa de
inoculagédo). Em todos os experimentos o in6culo foi produzido de acordo com
descrito no item 3.2.2, variando-se apenas a taxa de inoculacdo. A esporulacao foi
realizada em garrafas de 200 ml contendo 60 ml de meio durante 7 dias a 57,5 *
2,5°C. O preparo da suspensao de esporos e a quantificacdo de esporos viaveis
foram feitas de acordo com o descrito nos itens 3.2.3 e 3.2.4 respectivamente.

As suspensoOes de esporos produzidas em cada experimento foram utilizadas
no preparo de indicadores bioldgicos (item 3.2.5) contento 10°UFC/IB, e submetidos
ao teste de resisténcia térmica (item 3.2.6). Foram determinados os valores de
D12:°c (tempo de reducéo decimal em 121°C) e do tempo médio de morte (Usk) dos
IBs produzidos com as suspensfes de esporos a serem testadas, sendo que o

primeiro foi o parametro utilizado para realizacdo da analise estatistica.

6.2.1 Estudo do efeito da composicdo do meio de producdo sobre a resisténcia

térmica dos esporos — Primeiro planejamento experimental Plackett-Burman

Para efetuar um screening das variaveis que possuem influéncia significativa
sobre a resisténcia térmica dos esporos durante a sua producao, foi utilizado um
planejamento experimental Plackett-Burman. Para este estudo selecionamos dez
variaveis independentes e foi utilizada uma matriz de 16 ensaios (matriz néo
saturada). As variaveis estudadas foram: os componentes do meio de cultura (fontes
de carbono e nitrogénio e sais inorganicos), pH e taxa de inoculagcdo, conforme
demonstrado na Tabela 1 (varidveis e seus niveis) e na Tabela 2 (matriz dos
experimentos).

As matrizes deste tipo de delineamento experimental ndo possuem ensaios
nos pontos centrais. Entretanto, foram realizados ensaios nos pontos centrais para
gue a partir da observacédo da variabilidade das respostas, fosse possivel identificar
gualquer anomalia durante os experimentos. Além disso, estes ensaios possibilitam

verificar se a escolha dos valores dos niveis das variaveis estudadas foi adequada.
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TABELA 1 - VARIAVEIS E SEUS NIVEIS ESTUDADOS NO PRIMEIRO PLANEJAMENTO DO TIPO
PLACKETT-BURMAN

Variaveis Niveis

-1 0 +1
X1 Peptona (g/l) 2 5 8
X2 Tripona (g/1) 1 3 5
X3 Extrato de Carne (g/l) 1 3 5
X4 Extrato de Levedura (g/l) 2 5 8
X5 Sulfato de Manganés (g/l) 0 0,05 0,1
X6 Sulfato de Magnésio (g/l) 0 0,05 0,1
X7 Cloreto de Calcio (g/l) 0 0,04 0,08
X8 Fosfato de Potéassio (g/l) 0 0,05 0,1
X9 pH 6,5 7,5 8,5
X10 Taxa de Inoculacéo (%) 1 3 5

TABELA 2 — MATRIZ DO DELINEAMENTO EXPERIMENTAL PLACKETT-BURMAN DE 16 ENSAIOS
PARA O ESTUDO DE DEZ VARIAVEIS (MATRIZ NAO SATURADA).

Ensaios | X1 | X2 | X3 | X4 | X5 | X6 | X7 | X8 | X9 | X10 | Vi1 | Vi2 | Vi3 | Vi4 | Vi5

1 1 1)1 -1 1 -1 1 1 1 -1 1 -1 1 1 1
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6.2.2 Estudo da influéncia do nivel variaveis significativas sobre a resisténcia térmica
dos esporos durante sua producdo— Segundo planejamento experimental Plackett-

Burman

A partir dos resultados do primeiro delineamento experimental foi realizado
um segundo delineamento experimental Plackett-Burman. As varidveis que nao
apresentaram influéncia estatisticamente significativa na primeira etapa foram
retiradas do delineamento experimental ou estudadas em novas faixas de valores.
Para o estudo de seis variaveis independentes utilizou-se uma matriz de 12

experimentos. Os niveis das variaveis estudadas e seus respectivos lavores estéo
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demonstrados na Tabela 3, a matriz do delineamento Plackett-Burman de 12

experimentos esta respresentada na Tabela 4.

TABELA 3 — VARIAVEIS E NIVEIS ESTUDADOS NO SEGUNDO DELINEAMENTO EXPERIMENTAL
PLACKETT- BURMAN.

Variaveis Niveis

1 0 +1
X1 Extrato de Levedura (g/l) 0,5 1,25 2
X2 Peptona (g/l) 0,5 1,25 2
X3 Triptona (g/l) 0 0,5 1
X4 Extrato de Carne (g/l) 0,3 0,65 1
X5 Sulfato de Manganés (g/l) 0 0,025 0,05
X6 pH 7,0 7,75 8,5

TABELA 4- MATRIZ DE EXPERIMENTOS PARA O DELINEAMENTO PLACKETT-BURMAN DE 12
ENSAIOS PARA SEIS VARIAVEIS (MATRIZ NAO SATURADA)

Ensaios X1 X2 X3 X4 X5 X6 Vil Vi2 Vi3 Vi4 Vi5
1 1 -1 1 -1 -1 -1 1 1 1 -1 1
2 1 1 -1 1 -1 -1 -1 1 1 1 -1
3 -1 1 1 -1 1 -1 -1 -1 1 1 1
4 1 -1 1 1 -1 1 -1 -1 -1 1 1
5 1 1 -1 1 1 -1 1 -1 -1 -1 1
6 1 1 1 -1 1 1 -1 1 -1 -1 -1
7 -1 1 1 1 -1 1 1 -1 1 -1 -1
8 -1 -1 1 1 1 -1 1 1 -1 1 -1
9 -1 -1 -1 1 1 1 -1 1 1 -1 1
10 1 -1 -1 -1 1 1 1 -1 1 1 -1
11 -1 1 -1 -1 -1 1 1 1 -1 1 1
12 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1
PC1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
PC2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
PC3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

6.2.3 Estudo do efeito da composicdo do meio de producéo sobre a esporulacéo e
resisténcia térmica dos esporos - Terceiro planejamento experimental Plackett-

Burman.

A partir dos resultados do segundo delineamento experimental verificou-se a
necessidade de um novo delineamento incluindo a auséncia de todos os
componentes do meio de cultura na faixa de concentracdo estudada. Nesta etapa,
além da resisténcia térmica dos esporos formados, foi analisada como variavel
resposta o rendimento da producdo de esporos, para verificar quais fontes
nutricionais possuem maior influéncia na produtividade. Foi utilizado novamente um

planejamento experimental Plackett-Burman de doze ensaios para seis variaveis
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independentes. As variaveis e o0s respectivos valores dos niveis estudados estdo na
Tabela 5.

TABELA 5 — VARIAVEIS E VALORES DOS NIVEIS ESTUDADOS NO TERCEIRO DELINEAMENTO
EXPERIMENTAL

Variaveis Niveis

-1 0 +1
X1 Peptona (g/l) 0 1 2
X2  Triptona (g/l) 0 0,5 1
X3  Extrato de Carne (g/l) 0 0,5 1
X4  Extrato de Levedura (g/l) 0 1 2
X5 Sulfato de Manganés (g/l) 0 0,002 0,004
X6 pH 8,0 8,5 9,0

6.2.4 Etapa de otimizacdo das variaveis significativas — Planejamento experimental

do tipo composto central rotacional (DCCR)

Para determinar as condicdes que maximizam a resisténcia térmica dos
esporos durante sua producéo, foi utilizado um delineamento experimental composto
central rotacional (DCCR), fatorial completo 22 (duas variaveis estudadas em dois
niveis), incluindo 4 pontos axiais e 3 pontos centrais, totalizando 11 ensaios.

Com base nos resultados anteriores, a formulacdo do meio de cultura
estabelecida foi: extrato de levedura, 2 g.I'*; extrato de carne, 1g.I" ; taxa de
inoculacdo, 1%. As varidveis independentes estudadas nesta etapa foram
concentracdo de sulfato de manganés e pH. A matriz de experimentos esta
apresentada na Tabela 6, os valores reais dos niveis estudados se encontram na
Tabela 7.

TABELA 6 — MATRIZ DE EXPERIMENTOS DO DELINEAMENTO DCCR.

Ensaios Niveis
(1) pH (2) [MnSO,]

1 -1 -1
2 -1 1
3 1 -1
4 1 1
5 -1,41 0
6 1,41 0
7 0 -1,41
8 0 1,41

PC1 0 0

PC2 0 0

PC3 0 0
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TABELA 7- NIVEIS DAS VARIAVEIS ESTUDADAS NO PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL DO
TIPO DCCR.

Variaveis Niveis

-1,41 -1 0 1 1,41
(1) pH 7,5 7.8 8,5 9,2 9,5
(2) MnSO, (g/l) 0 0,0015 0,005 0,0085 0,01

Os resultados obtidos foram ajustados a um modelo de segunda ordem de

acordo com a equacao 1, que descreve a superficie de resposta obtida.

y =by +byxy + byxy + byyxi + by x4 bypxgx, (1)

Onde y representa a variavel resposta, b representa os coeficientes de

regressao, e x os valores codificados para as variaveis independentes.

6.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Na primeira etapa de avaliacdo das variaveis que influenciam o processo de
producéo de esporos e resisténcia térmica, foi realizado um screening das variaveis
independentes que possuem influéncia significativa na termorresisténcia dos
esporos durante sua producao. A matriz dos experimentos com os valores reais se
encontram na Tabela 8, o0s resultados dos experimentos do planejamento
experimental se encontram na Tabela 9.

Os esporos produzidos nos experimentos 14 e 16 foram os que apresentaram
maior resisténcia térmica, com valores de Di»;°c de 3,5 minutos e 3,4 minutos e
valores de Ug de 16,2 minutos e 15,9 minutos, respectivamente. Ambos ndo contém
manganés e fosfato de potassio em sua formulacéo e possuem a taxa de inoculagéo
1%. Os esporos produzidos nos experimentos 4 e 7 foram os que apresentaram
menor resisténcia térmica, com valores de D12;°c de 1,3 minutos e valores de Ug de
6,0 minutos e 6,1 minutos, respectivamente.

A Tabela 10 apresenta os valores dos efeitos de todas as variaveis, foi
utilizado um intervalo de confianca de 90%, sendo entdo consideradas
estatisticamente significativas as variaveis que apresentaram p-valor menor do que
0,1.
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TABELA 8 — MATRIZ DOS EXPERIMENTOS DO PRIMEIRO DELINEAMENTO COM VALORES
REAIS DAS VARIAVEIS ESTUDADAS.

_|
m ?—i—I = = o ) %
y .
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1 8 1 1 2 01 0 0 01 85 1
2 8 5 1 2 0o o1 0 o 85 5
3 8 5 5 2 o 0 008 o 65 5
4 8 5 5 8 0o o0 0 01 65 1
5 2 5 5 8§ 01 0 0 o 85 1
6 8 1 5 8§ 01 01 O o 65 5
7 2 5 1 8§ 01 01 008 o 65 1
8 8 1 5 2 01 01 008 01 65 1
o 8 5 1 8 o o1 008 01 85 1
10 2 5 5 2 01 0 008 01 85 5
1 2 1 5 8 0o o1 0 01 85 5
12 8 1 1 8§ 01 0 008 o 85 5
13 2 5 1 2 01 01 0 01 65 5
14 2 1 5 8 0 01 008 o 85 1
15 2 1 1 8 o 0 008 01 65 5
16 2 1 1 2 0o o 0 o 65 1

TABELA 9 — RESULTADOS DO PRIMEIRO DELINEAMENTO PLACKETT-BURMAN E PONTOS
CENTRAIS.

Ensaios Esporos produzidos Dioi'c Usk
(UFC/ml) (min) (min)

1 3,5.10° 1,9+0,3 8,7+0,8
2 3,5.10° 29+0,2 135+1,2
3 3,0.10° 1,84+ 0,1 8,5+ 0,5
4 1,9.10° 1,3 +0,003 6,0 + 0,01
5 6,8.10° 1,8+0,2 8,6+0,8
6 1,0.10° 1,4+0,1 6,0+ 0,5
7 2,5.10° 1,3+0,2 6,1+0,8
8 1,8.10° 2,3+0,1 10,8 + 0,7
9 7,9.10° 2,4+0,2 11,0+1,1
10 2,8.10° 29+0,2 13,4+ 0,9
11 6,6.10° 1,9+0,2 13,5 +0,9
12 8,0.10° 1,940,2 8,7+0,8
13 6,4.10° 1,9+0,1 8,5+0,7
14 1,3.10' 35+0,1 16,2+ 0,5
15 1,3.10° 2,3+0,2 10,8+ 0,9
16 1,1.10° 3,4+0,2 159+ 1,2

PC1 1,2.10° 2,3+0,2 13,4+0,9

PC2 1,0.10° 2,4 + 0,04 11,1 +0,2
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TABELA 10 — PRIMEIRO DELINEAMENTO EXPERIMENTAL PB DE 16 ENSAIOS: EFEITOS
ESTIMADOS A 90% DE CONFIANCA.

Efeito Erro padréo t (7) p-valor
Média 2,290103 0,103406 22,14675 0,000000
(1) Peptona -0,514769 0.219578 -2,34435 0.051514
(2) Triptona -0.395231 0.219578 -1,79995 0.114892
(3) Ext. de Carne 0,002269 0.219578 0,01033 0.992044
(4) Ext. de Levedura -0,639769 0.219578 -2,91363 0.022544
(5) MnSO, -0.652269 0.219578 -2.97055 0,020791
(6) MgSOs 0,174769 0.219578 0,79593 0.452215
(7) CaCl, 0.130231 0.219578 0,59310 0571773
(8) KH,PO, -0,001848 0.236625 -0,00781 0,993986
(9) pH 0,575231 0.219578 261971 0.034424
(10) Taxa de 0,017731 0,219578 0,08075 0,937901
Inoculagéo
EMAS0, | 47055

(MExt. de Levedur

(@pH | B19708

(11FPepton

(ZiTriptona

(B)Mg=0q |

[7iCaCl

(10 Taxa de Inoculaga

(3) Ext. de Cam

([E)kH;P O, |

=1
Efeito Estithado (Walor Abzoluto)

FIGURA 1- GRAFICO DE PARETO DOS EFEITOS ESTIMADOS DO PRIMEIRO DELINEAMENTO
EXPERIMENTAL A 90% DE CONFIANCA.

Nas condicbes estudadas, a peptona, o extrato de levedura, o sulfato de
manganés e o pH apresentaram efeitos estatisticamente significativos. A adicdo de
peptona e extrato de levedura em até 8 g.I* no meio de esporulacdo influenciaram
negativamente a resisténcia ao calor dos esporos produzidos, indicando que para a
obtencao de esporos mais termorresistentes suas concentracées no meio devem ser

diminuidas. Quando elevado de 6,5 para 8,5, o pH do meio apresentou um efeito
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positivo na resisténcia térmica dos esporos. A adicdo de MnSO4 na concentracao de
0,1 g.I"* influenciou negativamente a resisténcia térmica, e a adicdo de MgSOs,
CaCl,, KH,PO,4 nas concentragées de 0,1 g.I*, 0,08 g.I" e 0,1 g.I"* respectivamente,
nao apresentaram influéncia estatisticamente significativa, o que nédo era esperado.
Sua adicdo no meio de cultura tem por finalidade fornecer cations que seriam
absorvidos pelo esporo durante a sua formacéo, conferindo-lhe maior resisténcia.
Frente a este resultado, os sais MgSO,, CaCl, e KH,PO, foram retirados da
formulacdo do meio na proxima etapa, e para 0 MnSQy, sua adicdo foi estudada em
uma concentragao inferior.

Como o aumento da concentracdo de extrato de levedura e peptona no meio
de esporulacdo causou uma reducdo na resisténcia ao calor umido dos esporos
formados, foi necessario estudar intervalos menores de concentracbes destes
nutrientes na proxima etapa. Por ndo apresentarem resultado estatisticamente
significativo a 90% de confianca nas concentracdes estudadas, optou-se por verificar
no proximo delineamento concentracbes menores de extrato de carne e triptona.
Optou-se também por verificar a auséncia de triptona na formulacdo, devido sua
influéncia na resisténcia térmica ter se mostrado negativa (apesar de nao
significativa). O aumento da taxa de inoculacdo nao influenciou o resultado na faixa
estudada, portanto para os proximos experimentos foi mantido no minimo (1%).

Os resultados do segundo delineamento do tipo Plackett-Burnman estdo na
Tabela 11. A formulacdo que forneceu maior producao de esporos foi o experimento
7 (1,3.10" UFC.ml%), cuja composicao foi extrato de levedura, 0,5 g.I""; peptona, 2 g.I
1 triptona, 1 g.I"'; extrato de carne, 1 g.I; pH 8,5. Os demais experimentos
apresentaram producédo de esporos em torno de 10° UFC.ml™.

Os experimentos que produziram esporos mais termorresistentes foramo 7 e
11, com valores de com valores de Di»:°c de 5,1 minutos e 5 minutos, e valores de
Usk de 17,8 minutos e 18,2 minutos, respectivamente. Em seguida, 0s experimentos
4 e 6 foram os que produziram esporos mais termorresistentes, com valores de
D12:°%¢ de 4,3 minutos, e valores de Ug de 15,9 minutos e 15,8 minutos,
respectivamente. Os quatro experimentos citados apresentaram auséncia de

manganés em sua formulacéo e pH 8,5.
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TABELA 11 — RESULTADOS DO SEGUNDO DELINEAMENTO EXPERIMENTAL.
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1 2 0,5 1 0,3 0 7,0 4,7.10° 2,1+0,1 8,6+0,8
2 2 0 1 0 7,0 2,7.10‘j 2,6+0,3 11+1,0
3 0,5 2 1 0,3 0,05 7,0 5,4.106 2,4+0,2 8,6 +0,8
4 2 0,5 1 1 0 8,5 7,8.106 43+0,1 15,9 +0,5
5 2 0 1 0,05 7,0 2,3.106 2,5+0,2 11+0,7
6 2 1 0,3 0,05 8,5 3,5.106 43+04 15,8 +1,3
7 0,5 1 1 0 8,5 1,3.107 51+ 0,4 17,8 +1,3
8 0,5 0,5 1 1 0,05 7,0 4,3.106 3,0+0,3 109+1,1
9 0,5 0,5 0 1 0,05 8,5 1,4.106 2,8+0,1 11,0+ 0,5
10 2 0,5 0 0,3 0,05 8,5 4,9.106 2,1+0,1 8,8+0,8
11 0,5 2 0 0,3 0 8,5 2,8.106 5,0 £0,2 18,2 +0,5
12 0,5 0,5 0 0,3 0 7,0 5,8.106 3,6t 0,3 13,3+1,2

PC1 1,25 1,25 0,5 0,65 0,025 7,7 3,0.10° 2,7+0,2 11,1+0,8
PC2 1,25 1,25 0,5 0,65 0,025 7,7 6,5.10° 2,9+0,2 11,0+0,9
PC3 1,25 1,25 0,5 0,65 0,025 7,7 3,7.10° 2,7+0,2 10,8+0,8

No primeiro delineamento experimental Plackett-Burman os valores de D12:1°c
obtidos foram de 1,3 minutos a 3,5 minutos, e no segundo delineamento os valores
oscilaram entre 2,1 minutos a 5,1 minutos, havendo claramente um aumento da
resisténcia térmica dos esporos produzidos trabalhando-se as variaveis em novas
faixas de concentragcdo. Para 0 segundo delineamento experimental, as
concentracdes maximas de peptona e extrato de levedura foram reduzidas de 8 g.I™
para 2 g.I"', a de extrato de carne e triptona de 5 g.I"* para 1 g.I, a concentracdo de
MnSO, reduzida de 0,1 para 0,05, os sais MgSQ,, CaCl,, KH,PO, retirados da
formulacdo e o pH mantido em 8,5.

A Tabela 12 apresenta os efeitos a 90% de confianca e o p-valor das
variaveis independentes.

Como podemos observar no diagrama de Pareto (Figura 2), as concentracfes
reduzidas de peptona, extrato de levedura e extrato de carne ndo apresentaram
influéncia estatisticamente significativa, assim como a adicdo de triptona, visto que

foi estudada também sua auséncia na formulagéo.
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TABELA 12- EFEITOS ESTIMADOS DAS VARIAVEIS DO SEGUNDO DELINEAMENTO
EXPERIMENTAL A 90% DE CONFIANCA.

Efeitos Erro Padréo t(8) p-valor
Média 3,207333 0,177151 18,10505 0,000000
(1)Ext. de Levedura -0,648333 0,396122 -1,63670 0,140330
(2)Peptona 0,688333 0,396122 1,73768 0,120469
(3)Triptona 0,431667 0,396122 1,08973 0,307565
(4)Ext. de Carne 0,105000 0,396122 0,26507 0,797658
(5)MnS0O, -0,915000 0,396122 -2,30989 0,049697
(6)pH 1,218333 0,396122 3,07565 0,015217

7564

(B)pH

EMnS 0, -2,30989

[2)Peptona TITETY

(1Ext. de Levedura

(I Triptona [0EI7H

(1Ext. de Carne

p=.l
Efeitos Estimados (Walor Absoluto)

FIGURA 2 — DIAGRAMA DE PARETO DOS EFEITOS ESTIMADOS DAS VARIAVEIS DO SEGUNDO
DELINEAMENTO EXPERIMENTAL A 90% DE CONFIANCA.

Mesmo com as novas formulagcbes dos meios de cultura (apresentando
menores concentracdes das fontes de carbono e nitrogénio e sem adicao de alguns
sais inorganicos), o aumento do pH para 8,5 continuou influenciando positivamente a
resisténcia ao calor umido dos esporos durante a sua producado. A adicdo de MgSO,
continuou influenciando negativamente a resisténcia térmica dos esporos
produzidos, mesmo tendo sido adicionado na metade da concentracdo do
experimento anterior (concentracdo reduzida de 0,1 g.* a 0,05g.'). Fez-se
necessario diminuir ainda mais sua concentracdo na proxima etapa.

Diante dos resultados anteriores, optou-se por um terceiro delineamento
experimental testando a auséncia de todas as fontes de carbono e nitrogénio e

sulfato de manganés, na tentativa de avaliar quais os nutrientes indispensaveis para
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a producao de esporos termorresistentes. Nesta etapa foram avaliados os efeitos da
formulacdo do meio de cultura (concentracdes de fontes de carbono e nitrogénio, pH
e concentracdo de sulfato de manganés) sobre duas variaveis resposta, a
resisténcia térmica e a producdo de esporos. Os resultados estdo apresentados na
Tabela 13.

TABELA 13- RESULTADOS DO TERCEIRO DELINEAMENTO EXPERIMENTAL.

m
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m 2 2 8 a > c3om g %

z S S ¢ & o = o083 0° a
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1 2 0 1 0 0 8 6,9.10° 45%0,2 18,6+ 1,0
2 2 1 0 2 0 8 9,7.10° 4,7+0,3 20,7+1,2
3 0 1 1 0 0,004 8 6,3.10° 39%0,2 16,1+0,8
4 2 0 1 2 0 9 9,4.10° 3,2+0,2 136+1,0
5 2 1 0 2 0,004 8 9,7.10° 45+0,2 184+1,0
6 2 1 1 0 0,004 9 4,1.10° 32+£0,2 136+£1,0
7 0 1 1 2 0 9 1,2.10° 4,4+0,2 16,0+£0,9
8 0 0 1 2 0,004 8 9,9.10° 52+0,3 20,7x1,1

9 0 0 0 2 0,004 9 7,4.10° 5,3+ 0,2 209%1,0
10 2 0 0 0 0,004 9 4,3.10° 3,6+0,2 13,7+£0,7
11 0 1 0 0 0 9 4,2.10° 54+0,3 209%1,2
12 0 0 0 0 0 8 2,2.10° 35+0,2 13,6 +£0,9
PC1 1 0,5 0,5 1 0,002 8,5 5,4.10° 42+0,3 183+1,1
PC2 1 0,5 0,5 1 0,002 8,5 5,7.10° 3,8+£0,2 16,1+£0,8
PC3 1 0,5 0,5 1 0,002 8,5 3,9.10° 4,4+0,3 185+1,1

O experimento 7 foi o que apresentou maior producéo de esporos (1,2.10’
UFC.ml™), cuja formulacdo do meio foi triptona, 1g.I""; extrato de carne, 1 g.I™;
extrato de levedura 2 g.I*; pH 9,0. Os demais experimentos apresentaram resultados
em torno de 10° UFC.ml™.

E interessante ressaltar que no experimento 12, utilizando apenas agua
destilada e agar (ajustados a pH 8), sem nenhuma fonte de nutrientes, ocorreu a
formacdo de esporos, e estes apresentaram valores de D12:° de 3,5 minutos e Us

de 13,6 minutos, com parametros de resisténcia térmica aceitaveis para sua
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utilizacdo em indicador bioldgico para esterilizacdo a vapor (D12:°c acima de 1,5
minutos e de Ug entre 9 e 15 minutos). Isso mostra que a formacdo de esporos
pode ocorrer na auséncia de nutrientes, apesar da producdo mais baixa (2,2.10°
UFC.ml™).

A Tabela 14 e a Figura 3 mostram os efeitos das variaveis no rendimento da

producéo de esporos.

TABELA 14- EFEITOS ESTIMADOS DAS VARIAVEIS DO TERCEIRO DELINEAMENTO
EXPERIMENTAL DO TIPO PLACKETT-BURMAN A 90% DE CONFIANCA PARA O RENDIMENTO

DA PRODUGAO DE ESPOROS.

Efeitos Erro Padréo t(8) p-valor
Média 6632667 493157 13,44941 0,000001
(1)Peptona 630000 1102732 0,57131 0,583480
(2)Triptona 1363333 1102732 1,23632 0,251403
(3)Ext. de Carne 2230000 1102732 2,02225 0,077787
(4)Ext. de Levedura 5396667 1102732 4,89391 0,001203
(5)MnS0O, -170000 1102732 -0,15416 0,881300
(6)pH -170000 1102732 -0,15416 0,881300

(#1Ext. de levedura

(3)Ext. de carne

(2 Triptona 3
(1"Peptona 5713054

(B)pH %-,1 54163
EIMInS0, - 154163

p=1
Efeitos Estitnados (Walor Absoluto)

FIGURA 3 — DIAGRAMA DE PARETO PARA O RENDIMENTO DA PRODUGCAO DE ESPOROS DO
TERCEIRO DELINEAMENTO EXPERIMENTAL PLACKETT-BURMAN.

Para a producéo de esporos as variaveis estatisticamente significativas a 90%

de confianca foram o extrato de levedura e extrato de carne (apresentaram p-valor
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menor do que 0,1), ambas apresentando efeito positivo. A adicdo de peptona na
concentracdo de 2 g, de triptona na concentracdo de 1 gt e de sulfato de
manganés na concentracdo de 0,004 g.' ndo apresentaram influéncia
estatisticamente significativa na producao de esporos, portanto pode-se concluir que
dentro da formulagdo estudada, estas fontes nutricionais ndo sdo indispenséaveis na
formacéo de esporos. Com base neste resultado, para a préxima etapa a formulacao
do meio de cultura teve suas fontes de nutrientes fixadas nas seguintes
concentracdes: extrato de levedura, 2 g.I* e extrato de carne, 1g.I", e a taxa de
inoculacdo continuou 1% como nos experimentos anteriores. O aumento do pH de
8,0 para 9,0 também ndo apresentou influéncia estatisticamente significativa na
producéo de esporos.

Os efeitos estimados das variaveis sobre a resisténcia térmica dos esporos

produzidos estao apresentados na Tabela 15 e Figura 4.

TABELA 15 - EFEITOS ESTIMADOS DAS VARIAVEIS DO TERCEIRO DELINEAMENTO
EXPERIMENTAL DO TIPO PLACKETT-BURMAN A 90% DE CONFIANCA PARA A RESISTENCIA
TERMICA.

Efeitos Erro Padréo t(8) p-valor
Média 4,298000 0,203169 21,15479 0,000000
(1)Peptona -0,761667 0,454300 -1,67657 0,132151
(2)Triptona 0,045000 0,454300 0,09905 0,923533
(3)Ext. de Carne -0,478333 0,454300 -1,05290 0,323146
(4)Ext. de Levedura 0,631667 0,454300 1,39042 0,201861
(5)MnS0O, 0,088333 0,454300 0,19444 0,850680
(6)pH -0,128333 0,454300 -0,28249 0,784742

Nas faixas estudadas nenhuma das variaveis foi estatisticamente significativa
na resisténcia térmica dos esporos durante a sua producéo. O sulfato de manganés
quando adicionado até 0,004 g.I* ndo influenciou negativamente a resisténcia
térmica, mas também ndo foi estatisticamente significativa nesta etapa. O pH
guando elevado de 7,0 a 8,5 favorece a formacao de esporos termorresistentes, mas
guando ajustado a 9,0 ndo apresentou influéncia estatisticamente significativa.

Os resultados do planejamento experimental do tipo DCCR estédo

apresentados na Tabela 16
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(1Peptona

(1Ext. de Levedura

[31Ext. de Carne

(B)pH - 282486
(EMnS 0,
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FIGURA 4 — DIAGRAMA DE PARETO PARA A RESISTENCIA TERMICA DO TERCEIRO
DELINEAMENTO EXPERIMENTAL PLACKETT-BURMAN.

TABELA 16 — RESULTADO DOS ENSAIOS DO DELINEAMENTO DCCR.

Ensaios pH MnSQOq4 (g/l) Esporos Viaveis Dioic Usk
(UFC/ml) (min) (min)

1 7.5 0,0015 6,8.10° 4,7 21,0
2 7,5 0,0085 3,8.10° 4,0 18,5
3 9,2 0,0015 4,0.10° 4,1 15,9
4 9,2 0,0085 5,9.10° 4,6 20,9
5 7,5 0,005 7,9.10° 4,1 18,5
6 9,5 0,005 5,1.10° 3,4 13,2
7 8,5 0 7,3.10° 4,2 15,8
8 8,5 0,01 3,8.10° 3,6 13,5
PC1 8,5 0,005 2,4.10° 5,3 20,9
PC2 8,5 0,005 4,6.10° 5,4 21,0
PC3 8,5 0,005 1,1.10° 5,3 21,0

Todos os experimentos apresentaram producdo de esporos em torno de 10°
UFC.ml?, sendo que o que apresentou maior producdo foi o experimento 5, cuja
formulac&o foi a estabelecida anteriormente (extrato de levedura, 2 g.I* e extrato de
carne, 1g.I™"), a concentracdo de sulfato de manganés foi de 0,005 g.I"*, e o pH 7,5.
Mesmo com esta grande reducao de concentracdo de nutrientes no meio de cultura,
guando comparada com as formulacdes do primeiro delineamento, e retirada de
alguns sais inorganicos da formulacdo, a producdo de esporos ndo foi inferior a 10°
UFC.ml™ (exceto no experimento 12 do terceiro delineamento, onde houve auséncia

de todos os nutrientes). Isso mostra que para se produzir esporos em meio
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geleificado com &gar, ndo sdo necessérias grandes concentragdes de nutrientes no
meio de cultura, logo, este ndo é um parametro critico para a esporulagao.

Os pontos centrais (pH 8,5 e 0,005 g.I"* de sulfato de manganés) forneceram
0s esporos mais termorresistentes, com valores de D12:°c em torno de 5,3 minutos, e
Usk em torno de 21 minutos, sendo também os mais termorresistentes obtidos neste
trabalho. Os esporos com menor termorresisténcia foram obtidos no experimento 6,
a formulagdo com o maior pH (9,5), cujo valor de D12:°c dos esporos produzidos foi
de 3,4 minutos e de Ugfoi de 13,2 minutos.

Podemos observar que com os trés planejamentos experimentais Plackett-
Burman e a etapa de otimizag&o, atingiu-se um aumento significativo na resisténcia
dos esporos produzidos. Comparando com os resultados obtidos no primeiro
delineamento, cujos valores de Di»°c variaram de 1,3 minutos a 3,5 minutos, 0s
esporos obtidos nesta etapa de otimizacdo sdo visivelmente mais resistentes ao
calor, com valores de Di»;°c entre 3,4 minutos e 5,3 minutos.

A Figura 5 apresenta os efeitos estimados das variaveis sobre a resisténcia

térmica dos esporos a 90% de confianca.

— /// 3 005

pH{Q

_—

1Lpor2l / 1479321
(2IninsogfL) / . Bo02aE5 |
, |

(TIpHIL) - 86405 |

p=,1
Efeitos Estimados (valor Absoluto)

FIGURA 5 — GRAFICO DE PARETO DOS EFEITOS ESTIMADOS PARA A OTIMIZACAO A 90% DE
CONFIANGCA.
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Nas faixas estudadas a concentracdo de sulfato de manganés (desde a sua
auséncia até a adicdo de 0,01 g.I'') e o pH (de 7,5 a 9,5) quadraticos apresentaram
efeitos negativos estatisticamente significativos no processo em um intervalo de 90%
de confianca. Analisando juntamente aos resultados anteriores (trés planejamentos
experimentais Plackett-Burman) é possivel concluir que o pH inicial do meio de
esporulacdo até 8,5 influencia positivamente na resisténcia térmica dos esporos
formados, quando aumentado de 8,5 para 9,0, ndo possui influéncia estatisticamente
significativa, e quando ajustado para 9,5 influencia negativamente. A superficie
de resposta tracada a partir dos dados experimentais do planejamento experimental

DCCR se encontra na Figura 6.

DlZloC

B L,

- 415 E’-?
el

% g,s f%‘

— SO

FIGURA 6— SUPERFICIE DE RESPOSTA —pTIMIZAQAO DE VARIAVEIS QUE INFLUENCIAM A
RESISTENCIA TERMICA.

Na superficie de resposta podemos observar dois pontos onde 0os menores
valores do tempo de reducdo decimal podem ser obtidos (D12:°c de 2,5 minutos a 3
minutos): nos meios de cultura com as concentracdes mais altas de sulfato de
manganés (de 0,0085 g.I* a 0,01 g.I'"") e menores valores de pH (de 7,5 a 7,8); nos
meios de cultura com menores concentracdes de sulfato de manganés (de zero a
0,0015 g.I'") e maiores valores de pH (9,2 a 9,5). Em geral, as extremidades do
grafico, representadas pelos valores maximos e minimos de ambas as variaveis,

apresentam 0s menores valores de resisténcia térmica. As formulacdes que
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maximizam a termorresisténcia dos esporos produzidos se encontram na regiao
central, com pH 8,5 e sulfato de manganés 0,005 g.I"}, e os valores de D1 obtidos
estdo em torno de 5 minutos.

A andlise de regressao foi realizada para ajustar a funcao de resposta com os
dados experimentais. O modelo obtido que descreve a superficie de resposta esta
representado na equacéo 2, onde x; representa os valores codificados do pH e x; da
concentracdo de sulfato de manganés. O coeficiente de determinacédo (R?) obtido
para o modelo foi de 0,84, o que significa que este explica 84% da variabilidade dos
resultados.

¥ =53+0,11770815280171=x, — 0,659375=* xf —0,13490485194281 = x, (2)

+ 0,571875 = x3 — 0,285 *= x4 x,

A composicado do meio de esporulacdo demonstrou exercer grande influéncia
na resisténcia dos esporos de G. stearothermophilus, como ja foi demonstrado em
outros estudos (PENNA et al., 2000; PENNA et al., 2003). Os resultados dos trés
primeiros delineamentos mostram que quanto menor a concentracado de nutrientes
no meio de esporulacdo, maior a resisténcia ao calor umido dos esporos formados.
Diminuindo as concentracdes de extrato de levedura e peptona no meio foi possivel
obter esporos mais termorresistentes. Porém, resultados opostos foram encontrados
por Penna et al. (2000), trabalho no qual o0 aumento das concentracdes de extrato de
levedura e peptona no meio de esporulacdo contribuiu para o aumento da
termorresisténcia de esporos de G. stearothemophilus. Estes resultados opostos
pode ser devido a utilizacdo de diferentes formulacées dos meios de cultura, Penna
et al. (2000) utilizou uma formulacdo contendo glucose, acido glutamico, extrato de
levedura, peptona, cloreto de sédio, sulfato de manganés, fosfato de aménio, fosfato
de potéssio, cloreto de calcio, sulfato de manganés e sulfato ferroso, a qual é distinta
do presente trabalho. Isso mostra que, determinados componentes do meio podem
apresentar diferentes efeitos na termorresisténcia do microrganismo dentro de
diferentes formulacdes, reforcando a importancia de metodologia estatistica que
avalie a interac&o entre as variaveis neste tipo de estudo.

Foram obtidos valores de Di»;°c entre 1,3 minutos e 5,4 minutos. O menor

valor foi obtido em um experimento utilizando as concentragbes maximas de
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nutrientes, a auséncia de sais inorganicos (exceto de fosfato de potéassio) e baixo pH
(6,5). O valor maximo foi obtido em um meio pobre em nutrientes e pH alcalino. O
maior valor obtido neste trabalho é superior a outros valores encontrados na
literatura utilizando meios complexos industrializados. Penna et al. (2003), variando
todos os componentes do meio de esporulacdo, alcangou um valor maximo de 2,86
minutos para G. stearothermophilus em suspenséo, e de 3,46 minutos para esporos
preparados em suporte de papel. Feeherry et al. (1987) reportou um valor maximo
de 3,33 minutos para esporos de G. stearothermophilus produzidos em meio
complexo e ativados termicamente (a 100°C durante 15 minutos). Smith et al. (1982)
obtiveram valores de 1,85 a 4,51 minutos para esporos fornecidos comercialmente,
utilizando o método da fracao negativa e TSB adicionado de purpura de bromocresol
como meio de aquecimento e recuperacgao.

Neste trabalho, esporulacdes realizadas em pHs mais alcalinos, até 8,5,
forneceram esporos mais termorresistentes do que em pHs acidos. O efeito do pH
durante a esporulacéo na resisténcia térmica de esporos bacterianos é controverso.
Friedsen e Anderson (1974) (citado por MAZAS et al., 1997) ndo encontraram
diferencas no valor de D de esporos de G. stearothermophilus produzidos em meios
com pH inicial 5,0 e 6,5. Porém, esta variacdo € muito pequena para determinar a
influéncia do pH na resisténcia ao calor destes esporos. E assim como Yazdany e
Lashkari (1975), também verificaram que apesar da variacdo do pH inicial do meio,
no momento da esporulacdo o pH era o mesmo (em torno de 6,3-7,0).

Yazdany e Lashkari (1975) verificaram o efeito do pH sobre a esporulacdo de
duas linhagens de G. stearothermophilus. A percentagem de esporulacdo foi
maxima com o pH inicial do meio entre 7,0 e 8,7. Porém, estes autores nao
determinaram a resisténcia térmica dos microrganismos obtidos. Craven (1990)
observou que o aumento do pH do meio de esporulacédo acarretava um aumento no
valor do tempo de reducao decimal de esporos de Clostridium perfringens.

Resultados similares foram obtidos por Mazas et al. (1997) com B. cereus.
Seus resultados mostram que o pH inicial do meio de esporulacdo ndo tamponado
afetou cepas de maneira diferente. Para B. cereus ATCC 4342, os valores do tempo
de reducdo decimal diminuiram em funcédo do pH (de 7,5 a 5,5). Em contraste, a
resisténcia ao calor da cepa ATCC 7004 nédo foi afetada pelo pH do meio de
esporulacdo nestas condi¢cdes. Poréem, quando utilizando o meio de esporulagédo

tamponado o valor de D diminuiu com o pH para as trés linhagens estudadas.
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O mecanismo pelo qual o pH no momento da esporulagédo pode afetar a
resisténcia térmica dos esporos formados nao é bem conhecido. Khim et al., (1990)
demonstrou que esporos de Clostridium contendo ferro e cobre sdo mais sensiveis
ao calor. Mazas et al. (1997) sugeriu que esporos de Bacillus também podem ser
afetados por este mecanismo, pHs alcalinos estariam precipitando estes metais na
forma de hidroxido tornando-os indisponiveis ao microrganismo durante sua
esporulacéo, impedindo que estes esporos se tornem sensiveis ao calor.

O pH alcalino no meio de esporulacdo também pode estar favorecendo uma
maior mineralizagcdo dos esporos, aumentando assim sua termorresisténcia. Quando
esporos ja formados sdo submetidos a pHs acidos e levemente aquecidos (em
temperaturas em torno de 60°C) sofrem perda de minerais (como célcio, manganés,
magnésio, potassio e sddio) e perdem sua termorresisténcia, e quando aquecidos
sob pHs alcalinos em torno de 8, sdo capazes de reabsorver estes minerais e se
converterem em formas mais termorresistentes (BENDER e MARQUIS, 1985;
MARQUIS e BENDER, 1985; BEAMAN e GERHARDT, 1986).

Palop et al. (1990) sugerem que, além da desmineralizacdo, pode haver
outros mecanismos envolvidos na perda de termorresisténcia de esporos
submetidos a meios acidos, pois segundo Gould e Dring (1975), meios mais acidos
podem acarretar na protonizacdo de grupos carboxil do cortex, levando a uma
reidratacdo do protoplasto e, consequentemente, a uma menor resisténcia ao calor.

Os relatos encontrados na literatura com relacédo a necessidade e o efeito de
diferentes cations divalentes sobre o crescimento e a esporulacdo de espécies do
género Bacillus sédo conflitantes. Os resultados obtidos neste trabalho demonstraram
que a adicdo de fons Mg?*, Ca**, e K* ao meio de esporulacéo nas concentracdes
estudadas néo apresentaram efeito significativo na resisténcia térmica dos esporos.
Resultados similares foram obtidos por Yamazaki et al. (1997) para Alicyclobacillus
acidoterrestris onde a adicdo de ions divalentes ao meio de esporulacdo nédo
apresentou influéncia na resisténcia dos esporos obtidos. Porém, Cazemier et al.
(2001) obteve resultados opostos para B. subtillis, pois esporos preparados em agar
nutriente suplementado com fons , dentre eles Ca®" Mg**, Mn**, e K*, apresentaram
maior resisténcia ao calor. Para Amaha e Ordal (1957) a adicdo de calcio e
manganés também acarretou em um aumento na resisténcia ao calor de B.
coagulans, porém, assim como neste trabalho, a adicdo de magnésio nao

apresentou efeito aparente.



133

Charney et al. (1951) relataram a necessidade especifica de manganés na
esporulacdo do género Bacillus. Rabinovitch e Silva (1973) verificaram que ions
divalentes sdo essenciais na esporulacdo endotréfica de Bacillus licheniformis. A
adicdo de um agente sequestrante de metais em um meio mineral sem fonte de
carbono, impediu a esporulacdo endotrofica do microrganismo porém, quando as
células foram previamente saturadas com excesso de Mn*?, a esporulacéo ocorreu.

Cheung et al. (1982), apesar de nao terem verificado a influéncia do
manganés na resisténcia térmica, demonstraram que a taxa de esporulacdo de G.
stearothermophilus é influenciada pela concentragdo de manganés no meio.
Demonstram que, em concentracdes acima de 3 ppm, este ion pode apresentar um
efeito tdxico sobre as células, sugerindo que o excesso de manganés dentro da
célula poderia estar inibindo o fluxo de célcio em G. stearothermophilus e também
sintese de RNA e proteinas. Nos primeiros delineamentos as concentracdes
utilizadas equivalem a 100 ppm e 50 ppm, logo, a esporulacdo pode estar sendo
prejudicada pelo mesmo mecanismo.

Rowe et al. (1975) afirmou que G. stearothermophilus necessita de
guantidades traco de manganés para o seu desenvolvimento, ndo sendo necessaria
sua adicdo ao meio de cultura. Meios complexos comerciais possuem tracos de ions
metalicos, e seu conteudo varia entre diferentes marcas e até mesmo entre
diferentes lotes da mesma marca (BOVALLIUS e ZACHARIAS, 1971). Grant e
Pramer (1962) determinaram a composicdo centesimal do extrato de levedura a
partir de uma analise de 5 lotes de meios comerciais. Os resultados mostraram que
este meio industrializado pode apresentar uma média de 1270 pg.g™de peso seco
de Mg®* e 2,3 ug.g™ de peso seco de Mn?*. Logo, pode ser que 0 manganés e outros
fons metélicos sejam necessarios em quantidades traco para a resisténcia térmica
de esporos de G. stearothermophilus durante sua esporulacdo, porém as fontes de
nutrientes industrializadas utilizadas neste trabalho jA podem estar fornecendo-os

em as quantidades suficientes.

6.4 CONCLUSAO

A partir de uma sequéncia de trés planejamentos experimentais Plackett-

Burman e uma etapa de otimizagdo (planejamento DCCR), foi demonstrada a
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influéncia da composicdo do meio de esporulacdo sobre a resisténcia térmica de
esporos de G. stearothermophilus.

Na primeira etapa foi demonstrado que a adi¢céo dos sais inorganicos MgSQOg,
CaCl,, KH,PO4 a0 meio de cultura ndo influenciou a resisténcia térmica dos esporos
na formulacdo estudada. Os resultados estatisticos apontaram a necessidade de
reduzir as concentracbes de MnSO,, peptona e extrato de levedura do meio. O
aumento do pH do meio em até 8,5 demonstrou maximizar a resisténcia térmica dos
esporos produzidos.

A segunda etapa demonstrou que a concentracao de sulfato de manganés de
0,05 g.I'* ainda estava em excesso, prejudicando a termorresisténcia dos esporos.
Na terceira etapa foi demonstrado que a peptona e a triptona néo influenciavam
estatisticamente a producédo de esporos dentro da formulacédo estudada portanto,
foram retiradas do meio de cultura.

Na etapa de otimizacdo foi demonstrado que o aumento do pH em até 9,5
influencia negativamente a resisténcia térmica dos esporos produzidos. A
formulacdo do meio de cultura que maximiza a resisténcia térmica dos esporos foi:
extrato de levedura, 2 g.I'*; extrato de carne, 1 g.I'"; MnSOy4, 0,005 g.I"}, pH 8,5. A
otimizagdo forneceu esporos com o maior valor de Di»°c deste trabalho : 5,4
minutos. Quando comparado com o menor valor obtido de 1,3 minutos ( no primeiro
planejamento Plackett-Burmam), isso representa um aumento de mais de 4 vezes
na resisténcia térmica.

Em geral foi possivel concluir que, meios de cultura com menores
concentracfes de nutrientes forneceram esporos mais resistentes ao calor amido,
guando estes foram utilizados no preparo de indicadores biolégicos. A variavel que
apresentou maior influéncia no processo foi o pH, sendo que valores de pH
alcalinos, em torno de 8,5, contribuem para uma maior resisténcia dos esporos
formados.

Partindo-se da formulacdo do meio utilizado pelo CPPI na producdo do
Esteriteste, foram retirados cinco componentes do meio de cultura (peptona,
triptona, sulfato de magnésio, cloreto de calcio e fosfato de potassio), sem alterar
significativamente a quantidade de esporos produzidos (acima de 1,0.10° UFC.ml™).
Este meio desenvolvido poderia substituir o meio utilizado atualmente na producéo
de Esteriteste, e ainda, como demonstrou o estudo, a resisténcia térmica dos

esporos produzidos poderia ser manipulada pela alteracdo do pH. Este resultado
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possui possibilidade de aplicacéo imediata na producao de IBs pelo CPPI. Portanto,
sugere-se a determinacdo do pH que fornegca esporos com a termorresisténcia
desejada, e a validacdo deste meio para utilizagcdo na producdo de Esteriteste. Este
meio poderia também ser utilizado no desenvolvimento de esporos com menor
termorresisténcia, para a producdo de um IB contendo maior nimero de esporos
(10° UFC/IB), para a utilizacdo na validacdo de processos de esterilizacdo, que

assim o exige.
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7 ESTABILIDADE DA SUSPENSAO DE ESPOROS

7.1 INTRODUCAO

A dorméncia metabdlica e as propriedades de resisténcia dos esporos
bacterianos sdo cruciais para o papel ecolégico dos esporos como estruturas de
sobrevivéncia, podendo sobreviver por longos periodos. A dorméncia e a resisténcia
ao calor sdo impostas ao nucleo por uma série de mecanismos (JOHNSTONE,
1994; ERRIGTON, 1993).

Mesmo na auséncia de processos metabdlicos o esporo deve ser capaz de
manter um mecanismo de alerta sensorial monitorando o ambiente externo, sendo
capaz de desencadear o processo de germinacdo em condicdes ambientais
favoraveis. Na presenca de determinados nutrientes ou moléculas, o esporo € capaz
de sair do estado de dorméncia. Estes germinantes agem sobre receptores de
proteinas na membrana interna provocando mudancgas que iniciam o metabolismo,
levando a replicacdo do DNA, ao crescimento vegetativo e, consequentemente, a
perda de resisténcia ao calor (JOHNSTONE, 1994; SETLOW, 2003; MOIR 2006).

Eventos ndo frequentes de germinacdo podem ocorrer na auséncia de
germinantes especificos, e até mesmo em agua destilada. Isso ocorre por meio de
uma ativacao aleatéria de enzimas responsaveis pela hidrolise do cortex ou canais
de transporte de agua ou ions, processos estes que podem desencadear a
germinacdo (PAIDHUNGAT e SETLOW, 2000). Isso pode acarretar na perda
gradual de viabilidade e termorresisténcia de esporos armazenados.

A dorméncia e a manutencdo da resisténcia sdo fundamentais durante o
armazenamento de esporos bacterianos utilizados em indicadores biologicos. As
condicBes de preparo e manutencdo sdo muito importantes para se atingir uma boa
gualidade do produto final, pois podem interferir na viabilidade e resisténcia dos
esporos. Eles podem ser armazenados de diversas maneiras: congelados, sob
refrigeracao, liofilizados, em suportes como tiras de papel, em suspensdo em agua,
tampéao fosfato, acetato de calcio e outros. (EVANS e CURRAN, 1960; ODLAUG et
al., 1981; REICH, 1981; PENNA et al., 2000)

Reich e Morien (1982) reportaram a perda de resisténcia ao calor imido de

indicadores biologicos contendo G. stearothermophilus armazenados sob condi¢des
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ambiente e congelados. Alpin e Hodges (1979) demonstraram que esporos
provenientes de meio definido sofreram um aumento da resisténcia ao calor durante
trés meses de armazenamento em suspensdo aquosa a 4°C e 22°C, e esporos
provenientes de meio complexo ndo apresentaram variacao.

Penna et al. (2002) demonstraram que as condi¢cdes de armazenamento de
esporos de G. stearothermophilus como temperatura, umidade relativa e método de
secagem, podem influenciar a viabilidade dos esporos e o valor de Di»°c do
indicador biol6gico para esterilizacdo a vapor. A maior perda de viabilidade se deu
em esporos fixados em suporte armazenados a 33°C com 32% de umidade relativa.

Evans e Curran (1960) testaram a viabilidade de esporos armazenados em
tampdao fosfato em diferentes pHs e temperaturas, durante um periodo de trés anos.
O pH 8 forneceu a melhor estabilidade para esporos de G. stearothermophilus em
todas as temperaturas.

Reich (1981) estudou os efeitos das condigbes de armazenamento de G.
stearothermophilus sobre sua viabilidade e resisténcia ao calor amido por um
periodo de dois anos. Esporos em suspensdo em agua destilada mantidos a 4°C
nao apresentaram mudanca em sua viabilidade, porém apresentaram uma perda
significativa na resisténcia térmica, enquanto congelados apresentaram perda
significativa na viabilidade. Esporos armazenados em acetato de calcio 0,02 M pH
9,7 apresentaram a melhor estabilidade durante os dois anos.

O objetivo deste capitulo foi verificar a influéncia da suspensdo e o
armazenamento de esporos de G. stearothermophilus em agua deionizada ou

acetato de calcio em sua viabilidade e termorresisténcia.

7.2 MATERIAL E METODOS

Foram produzidos seis lotes de esporos com o0 meio de esporulacao
padronizado pelo CPPI (PARANA, 2005). O inéculo foi produzido como descrito no
item 3.2.2, o cultivo e a recuperacao dos esporos foram realizados de acordo com o
item 3.2.3. Porém, trés lotes foram lavados, re-suspendidos e armazenados em
agua destilada pH 7,0 e outros trés em solucédo de acetato de célcio 0,02M pH 9,7.
As suspensdes de esporos obtidas foram armazenadas sob refrigeracéo (5+3°C) até

sua utilizacao.
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A quantificacdo dos esporos foi realizada de acordo com o item 3.2.4. Para
verificar a resisténcia térmica das suspensoes produzidas, estas foram utilizadas no
preparo de indicadores bioldgicos (item 3.2.5) que foram submetidos ao teste de
resisténcia térmica (3.2.6). Foram realizados trés testes com 1, 2 e 3 meses de
armazenamento. Os indicadores biolégicos foram preparados logo antes do teste
(24 a 48 h) para assegurar que seu armazenamento ndo interferisse no resultado. A
viabilidade dos esporos em suspensao foi avaliada com 1 e 3 meses de

armazenamento, para verificar possiveis alteracdes neste periodo.

7.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados dos parametros de termorresisténcia dos esporos armazenados
em agua deionizada pH 7,0 e em solucdo de acetato de calcio 0,02M pH 9,7, os

guais foram testados durante trés meses estéo apresentados na Tabela 1.

TABELA 1 - RESISTENCIA TERMJCA DOS I1BS PRODUZIDOS COM ESPOROS ARMAZENADOS
EM AGUA DEIONIZADA E SOLUCAO DE ACETATO DE CALCIO

Tempo de Suspensdo em agua deionizada Suspensdo em acetato de célcio
arm?rieensaerg)ento Usk (Min) Di2:°c (Min) Usk (min) Di21°c (Min)

11,2+0,8 2,56+0,2 13,6 £ 0,8 3,0+0,2
1 11,2+0,5 2,7+0,1 13,7+0,9 3,1+0,2
11.2+0,2 2,6 £ 0,04 13,7+ 0,91 3,1+0,2
Média = o 11,2 £ 0,03 2,6+ 0,1 13,6 + 0,02 3,1+0,05
8,6+0,8 2,0+0,5 11,1+0,8 2,2+0,2
2 8,7+0,7 2,0+0,1 11,1+0,8 2,5+0,2
8,6+0,8 2,2+0,2 11,1+1,0 2,6+0,2
Média = o 8,7+ 0,04 2,1+0,1 11,1 + 0,02 25 £0,2
11,0+ 0,5 24+0,1 13,56+0,7 30x0,1
3 11,1+0,8 2,7+0,2 134+1,0 3,0£0,2
8,8+0,2 2,0+0,5 135+1,0 3,1+0,2
Média = o 10,3+1,3 2,4+0,3 135+0,1 3,0+ 0,05
Média total + o 10,1+1,3 2,4+0,3 128+1,2 2,9+0,3

A Figura 1 apresenta a plotagem Box-and-Wisker dos valores do tempo de
reducdo decimal a 121°C de todos os experimentos realizados. Os valores de D12:°¢
de esporos armazenados em &gua deionizada variaram de 2,0 minutos a 2,7

minutos, e de esporos armazenados em acetato de calcio variaram de 2,2 minutos a
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3,1 minutos. Apesar de alguns valores se sobreporem, é possivel observar que as
médias dos valores de D1:°c obtidos nos trés meses de experimento, assim como a
média total dos esporos armazenados em acetato de célcio € superior a dos
armazenados em agua deionizada. O mesmo ocorre com o0s valores de Us, logo, o
acetato de célcio fornece uma maior resisténcia aos esporos desde a sua
preparacao.

A reducéo dos valores obtidos no segundo més de armazenamento nao pode
ser atribuida a perda de resisténcia do microrganismo, € mais provavel que esteja
associada as variacdes provenientes da técnica de quantificacdo de microrganismos
viaveis (que influencia nos valores de No e Di210c) € do equipamento utilizado no

teste.

Agua Deionizada

Acetato de Calcio

1,9 2,2 25 2,8 3,1 3,4

0
D c

FIGURA 1 - PLOTAGEM BOX-AND-WISKER DOS VALORES DE D;»°c DE ESPOROS
ARMAZENADOS EM AGUA DEIONIZADA E ACETATO DE CALCIO.

A andlise de variancia dos valores de Di,:°c dos esporos armazenados em
agua deionizada e acetato de calcio apresentou um p-valor menor do que 0,5,
demonstrando que a 95% de confianca a diferenca entre os valores de ambos é

estatisticamente significativa (Tabela 2).

TABELA 2 - ANALISE DE VARIANCIA’ DA TERMORRESISTENCIA DOS ESPOROS
ARMAZENADOS EM AGUA E ACETATO DE CALCIO.

Fonte de Variagdo = Soma dos Quadrados gl Média quadrada F p-valor
Entre grupos 1,08045 1 1,08045 11,79 0,0034
Dentro dos grupos 1,46571 16 0,0916069

Total corrigido 2,54616 5
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A viabilidade das supensdes de esporos, realizada pela contagem de esporos
viaveis das mesmas, foi feita depois de 1 e 3 meses de armazenamento. Os
resultados estao na Tabela 3:

TABELA 3 -VIABILIDADE DAS SUSPENSOES DE ESPOROS ARMAZENADAS EM AGUA
DEIONIZADA E ACETATO DE CALCIO.

Tempo de Suspensdo em agua deionizada Suspensédo em acetato de célcio
armazenamento (UFC_mI.l) (UFC.mI'l)
(meses)
1,2.10° 1,4.10"
1 1,6.10" 1,6.10°
1,4.10° 1,5.10°
Média + o 1,4.10' +2,0.10° 1,5.10 +1,0.10°
2,0.10’ 1,8.10"
3 2,5.10' 2,1.10'
1,7.10° 2,8.10'
Média + o 2,1.10"+ 4,0.10° 2,2.10" +5,1.10°
Média total + o 1,710"+ 4,6.10° 1,9.10" +5,2.10°

A anadlise de variancia da viabilidade dos esporos armazenados em agua
deionizada e acetato de calcio apresentou um p-valor maior do que 0,5,
demonstrando que a 95% de confianca néo existe uma diferenca significativa entre
ambos (Tabela 4). Portando, o diluente de armazenamento dos esporos nao
interferiu na viabilidade, e também nao foi possivel notar alteracdo significativa

durante os trés meses de armazenamento.

TABELA 4 — ANALISE DE VARIANCIA DA VIABILIDADE DOS ESPOROS ARMAZENADOS EM
AGUA E ACETATO DE CALCIO.

Fonte de Variacdo  Somados Quadrados gl Média quadrada F p-valor
Entre grupos 5,33333.10™° 1 5,33333.10™° 0,22 0,6493
Dentro dos grupos 2,42667.10" 10 2,42667.10"
Total corrigido 2,48.10" 11

Os resultados obtidos neste trabalho estdo de acordo com Reich (1981), que
demonstrou que esporos de G. stearothermophilus suspendidos em acetato de
calcio apresentaram valores de Di2:°c maiores do que os suspendidos em agua.
Porém, para este mesmo autor, esporos suspendidos em agua destilada
demonstraram perda de viabilidade e termorresisténcia com trés meses de

armazenamento, o que nao foi verificado neste estudo.
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Os valores de tempo de reducdo decimal dos esporos em suspenséo de
acetato de célcio obtidos neste trabalho ( média de 2,9 minutos) sao superiores aos
obtidos por Reich (1981) e Penna et al. (2000) para esporos armazenados sob as
mesmas condicGes, tendo obtido valores maximos de Di»:°c de 1,7 minutos e 2
minutos, respectivamente. Porém, outros fatores podem ter contribuido para esta
diferenca, como as condi¢des de esporulacao e realizacdo do teste de resisténcia.

Diversos autores investigaram a influéncia da troca ibnica na resisténcia de
esporos de Bacillus, demonstrando que esporos tratados em suspensdes contendo
fons divalentes em pHs alcalinos sofriam remineralizacdo e, portanto, apresentavam
maior resisténcia (BENDER e MARQUIS, 1985; MARQUIS e BENDER, 1985;
BEAMAN e GERHARDT, 1986; YAMAZAKI et al., 1977). Esporos com altos niveis
de calcio sdo os mais resistentes (BENDER e MARQUIS, 1985). Segundo Gould e
Dring (1975), meios mais acidos podem acarretar na protonizacdo de grupos
carboxil do cortex, levando a uma reidratacdo do protoplasto e, consequentemente,
a uma menor resisténcia ao calor. Portanto, o0 armazenamento dos esporos em meio
alcalino pode estar favorecendo sua resisténcia térmica.

Com relacdo a estabilidade dos esporos armazenados de ambas as formas,
nao foi possivel afirmar que ocorreram mudancas significativas ao longo dos trés
meses de estudo. Nao foi possivel observar um claro declinio dos valores com
relacdo ao tempo, e a variacao dos resultados pode ser devido aos erros do proprio
método. Para avaliacdo da estabilidade das suspensbes de esporos se faz

necessario um acompanhamento por um tempo maior, de no minimo um ano.

7.4 CONCLUSAO

A utilizacao de solucédo de acetato de calcio 0,02M pH 9,7 na recuperacao e
no armazenamento de esporos de G. stearothermophilus confere uma maior
resisténcia ao calor umido a populacdo microbiana quando comparada a agua
deionizada (valor médio de D1,:°c de 2,3 minutos em agua deionizada e 2,9 minutos
em acetato de calcio) . Porém, com relacdo a viabilidade, ambos os diluentes
apresentam resultados semelhantes. O estudo deve ser realizado por um periodo
maior, de no minimo um ano, para avaliar a influéncia destes diluentes na

estabilidade das suspensdes de esporos durante seu armazenamento.
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8 MEIO DE RECUPERACAO

8.1 INTRODUCAO

A composicdo do meio no qual a suspensdo bacteriana é submetida ao ciclo
de esterilizacdo influencia na resisténcia térmica da populacdo e no numero de
sobreviventes, assim como o meio utilizado para o posterior crescimento dos
esporos danificados pelo calor (YOKOYA e YORK, 1965; MALLIDIS e
SCHOLEFIELD, 1986; LOPEZ et al., 1997).

Esporos termorresistentes podem ndo ser totalmente mortos ou inativados
durante um processo térmico, mas podem ser apenas injuriados de forma sub-letal.
Esporos danificados pelo calor apresentam comportamento distinto em diferentes
meios de recuperacao, podendo apresentar maior sensibilidade a compostos como
acidos organicos, cloreto de sédio ou nitrito (CAZEMIER et al. 2001). O efeito sub-
letal sobre os esporos pode ocorrer em proteinas e enzimas de seu sistema de
germinacdo ou de crescimento das células vegetativas (MARQUIS et al., 1994).
Quando o maior sitio de dano € no sistema de germinacdo, 0 esporo se torna
superdormente. O subsequente tratamento destes esporos com alcali ou cultivo em
meio com lisozima 0s torna capazes de germinar novamente, enquanto para outros
esporos, o dano pode ndo resultar em superdorméncia, sendo este tratamento
ineficiente (ALDERTON et al., 1974)

Esporos danificados pelo calor apresentam maior contagem de sobreviventes
se cultivados em meios complexos, quando comparados com meio minimo. Estas
células aparentam defeitos que aumentam a sua necessidade nutricional, mas nao
defeitos genéticos (MARQUIS et al., 1994)

No caso de indicadores biologicos autocontidos, onde 0s esporos estdo em
suspensao no meio de recuperacao, sua composicao influencia tanto na reducéo da
populacdo durante o ciclo de esterilizagdo, quanto na recuperacdo dos
sobreviventes.

O meio de recuperacao do indicador biolégico deve fornecer um crescimento
adequado dos microrganismos sobreviventes ao ciclo de esterilizacdo, mesmo
guando danificados por este. O meio normalmente é composto por agua, extratos ou

hidrolisados protéicos, carboidratos, minerais e um indicador de pH.
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O crescimento de G. stearothermophilus na presenca de quantidade
suficiente de carboidratos ocasiona a acidificagdo do meio de cultura e,
consequente, alteracdo da coloragcédo do indicador bioldgico, proporcionando a facil
visualizacdo do resultado positivo, sendo assim importante a presenca de acgucares
no meio de recuperacdo. Porém, devido a presenca destes aguUcares, quando
esterilizado pelo calor. 0 meio de cultura esta sujeito a sofrer as reacdes de Maillard,
cujos produtos acidos podem causar alteracdo de cor no IB, resultando em uma
coloracédo caramelo , que pode gerar uma interpretacdo duvidosa do resultado do
produto.

O calcio também é um componente indispensavel no meio de recuperacao,
pois € necessario para a germinacdo de esporos danificados pelo calor (DE VRIES,
2004). Niveis apropriados de calcio no meio de recuperagdo permitem uma
determinacdo mais consistente do valor do tempo de reducéo decimal de esporos de
G. stearothermophilus ATCC 7953 (SASAKI et al.,, 2000). A adicdo de amido na
formulagdo pode levar a um aumento do numero de esporos recuperados e um
aumento no valor do tempo de reducéo decimal (MALLIDIS e SCHOLEFIELD, 1986;
LOPEZ et al., 1997). Ele apresenta a mesma funcdo do carvdo ativado, adsorvendo
compostos inibidores da germinacao e desenvolvimento das células (ADAMS, 1979
citado por MALLIDIS e SCHOLEFIELD, 1986)

O purpura de bromocresol (PBC), ou 5',5"-dibromo-o-cresolsulfoftaleina, € um
acido fraco indicador de pH comumente usado para deteccdo de crescimento
microbiano, pois pode detectar mudancas de pH em liquidos de maneira rapida e
precisa. Em pH em torno de 5,2 possui coloracdo amarela e em pH em torno de 6,8
coloracéo violeta.

O efeito inibitério de corantes sobre microrganismos € bem conhecido, e estes
podem ser utilizados na diferenciacdo microbiana e em meios seletivos. Fung e
Miller (1973) verificaram que o purpura de bromocresol diluido at¢ 1 gt e
adicionado a placas de agar de soja Tripticaseina (TSA) permitiu o crescimento de
microrganismos Gram-negativos, porém inibiu Gram-positivos. Smith et al. (1982)
demonstrou que a adi¢do de purpura de bromocresol na concentracdo de 0,0015%
ao meio de recuperacao formulado com TSB, ndo causou alteracdes nos valores de
D121°c € Usk.

Um meio de recuperacdo contendo hidrolisado de proteinas e glicerol pode

apresentar estabilidade na coloragcdo e pH quando comparado antes e apls a


http://pt.wikipedia.org/wiki/Indicador_de_pH
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exposicdo ao calor (KAISER, 1999). O glicerol é um polialcool atdxico comumente
utilizado na industria de alimentos devido as suas propriedades estabilizantes,
antioxidantes, sequestrantes, emulsificantes e umectantes. E obtido como
subproduto da producdo industrial de sab&do e biodiesel (ARRUDA et al., 2007). E
geralmente utilizado como agente crioprotetor em microrganismos mantendo a
estabilidade da parede celular durante o congelamento e conservacéo (SIMIONE,
1998). O glicerol também pode ser assimilado por alguns microrganismos como
fonte de carbono (BURKE e TEMPEST, 1990).

Esta etapa do trabalho visou determinar a concentracdo ideal de purpura de
bromocresol e avaliar a influéncia da adicdo de glicerol no meio de recuperacgéo
sobre a estabilidade de sua coloracéo e pH.

8.2 MATERIAL E METODOS

8.2.1 Determinacédo da concentracao ideal de purpura de bromocresol

Com a finalidade de verificar a melhor concentracdo do indicador de pH
purpura de bromocresol na deteccdo da germinacdo de esporos de G.
stearothermophilus no meio de recuperacdo, foram preparados indicadores
biologicos com diferentes concentracdes do mesmo por meio de diluicdes
sucessivas. Foram realizados dois testes, o primeiro reproduzindo o indicador
biologico antes do uso (autoclavagéo) e o segundo o reproduzindo apds o uso. Para
0 primeiro teste, o meio de recuperacdo (PARANA, 2003) foi preparado, esterilizado
em autoclave a 121°C durante 15 minutos e envasado em frasco-ampola contendo 3
ml cada. Para o segundo teste foi feito o mesmo, porém apds realizadas as
diluicbes, os frascos foram selados com lacres de aluminio e esterilizados
novamente durante 15 minutos, para reproduzir a situacdo do meio de recuperacao
do indicador biolégico apds o uso.

As diluicbes foram realizadas de acordo com a Figura 1. Partiu-se de um
indicador bioldgico sem esporos, contendo 6 ml do caldo de revelacdo com purpura
de bromocresol na concentracdo de 1 g.I* e foram transferidos 3 ml para outro

indicador biolégico contendo 3 ml de caldo de revelacdo sem puarpura de
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bromocresol, diluindo assim a concentragdo deste pela metade. Desta maneira

foram feitas oito diluicdes sucessivas.

> o> oS 085 ;o O a9

3ml

6 ml

Frasco 1 2 3 4 5 6 7 8

Concentragiode 1 05 0,25 0,125 0,062 0,031 0,016 0,008
PBC no meio (g/l)

FIGURA 1 — ESQUEMA DAS DILUICOES DO PBC PARA DETERMINACAO DA MELHOR
CONCENTRACAO.

Para avaliar a capacidade de germinacdo destes meios preparados com
diferentes concentragdes de PBC, foram realizados dois experimentos (Figura 2). No
experimento 1 as diluicbes foram inoculadas com suspensdo de esporos em
quantidade suficiente para se obter 10° esporos/IB, seladas com lacre de aluminio e
incubadas a 57°C durante 48 horas. No experimento 2, as diluicdes foram seladas
com lacre de aluminio e esterilizadas novamente durante 15 minutos antes da
inoculacdo, para simular o teste do indicador biolégico. Este experimento visou
verificar se um novo ciclo de esterilizacdo do meio de cultura durante a utilizacdo do
produto pode alterar o ponto de viragem do purpura de bromocresol. Todos o0s
experimentos foram realizados em triplicata.

Para cada experimento foi realizado um controle sem a inoculacdo de
esporos, com a finalidade de verificar se a incubacdo poderia acarretar em qualquer
mudanca de coloracdo que nao fosse proveniente do crescimento microbiano. Para
confirmar a germinacdo dos esporos foi realizada coloracdo de Gram do sedimento

de todas as diluicbes ap0s centrifugacao.
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Meio de recuperagio
sem indicador de pH

Esterilizacdo
15 min 121°C

[ Envasado 3 ml/frasco ]

[ Experimento 1 ] Controle 1 [ Experimento 2 ] Controle 2
Preparo das Preparo das Preparo das Preparo das
diluigdes diluicdes diluigdes diluigdes
10°esporos/IB 57°C. 48h Esterilizac4o Esterilizag4o
15 min 121°C 15 min 121°C

57°C. 48h

10%sporos/IB 57°C. 48h

i
[

57°C. 48h

FIGURA 2 — FLUXOGRAMA DOS EXPERIMENTOS PARA DETERMINAGAO DA MELHOR
CONCENTRACAO DE PBC.

8.2.2 Adicao de glicerol ao meio de recuperacao

Foram formulados sete meios de cultura contendo glicerol em sua formulacéo
e comparados com os dois meios de recuperacao utilizados neste trabalho, o meio
padronizado pelo CPPI (PARANA, 2003), e 0 meio a base de vinhaca de soja
formulado por Dlugokenski (2008), cujas composi¢cdes estdo descritas no item 3.2.5.
A formulacéo detalhada dos meios consta na Tabela 1.

O meio 1 refere-se ao meio utilizado na producdo do indicador biolégico
Esteriteste (Parana, 2003), nos meios 2 e 3 testou-se a adi¢cao de glicerol a este
meio nas concentracfes de 1,25% e 2%, respectivamente (KAISER, 1999). O meio
4 refere-se ao meio a base de vinhaca de soja (DLUGOKENSKI, 2008), o meio 5e 6
adicionado de glicerol, sendo o meio 6 com auséncia do extrato de leveduras. Os
meios 8 e 9 foram formulados para conter apenas o glicerol e o amido como fonte de
nutrientes. Nos meios 7 e 9 testou-se a adi¢cdo de sal e fostato de potassio, tendo

em vista que o primeiro possui a capacidade de modular a forca osmética do meio
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de cultura e o segundo, além de prover fosfato aos processos metabdlicos do
microrganismo, proporciona uma certa capacidade de tamponamento ao meio
(KAISER, 1999).

TABELA 1 — FORMULAGCOES DOS MEIOS DE RECUPERAGAO PARA TESTE DE ADICAO DE
GLICEROL NO MEIO DE CULTURA.

Meio Formulacdo

1 TSB, 3%; amido sollvel, 0,1%; CaCl, .6H20, 0,018 %; purpura de bromocresol 0,001%.

2 TSB, 3%; amido solavel, 0,1%; glicerol, 1,25%; CaCl, .6H20, 0,018 %; puGrpura de
bromocresol 0,001%.

3 TSB, 3%; amido soluvel, 0,1%; glicerol, 2%; CaCl, .6H20, 0,018 %; purpura de bromocresol
0,001%.

4 Vinhaga de soja, 1,5%; extrato de levedura, 0,8%; %; amido solivel, 0,1%; CaCl, .6H20,
0,018 %,; purpura de bromocresol 0,001%.

5 Vinhaca de soja, 1,5%; extrato de levedura, 0,8%; amido soltvel, 0,1%; glicerol, 2%; CacCl,
.6H20, 0,018 %; purpura de bromocresol 0,001%.

6 Vinhaca de soja, 1,5%; amido soltvel, 0,1%; glicerol, 2%; CaCl, .6H20, 0,018 %; purpura de
bromocresol 0,001%.

7 Vinhaca de soja, 1,5%; amido solavel, 0,1%; glicerol, 2%; CaCl, .6H20, 0,018 %; NaCl, 0,4%;
K,HPO,, 0,15%; purpura de bromocresol 0,001%.

8 Amido soluvel, 0,1%; glicerol, 2%; CacCl, .6H20, 0,018 %; purpura de bromocresol 0,001%.

9 Amido soluvel, 0,1%; glicerol, 2%; CacCl, .6H20, 0,018 %; NaCl, 0,4%; K,HPO, , 0,15%;
parpura de bromocresol 0,001%.

Os indicadores biologicos para esterilizacdo a vapor, preparados com 0s
diferentes meios citados, foram submetidos ao teste de viabilidade (descrito no item
3.2.7). Os IB que apresentaram viabilidade satisfatoria foram submetidos ao teste de
tempo de morte e tempo de sobrevivéncia, no qual dez amostras de cada meio
foram submetidas a um ciclo de esterilizacdo de cinco minutos e outras dez a um
ciclo de quinze minutos, esperando-se dez amostras positivas e dez negativas,
respectivamente. Para verificar se a adicdo de glicerol ao meio de recuperacéo
promove uma melhor estabilidade da coloracdo apds o uso do indicador bioldgico,
0S meios que apresentaram resultados satisfatorios tiveram sua coloracao
comparada apdos um ciclo de esterilizacdo de vinte minutos e um ciclo de uma hora a

121°C, e um ciclo de uma hora a 127°C.
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8.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Na determinacdo da concentracdo ideal de puarpura de bromocresol , a
coloracdo das diluicdes antes e apds a incubacdo podem ser observadas nas
Figuras 3 e 4, respectivamente.

Ap6s a incubacado, uma timida mudanca na coloracao pode ser percebida na
terceira diluicdo (0,25 g.I"). A quarta diluicdo (0,125 g.I"") apresentou uma mudanca
de coloracdo mais visivel. Apenas na quinta diluicdo (0,062 g.I") observou-se uma
mudanca acentuada da coloracdo purpura para o amarelo (Figura 3).

N&o foram observadas diferencas de coloragédo nos IBs dos experimentos um
e dois, o que significa que o ponto de viragem do purpura de bromocresol
(concentracdo 0,125 g.I'* a 0,062 g.I'") é o mesmo para o meio esterilizado uma vez
e duas vezes.

O controle da germinacéo pela coloracdo de Gram demonstrou, em todas as
laminas, presenca de bacilos Gram-positivos, inclusive nas trés primeiras diluicdes.
Este resultado mostra que a adicdo de purpura de bromocresol no meio de
recuperacdo em até 1 g.I ndo inibe completamente a germinacdo dos esporos,
porém, este resultado ndo é quantitativo, ndo permitindo avaliar se existe algum grau
de inibicéio do crescimento do microrganismo. A adicdo do indicador de pH de 1 g.I"*
a 0,25 g.I'* impede a mudanca de coloracdo do indicador biolégico para amarelo,
gerando um resultado falso-negativo. Sua adicdo na faixa de concentracéao de 0,125
g.'" a 0,062 g.I" impede que o meio se torne completamente amarelo apés a
incubacdo, podendo gerar uma interpretacdo duvidosa do teste. Os resultados
mostram que a concentracdo ideal de purpura de bromocresol no meio de
recuperacdo se encontra na faixa de 0,031 g.! a 0,016 g.I"*, fornecendo uma
coloracdo adequada de um resultado positivo do indicador biolégico, de maneira
clara e objetiva. Diluicbes maiores ndo seriam ideais, visto que na oitava diluicdo o
indicador biolégico apresenta uma coloracdo purpura muito fraca apés a preparacao.
No indicador biolégico Esteriteste a concentragéo utilizada é de 0,01 g.I", estando
dentro desta faixa (PARANA, 2003).
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FIGURA 3 — IBS PREPARADOS COM CONCENTRACOES DECRESCENTES DE PBC
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FIGURA 4 — IBS PREPARADOS COM CONCENTRACOES DECRESCENTES DE PBC APOS 24H
DE INCUBACAO (RESULTADO DO EXPERIMENTO 1).

O resultado do teste de viabilidade dos IBs preparados com os meios de
recuperacdo adicionados de glicerol estdo na Tabela 2. O meio 7 foi descartado
antes do teste de viabilidade, pois ap0s a esterilizacédo ja apresentou uma coloracao
amarelada, o que impossibilitaria a leitura do teste. Os IB preparados com oS meios
de 1 ao 6 apresentaram resultados satisfatérios, 20% das amostras do meio 9
apresentaram mudanca de coloracdo para amarelo, porém sem turbidez. A auséncia
de viabilidade nas amostras 8 e 9 pode ser atribuida a falta de uma fonte de

nitrogénio na formulacgéao.

TABELA 2- TESTE DE VIABILIDADE DOS IB PREPARADOS COM MEIOS DE RECUPERAGAO
CONTENDO GLICEROL.

Meio Numero de amostras Resultado
positivas/negativas

1 10/0 Satisfatério
2 10/0 Satisfatério
3 10/0 Satisfatério
4 10/0 Satisfatério
5 10/0 Satisfatério
6 10/0 Satisfatério
8 0/10 Insatisfatorio
9 2/8 Insatisfatério
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Todos os meios, que apresentaram 100% de viabilidade, apds submetidos ao
teste do tempo de morte e tempo de sobrevivéncia, apresentaram resultados
satisfatérios (Tabela 3).

TABELA 3 - TESTE DE INTERVALO DE SOBREVIDA/MORTE DOS 1B PREPARADOS COM MEIOS
DE RECUPERACAOQO ADICIONADOS DE GLICEROL

Meio Ciclo de esterilizacdo de5  Ciclo de esterilizacdo de Resultado
min (Nimero de amostras 15 min (Ndamero de
positivas) amostras positivas)
1 10 0 Satisfatorio
2 10 0 Satisfatorio
3 10 0 Satisfatorio
4 10 0 Satisfatorio
5 10 0 Satisfatorio
6 10 0 Satisfatorio

Os meios 1 ao 6 tiveram a coloracdo do resultado negativo (violeta)
comparada nas seguintes situacdes: ap0s 0 seu preparo; apos um ciclo de
esterilizacdo de vinte minutos 121°C; apds um ciclo de esterilizacdo de uma hora a
121°C e apdés um ciclo de esterilizacdo de uma hora a 127°C (figuras 5, 6, 7 e 8
respectivamente). Depois de submetidos a uma hora de esterilizacdo todos 0os meios
apresentaram um desbotamento visivel em relacdo a sua coloragao inicial (apés o
preparo), adquirindo também uma coloracdo avermelhada. Depois de submetidos a
um ciclo de 20 minutos a 121°C o Gnico meio que néo apresentou desbotamento foi
0 meio 6, formulado a base de vinhaca de soja e adicionado de glicerol.

Os meios formulados com TSB com e sem a adicéo de glicerol (meios 1,2 e
3) ndo sofreram alteracdo de pH apoOs a esterilizacdo durante o seu preparo, 0S
meios a base de vinhaca de soja com e sem a adicao de glicerol (meios 4, 5 e 6)
apresentaram uma queda de 0,1 unidades. Apds o teste de 20 minutos a 121°C
todos os meios apresentaram uma queda de pH em 0,5 unidades. E possivel
concluir que a adicao de glicerol ndo influenciou os pHs dos meios. Ao observar
todos os testes, em geral a adicdo de glicerol aos meios 2, 3, 5 e 6 ndo forneceu
melhor resultado quando comparado aos meios sem glicerol (1 e 4).

Os IBs formulados com os meios 4, 5 e 6 mantiveram a coloracao inicial apos
60 minutos de exposicdo a 121°C. Porém, apenas o meio 6 (formulacdo contendo
vinhaca de soja e glicerol) apresentou menor desbotamento, mantendo a coloracao

violeta em todos os testes. Como néo foi estudada uma formulacdo semelhante ao
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meio 6, sem a adi¢do de glicerol, ndo é possivel afirmar que o mesmo proporcionou

coloracéo estavel

e

FIGURA 5 — IBS FORMULADOS COM MEIOS DE RECUPERAGAO ADICIONADOS DE GLICEROL
APOS O PREPARO.

FIGURA 6- IBS FORMULADOS COM MEIOS DE RECUPERAGAO ADICIONADOS DE GLICEROL
APOS ESTERILIZAGAO DE 20 MIN A 121°C.

!

FIGURA 7 — IBS FORMULADOS COM MEIOS DE RECUPERACAO ADICIONADOS DE GLICEROL
APOS ESTERILIZACAO DE 60 MIN A 121°C.

FIGURA 8 — IBS FORMULADOS COM MEIOS DE RECUPERAQAO ADICIONADOS DE GLICEROL
APOS ESTERILIZACAO DE 60 MIN A 127°C.
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Sua formulacdo apresenta como fonte de carbono a vinhaga de soja diluida
gue possui baixa concentragcdo de carboidratos (entre 4,7 % e 11,8%), e nao
apresenta extrato de levedura em sua composicao, resultando um meio com baixa
concentragcdo de carboidratos e proteinas, minimizando a reacdo entre 0s
componentes do meio de cultura e proporcionando uma maior estabilidade na
coloracdo. Os carboidratos presentes no meio de cultura reagem com aminoacidos,
peptideos e proteinas formando outros compostos e destruindo nutrientes essenciais
ao crescimento microbiano. Estas reacdes dependem das concentracdes de
carboidrato e proteina, do pH inicial e do tipo de carboidrato presente (KAISER,
1999). Portanto, a estabilidade da sua coloracdo pode ser devido a baixa
concentracao de carboidratos no meio.

Este resultado demonstra que meios com baixas concentracdes de
carboidratos podem apresentar maior estabilidade de coloracdo apds sua submisséao
ao ciclo de esterilizacdo. Frente a isso se faz necessario a realizacado de pesquisas
futuras visando uma nova formulacdo para o meio de recuperacao do indicador
biologico com concentracbes menores de carboidratos, mas que ainda sejam
capazes de proporcionar o0 crescimento dos microrganismos que sobrevivem ao

processo de esterilizacao.

8.4 CONCLUSAO

A concentracéo do indicador de pH purpura de bromocresol entre 0,031 g.I* a
0,016 g.I"!, fornece uma coloracédo adequada ao indicador biolégico, permitindo a
germinacao dos esporos sobreviventes e a mudanca de coloracdo para amarelo.

De um modo geral, a adicao de glicerol ao meio de recuperacdo na producao
de IB ndo apresentou melhora na estabilidade da coloracdo ou do pH. Entretanto, a
diminuicdo da concentracdo de carboidratos e proteinas no meio pode vir a resultar
em um menor desbotamento do meio de recuperacdo ap6s o uso do indicador
biolégico. Mais estudos devem ser realizados para se chegar a uma formulacdo com
coloracdo mais estavel e que mantenha as caracteristicas desejadas de viabilidade
e resisténcia térmica do produto quando submetidos a ciclos prolongados de

esterilizagdo ou temperaturas mais elevadas.
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9 CONSIDERACOES FINAIS

Este trabalho realizou estudos em diferentes etapas da produc¢éo de indicador
biolégico para esterilizagdo a vapor. Para que o IB obtenha um desempenho
adequado quando utilizado pelo usuario, o produto como um todo (esporos e meio
de recuperacdo) deve possuir caracteristicas especificas. A principal etapa para a
obtencdo de um indicador biolégico padronizado é a obtencdo de esporos
termorresistentes em quantidade suficiente para a realizagcdo do processo de
producéo.

Na figura 1 esta representado um fluxograma com as principais etapas de
producdo do indicador bioldgico para a esterilizacdo, e ao lado as contribuicdes
deste trabalho para o processo.

Na etapa do preparo do inoculo foi proposto um novo meio de cultura
contendo melago de soja como fonte de carbono, um sub-produto da industria de
proteina concentrada de soja , esta matéria-prima possui baixo custo e existe
disponibilidade no Estado do Parana, devido ao grande volume processamento de
soja neste Estado.

Na etapa de esporulacao foi reduzido o tempo de incubacéo do meio padrao
utilizado no CPPI de 12 para 1 dia. Também foi proposta a utilizacdo de um meio de
cultura formulado a base de vinhaca de soja. A vinhaca de soja € um residuo da
producdo de etanol a partir da soja, cujo aproveitamento contribui para a menor
geracao de residuos industriais e diminuicdo de problemas ambientais.

O estudo comparativo entre os diluentes usados na recuperacdo e
armazenamento da suspenséo de esporos foi proposto a utilizacdo de solucdo de
acetato de calcio 0,02 M pH 9,7, que proporciona uma maior resisténcia térmica aos
esporos obtidos.

Também foi determinada a concentracao ideal do indicador de pH purpura de
bromocresol (entre 0,031 g.I'* e 0,016 g.I'™") e realizado um estudo das variaveis que
interferem na resisténcia térmica dos esporos durante a sua esporulacdo. Nesta
ultima etapa os resultados demonstraram que o pH é a variavel que exerce maior
influéncia na resisténcia térmica dos esporos durante a sua esporulacdo. Concluiu-
se também que meios de cultura com baixas concentracées de nutrientes fornecem

esporos mais termorresistentes.



161

Foi estimado o custo dos meios producdo de um lote de suspensao de
esporos de G. stearothermophilus utilizando os meios padronizados pelo CPPI, e os
meios desenvolvidos neste trabalho (Tabela 1). Considerou-se o volume de meio
utilizado por lote de 1,6 litros (equivalente a 4 garrafas de Roux). O preco dos meios
de cultura foi estimado com base em uma média de precos de diversas marcas
encontradas no mercado. A utilizacdo do meio desenvolvido utilizando matérias
primas industrializadas (meio desenvolvido 1) ocasionaria uma reducao de 27,9% de
custos com matéria prima para os meios de producdo. E possivel a aplicacéo
imediata deste meio na producdo de Esteriteste, apds sua validacdo. A utilizacao
dos meios desenvolvidos neste trabalho utilizando melago e vinhaga de soja (meio
desenvolvido 2) causariam uma reducéo de 20,9% nos custos com matéria prima
para os meios de producédo. Vale ressaltar que a descricédo da utilizacdo de melacgo e
vinhaga de soja no cultivo de Geobacillus stearothermophilus € inédita na literatura.
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FIGURA 1 — FLUXOGRAMA COM AS PRINCIPAIS ETAPAS DE PRODUCAO DE INDICADOR
BIOLOGICO E AS CONTRIBUICOES DESTE TRABALHO PARA O PROCESSO.




TABELA 1 — CUSTO DOS MEIOS DE

stearothermophilus.

CULTURA UTILIZADOS NA

PRODUGCAO DE UM LOTE
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DE SUSPENSAO DE ESPOROS DE Geobacillus

Matéria Prima Preco*/kg Meio controle Meio desenvolvido (1) Meio desenvolvido (2)
(R$)
g/lote custo/lote g/lote custo/lote g/lote custo/lote (R$)
(R$) (R$)
Meio de Esporulagdo
Extrato de Levedura 375 8 3 3,2 1,2 12,8 4.8
Peptona 563 4.8 2,7 - - - -
Triptona 464 8 3,7 - - - -
Extrato de Carne 115 4,8 0,552 1,6 1,184 - -
Sulfato de Manganés 28 0,0608 0,0017 0,008 0,000224 - -
Sulfato de Magnésio 23 0,08 0,0018 - - - -
Cloreto de Calcio 70 0,0544 0,0038 - - - -
Fosfato de Potassio 30 0,08 0,0018 - - - -
Agar 493 32 15,8 32 15,8 32 15,8
Vinhaca de Soja - - - - - 15 0
In6culo - -
TSB 188 2,25 0,42 2,25 0,42 - -
Extrato de Carne 115 - - - 1,5 0,17
Melaco de Soja** - - - - 0,37 0
Custo Total 25,8 18,6 20,6

(1) Meio desenvolvido no capitulo 6, utilizando matéria prima industrializada. (2) Meios desenvolvidos nos capitulos 4 (inoculo) e 5 (esporulacao).
Precos obtidos a partir da média de orcamentos concedidos por empresas fornecedoras de insumos para laboratorios. Valores do ano de 2010.

A vinhaca de soja é um residuo e o melago um sub-produto da indudstria da soja, portanto é possivel adquiri-las sem nenhum custo.
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10 CONCLUSOES

A primeira etapa de producdo de esporos termorresistentes é o preparo do
in6culo. Peptona, extrato de carne e triptona se mostraram fontes de nitrogénio
adequadas para a formulacdo do meio de cultura. Uma formulacdo contendo 0,6%
de melaco de soja e 2% de extrato de carne, que apresentou um crescimento meédio
de 4,5.10" UFC.ml?, foi desenvolvida e aprovada para a utilizacdo como inéculo na
producéo de esporos de G. stearothermophilus.Concluindo que o melaco de soja
pode ser utilizado como matéria prima de baixo custo na formulacdo de meio de
cultura para a producéo de inoculo do G.stearothermophilus

No estudo da producéo de esporos, concluiu-se que a técnica de fermentacao
em estado sdélido ndo é adequada para a esporulacdo de G. stearothermophilus,
pois nenhuma das matérias primas que foram testadas como suporte forneceu
resultados satisfatérios. Dos meios industrializados testados o meio padronizado
pelo CPPI na producédo de Esteriteste (SELLA, 1995), foi o que apresentou melhor
resultado, produzindo suspensfes de esporos com concentracdes cerca de 10’
UFC.ml *, e valores de D1.:% de 3,3 minutos e Ugde 13,6 minutos apos apenas 24
horas de incubacéao.

Demonstrando a possibilidade da reducdo do tempo de esporulacéo de 12 dias para
24 horas. Também foi desenvolvido um novo meio de esporulacdo com formulagcéao
de vinhaca de soja, 1,5%; extrato de levedura, 0,8%; agar, 2%. Os esporos
produzidos, quando utilizados no preparo de um indicador biolégico com meio de
recuperacao a base de vinhaca de soja, apresentaram valores de Di2:°c Usk dentro
dos parametros preconizados pela Farmacopéia Americana USP 29. Com isso
desenvolveu-se um IB formulado com sub-produtos da soja que atende os pré-
requisitos de producdo. Concluindo que a utilizacdo destes sub-produtos como
matéria prima de baixo custo na producdo de indicadores biolégicos para
esterilizacédo é viavel e que este produto atende a todos os requisitos e exigéncias
normativas e legais.

Esta producédo, ocasionaria uma reducao de 20,9% nos custos com matéria prima
para os meios de producdo, quando comparado ao indicador bioldgico produzido
com matéria prima industrializada.

No estudo da influéncia do processo de esporulacdo na resisténcia térmica

dos esporos produzidos, concluiu-se que a adicdo dos sais inorganicos MgSQOy,
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CacCl,, KH,PO4 ao meio de cultura influencia significativamente a resisténcia térmica
dos esporos na formulacdo estudadae que meios de cultura com menores
concentracfes de nutrientes fornecem esporos mais resistentes ao calor imido. A
variavel que apresentou maior influéncia no processo foi o pH, sendo que pHs
alcalinos em torno de 8,5 contribuem para uma maior resisténcia dos esporos
formados.

O estudo da suspensdo e do armazenamento dos esporos em Aagua
deionizada e acetato de calcio, demontrou que o acetato de calcio 0,02M pH 9,7
conferiu uma maior resisténcia ao calor imido aos esporos de G. stearothermophilus
quando comparada a agua deionizada (valor médio de Di»:°c de 2,3 minutos em
agua deionizada e 2,9 minutos em acetato de calcio). Porém, com relacdo a
viabilidade, ambos os diluentes apresentam resultados semelhantes. Concluindo-se
gue a adicao de sais, a concentracado de nutrientes, o pH do meio de esporulacéo, a
solucdo de recuperacdo e armazenamento dos esporos exercem influencia na
resisténcia térmica destes ao calor umido sob pressdo. Essas variaveis devem ser
levadas em consideracdo na producdo de um IB que atenda aos parametros
normativos e legais estabelecidos .

Foram estudados também alguns aspectos do meio de recuperacdo do
indicador biolégico. A concentracdo ideal do indicador de pH puarpura de
bromocresol, foi determinada entre 0,031 g.I"* a 0,016 g.I™". A adicdo de glicerol ndo
demonstrou qualquer influéncia nestas caracteristicas do IB porém, a partir dos
experimentos realizados foi possivel verificar que a diminuicdo da concentracédo de
carboidratos e proteinas no meio pode vir a resultar em um menor desbotamento do
meio de recuperacdo apos o uso do indicador biologico. Mais estudos devem ser
realizados para a formulacdo de um meio de cultura que apresente menor

desbotamento apds o uso.
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11 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Baseando-se nos resultados obtidos no presente trabalho, podem ser

sugeridos ainda alguns experimentos a serem desenvolvidos:

e Realizar um estudo de estabilidadede, no minimo, um ano para avaliar a
influéncia da agua deionizada e da solugcéo de acetato de calcio na viabilidade
e na resisténcia térmica dos esporos durante o seu armazenamento;

e Realizar mais estudos com o meio de recuperacdo do indicador bioldgico,
para se chegar a uma formulacdo com coloracdo mais estavel e que
mantenha as caracteristicas desejadas de viabilidade e resisténcia térmica do
produto quando submetidos a ciclos prolongados de esterilizacdo ou maiores
temperaturas;

e Realizar analises do conteudo de ions de esporos produzidos em diferentes
meios de cultura (principalmente com diferentes pHs) para verificar se essa €
a causa da variacao da resisténcia térmica dos mesmos;

e Desenvolver um meio de cultura para producdo de esporos que possibilite o

desenvolvimento de um IB especifico para validacao de autoclaves.



