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RESUMO

GRUCHINSKI, Daniel. D. Estudo da influéncia do substrato na atividade
do Bacillus atrophaeus em indicadores biol6égicos autocontidos
utilizados para monitorar sistemas de esterilizacdo a 6xido de etileno.
2013. 40 f. Trabalho de Conclusdo de curso (Tecnologia em alimentos),
Universidade Tecnoldgica Federal do Parana. Campo Mouréo, 2014.

Indicadores biologicos (IB) tém por objetivo avaliar a eficacia de processos de
esterilizacdo através da introducdo de esporos de bactérias altamente
resistentes no ciclo de esterilizagcdo. O Bacillus atrophaeus é utilizado no
monitoramento de sistemas de esterilizacdo a gas oxido de etileno, e quando
esses esporos sao destruidos, pode-se garantir que 0S microrganismos
contaminantes da carga também foram mortos assegurando assim a
esterilidade do material. Portanto, este trabalho teve como objetivo estudar a
influéncia da concentracdo de glicose e proteina (TSB), bem como, do
indicador de pH azul de bromotimol, na atividade do B. atrophaeus em
indicadores bioldgicos autocontidos, utilizados no monitoramento de sistemas
de esterilizacdo a gas oxido de etileno. Para tanto, avaliou-se a influencia da
concentracéo dos nutrientes glicose e TSB presentes no meio de cultivo do IB,
bem como, do indicador de pH azul de bromotimol, com niveis de 2,5; 3,25 e
5,0 g/L para glicose, 5,0; 7,5 e 10,0 g/L para TSB, e 0,05; 0,10 e 0,15 g/L para
o azul de bromotimol. Utilizou-se um planejamento experimental de Box-
Behnken para as 3 variaveis, onde o modelo avalia o efeito de cada variavel
independente para uma resposta. Os ensaios foram submetidos a analises
colorimétricas e avaliacdo do tempo de viragem. Pela andlise dos resultados
conclui-se que a combinacdo de concentracdo das variaveis estudadas
realmente é capaz de influenciar a cor de viragem e o tempo de viragem dos
IB; podendo-se sugerir que, para melhores resultados na intensidade de cor de
viragem e no tempo de viragem deve-se empregar a combinacdo ideal
verificada: concentracdes mais elevadas para glicose; baixas concentracdes
para TSB e concentracdo intermediaria para o azul de bromotimol; dentre as
combinac¢des e concentracdes avaliadas neste trabalho.

Palavras-chave: Indicador biolégico. Bacillus atrophaeus. Esterilizago. Oxido
de etileno. Meio de cultura.



ABSTRACT

GRUCHINSKI, Daniel. D. Study of the influence of substrate on the activity
of Bacillus atrophaeus self-contained biological indicators used to
monitor sterilization systems to ethylene oxide. 2013. 40 f. Trabalho de
Concluséo de curso (Tecnologia em alimentos), Universidade Tecnoldgica
Federal do Parana. Campo Mouréo, 2014.

Biological indicators (Bl) are to evaluate the effectiveness of sterilization
processes through the introduction of highly resistant bacterial spores in the
sterilization cycle. Bacillus atrophaeus is used for monitoring the sterilization
ethylene oxide gas systems, and when these spores are destroyed, can ensure
that contaminating microorganisms were killed load thereby ensuring the
sterility of the material. Therefore, this work aimed to study the influence of the
concentration of glucose and protein (TSB), as well as the pH indicator
bromothymol blue in the activity B. atrophaeus in self-contained biological
indicators used in monitoring of sterilization systems for ethylene oxide gas. To
this end, it was evaluated the influence of nutrient glucose and TSB present in
the culture medium of the 1B, as well as the pH indicator bromothymol blue, with
levels of 2.5, 3.25 and 5.0 g / L for glucose, 5.0, 7.5 and 10.0 g / L TSB, and
0.05, 0.10 and 0.15 g / L bromothymol blue. Was used an experimental design
of Box-Behnken for 3 variables, where the model evaluates the effect of each
independent variable for an answer. The tests were subjected to colorimetric
analysis and evaluation time of turning. For analysis of the results it is
concluded that the combination of concentration of variables really is able to
influence the color of the turning and the time of the turning of IB; may be
suggested that, for best results in color intensity turning and turning in time
should employ the ideal combination verified: higher concentrations for glucose,
low concentrations to TSB and intermediate concentration for bromothymol
blue; among combinations and concentrations evaluated in this work.

Keywords: Biological Indicator. Bacillus atrophaeus. Sterilization. Ethylene
oxide. Culture medium.
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1 INTRODUCAO

Esterilizagdo é o processo fisico ou quimico que destroi ou inativa todas as
formas de vida presentes em um determinado material, especialmente
microrganismos incluindo bactérias, fungos tanto em suas formas vegetativas como
esporuladas, e virus (SCHMIDELL, 2001).

O oOxido de etileno (ETO) reage com a parte sulfidrica da proteina do sitio
ativo do microrganismo, impedindo assim sua reprodugcédo. O mecanismo de acao na
esterilizacdo por ETO é uma tipica reagao de deslocamento “In vivo”, envolvendo
uma reacao nucledfila de sitio ativo dos acidos nucléicos no interior da célula com a
molécula de ETO, inibindo e modificando a sintese protéica, que é acido nucléico
dependente, alterando ou destruindo o ciclo de vida da célula. As misturas
esterilizantes de ETO penetram prontamente em poros profundos e em fendas
estreitas e também em embalagem de polietileno, papel ou tecido. Tal penetracéo
do gas permite a fabricantes de equipamentos médicos, dentarios e farmacéuticos,
esterilizarem itens embalados individualmente, antes da entrega. Também permitem
qgue hospitais, clinicas e laboratérios, esterilizarem itens usados e contaminados,
apos sua limpeza e embalagem para estoque, aqueles previstos em legislacao
especifica (LAPA, 2011).

O ETO inativa todos 0s microorganismos, porém esporos bacterianos,
especialmente  Bacillus atrophaeus, sdo mais resistentes que outros
microorganismos, consequentemente, o Bacillus atrophaeus é usado como indicador
biolégico no processo de esterilizacdo por ETO (CEFAR, 2010).

O Bacillus atrophaeus é uma bactéria, bacilo, Gram-positivo, pertencente ao
género de microrganismos Bacillus. Ha pouco tempo, esse microrganismo era
chamado de Bacillus subtilis. Fenotipicamente, essas duas espécies sao
praticamente indistinguiveis exceto pela producdo de pigmentos em certos meios de
cultivo. Diversas variantes pigmentadas do Bacillus subtilis foram reclassificadas
como Bacillus atrophaeus. Em todos os casos, a aplicagdo pratica dos
microrganismos foi mantida. Esporos de Bacillus atrophaeus sdo considerados

convenientes indicadores biologicos na esterilizagdo por calor seco, particularmente



em temperaturas até 170°C. Também esta indicada para processos de esterilizacao
que utilizam Oxido de etileno (CEFAR, 2010).

Indicadores biologicos (IB) funcionam através da introducdo de esporos de
bactérias altamente resistentes no ciclo de esterilizacdo. Se esses esporos sao
destruidos, supfe-se que 0s microrganismos contaminantes da carga também foram
mortos (ALBERT, et al., 1998).

Na realizacdo do teste, um IB acompanha o material no qual se deseja
esterilizar, passa pelo mesmo processo de temperatura, pressao e/ou gas e tempo
determinado que por sua vez matam/inativam os patégenos presentes. ApOs 0O
processo de esterilizacdo, este IB é ativado (a tira de esporos entra em contato com
0 meio de cultura) e incubado em incubadora com temperatura ideal, e outro IB ndo
esterilizado, da mesma forma, é colocado na incubadora, este IB ndo esterilizado é
chamado de teste controle. Passadas as 48h, para uma esterilizacdo adequada, o IB
esterilizado ndo deve apresentar mudanca de coloracdo, e o controle altera a sua
cor mostrando a presenca dos esporos ja presentes no 1B, comprovando assim a
eficacia do IB como também da esterilizacdo. Desta forma, o IB é utilizado como
controle para certificar a esterilidade do processo, ou seja, assegurar que 0S
parametros de esterilizagéo foram atingidos.

O Indicador Biolégico do tipo autocontido consiste de um meio de cultura
inoculado com uma suspenséo de esporos conhecida e resistente a um método de
esterilizacdo especifico. O meio de cultura deve possuir caracteristicas que
permitam a germinacdo de esporos sobreviventes, porém danificados pela acdo do
calor, ao procedimento de esterilizacdo. O emprego de IB autocontidos facilita o
manuseio do usuario, por ndo permitir a contaminacao cruzada e ainda favorece um
resultado mais fidedigno, pois 0s esporos sobreviventes ao processo de
esterilizacdo poderdo germinar no meio em que foram previamente testados
(DLUGOKENSKI, 2008).

A composicdo do meio de recuperacdo/revelacdo, principalmente quanto a
presenca de substancias indutoras da germinagéo, pode aumentar a sensibilidade e
reduzir o tempo de incubacdo e leitura do teste biologico para verificagcdo do
processo de esterilizacdo (SELLA, 2008).

Neste sentido, a avaliacdo da influéncia da concentracdo de glicose e

proteina, bem como do sal de azul de bromotimol, indicador de pH, na atividade do
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B. atrophaeus em indicadores bioldgicos autocontidos utilizados no monitoramento

de sistemas de esterilizagdo a gas 6xido de etileno é o objetivo deste estudo.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Estudar a influéncia da concentracdo de glicose e proteina, bem como do sal
azul de bromotimol como indicador de pH, na atividade do B. atrophaeus em
indicadores biolégicos autocontidos utilizados no monitoramento de sistemas de

esterilizacdo a gas 6xido de etileno.

2.2 Objetivos Especificos

* Propor um planejamento experimental para avaliar a influéncia de diferentes
concentracbes e combinagdes dos reagentes glicose, Tryptic soy broth (TSB), e do
indicador de pH azul de bromotimol; na producdo de Indicadores Bioldgicos
autocontidos utilizados no monitoramento de sistemas de esterilizacdo a gas 6xido

de etileno.

* Avaliar o desempenho do conjunto das combina¢des anteriormente propostas

pelo planejamento experimental no processo de viragem do IB.

» Sugerir a melhor combinagdo de concentragbes dos reagentes avaliados em
funcado dos resultados dos processos de viragem dos IB, pretendendo assim otimizar
a producdo de IB para esterilizacio a gas Oxido de Etileno (EO) em escala

industrial.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Esterilizacao

A esterilizacdo é a completa eliminacdo ou destruicdo de todas as formas de
vida microbiana viaveis, podendo ser realizada por meio de processos fisicos ou
qguimicos. As formas microbianas de vida consideradas mais resistentes a processos
fisicos e quimicos e que podem ser manuseadas laboratorialmente sdo os esporos
bacterianos. Portanto, os esporos sao utilizados para estabelecer parametros para
0s processos de esterilizacdo (NIEHEUS, 2004).

Se esses esporos sdo destruidos, supbe-se que 0S microrganismos
contaminantes da carga microbiana também foram mortos, ja que estes organismos
tém menos resisténcia do que o0s esporos, e estdo presentes em menor ndmero
(ALBERT, et al., 1998).

Os métodos de esterilizacdo permitem assegurar niveis de esterilidade
compativeis as caracteristicas exigidas em produtos farmacéuticos, médicos
hospitalares e alimenticios. O método escolhido depende da natureza e da carga
microbiana inicialmente presente no item considerado. O calor, a filtracdo, a
radiacdo e o o6xido de etileno, podem ser citados como agentes esterilizantes
(LENGERT, 2008).

O monitoramento biolégico dos processos de esterilizacdo € um dos
requisitos imprescindiveis no controle da infeccao hospitalar. Esta ja € uma prética
exigida pelas autoridades sanitarias e inserida na rotina da grande maioria dos
hospitais (SELLA, 2008).

O Center for Disease Control and Prevention (CDC) e a American Dental
Association (ADA) recomendam que “o correto funcionamento dos ciclos de
esterilizacdo deve ser verificado para cada equipamento pelo uso periddico de
indicador biolégico, no minimo semanal”’. De acordo com o Ministério da Saude, é
necessario o monitoramento bioldgico semanal, identificacdo dos pacotes com fita
termosensivel e registro de temperatura em todas as esterilizagdes, nos consultorios

odontoldgicos. No Manual de Orientagbes Gerais para Central de Esterilizagdo a
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monitoracao biolégica € recomendada uma vez ao dia ou, no minimo, semanalmente
(SELLA, 2008).

3.2 Gas 6xido de etileno (ETO)

O emprego de substancias quimicas em estado gasoso, na esterilizacdo de
material sélido, € o0 processo em que torna necessario estabelecer condicdes bem
determinadas de temperatura, concentracdo, umidade, tempo de atuacdo e numero
inicial de microorganismos. O gas esterilizante ideal deve apresentar atividades
intensas e rapidas contra bactérias, esporos e virus, se possivel a pressado
atmosférica; ter inércia total quanto ao material a esterilizar; possuir bom coeficiente
de difusdo, que confira penetracdo facil e completa eliminacdo apos a esterilizacao.
(BRASIL, 1988)

A vantagem primaria do ETO é que ele pode esterilizar equipamentos
sensiveis ao calor ou a umidade, sem deterioracéo fisica do material, sendo sua
principal desvantagem a lentiddo do ciclo de esteriliza¢céo, o alto custo e o potencial
perigo para pacientes e profissionais. O ciclo basico de esterilizacdo por ETO
consiste em cinco estagios (pré-vacuo e umidificacdo, introducédo de gas, exposicao,
evacuacao e esgotamento do gas com ar), sendo o periodo total de esterilizacdo e
aeracdo de 48h. A aeracdo mecanica de oito a doze horas entre 50 e 60 graus
célsius remove o residuo téxico contido em materiais absorventes expostos. A
aeracao a temperatura ambiente desprende a toxicidade do ETO, mas requer sete
dias a 20 graus célsius (LENGERT, 2008).

O oxido de etileno é utilizado frequentemente para esterilizar produtos
médicos e odontolégicos que ndo podem ser esterilizados a vapor. O Oxido de
etileno é incolor, inflamavel e explosivo. Misturando ETO (10% a 12%) com dioxido
de carbono ou clorofluorcarbono (CFC) reduz-se o risco de explosdo ou incéndio
(LENGERT, 2008).

O oOxido de etileno € um agente alquilante e a atividade antimicrobiana é
sugerida pela reacdo com grupos nucleofilicos, dentre os quais as proteinas e bases
nitrogenadas, formando ligac¢des irreversiveis que impedem a duplicacdo do material
genético, inviabilizando a sintese protéica e, portanto, a multiplicagdo celular. A

alquilacdo é a substituicdo de um atomo de hidrogénio por um grupo alquila,
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causando injaria ou morte de células vegetativas e esporos microbianos (LAPA,
2011).

3.3 Bacillus atrophaeus

Esporos bacterianos sdo utilizados como indicadores biolégicos para
monitoramento da esterilizacdo devido a sua alta resisténcia aos diferentes
processos. Esporos de Geobacillus stearothermophilus ATCC 7953 sao indicados
para a esterilizacdo pelo vapor sob pressao, esporos de Bacillus atrophaeus ATCC
9372 sdo empregados nos processos de esterilizagdo pelo calor seco, 6xido de
etileno, calor umido a baixa temperatura e plasma e também por microondas.
Esporos de Bacillus pumilus séo indicados para validar processos cujo agente
esterilizante é a radiagdo i6nica (SELLA, 2008).

O Bacillus atrophaeus é um bacilo Gram positivo, com esporos elipticos ou
cilindricos na posicdo central ou para-central, aerébico, mesofilo, apatogénico, com
temperatura ideal de cultivo de 20°C a 37 °C. Apresenta reacdo da catalase positiva,
reacdo de Voges Proskauser positiva, fermenta a glicose e hidrolisa o amido.
Fenotipicamente € idéntico ao Bacillus subtilis, exceto pela producdo de pigmentos

em alguns meios de cultivo (SELLA, 2008).

3.4 Indicadores biologicos (IB)

Indicador bioloégico consiste de um preparado de um microrganismo
especifico, resistente a um determinado processo de esterilizacdo. Ele é usado para
qualificacdo de uma operacdo fisica de um aparelho de esterilizacdo, no
desenvolvimento e estabelecimento de processo de esterilizagédo validado para um
artigo especifico, e na esterilizacdo de equipamento, material e embalagens para
processamento asséptico. E usado também para monitorar um ciclo de esterilizag&o
uma vez estabelecido (LETTRARI, 2005).

Indicadores biologicos tém sido usados ha mais de oitenta anos para validar e
monitorar processos de esterilizagdo. Consistem de um numero conhecido de
microorganismos com comprovada resisténcia ao modo de esterilizacdo. Devem

acompanhar a carga de material a ser esterilizada. O crescimento ou nédo do
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microorganismo em condi¢cdes ideais de incubacdo, indicard a eficdcia da
esterilizacdo. Esporos bacterianos sdo recomendados para a producdo de IB, pois
sao significativamente mais resistentes que a microflora normal aos processos de
esterilizacdo. A padronizacdo indica uma populacdo conhecida de esporos com a
resisténcia definida ao agente esterilizante (DLUGOKENSKI, 2008).

Os indicadores biol6gicos para esterilizacao séo classificados em:

s

a) primeira geracdo: tiras de papel impregnado com esporos. O material

D

encaminhado ao laboratério para incubacdo apos a esterilizacdo e o resultado é
fornecido ap6s um periodo de 2 a 7 dias;

b) segunda geragcdo: ampolas contendo meio de cultivo e esporos,
denominado como “autocontido”, com leitura final em 48 horas;

c) terceira geracdo: s6 disponivel para o processo a vapor. A leitura é
realizada no maximo em 3 horas. Também chamado de “enzimatico”, utiliza aparelho

especialmente desenvolvido para a leitura do resultado (SELLA, 2008).

35 Substrato

Sabendo-se da maior dificuldade de germinacdo dos esporos danificados
guando submetidos a condicBes fortemente adversas, o emprego de meios de
cultura particularmente ricos em substancias nutritivas capazes de fornecer
condi¢cOes de recuperacdo destes esporos sobreviventes deve ser minuciosamente
estudado (DLUGOKENSKI, 2008).

A escolha dos nutrientes adequados a geracdo do produto de interesse esta
relacionada a atividade metabdlica desenvolvida pelo agente biolégico. Nesse ponto
destaca-se, entdo, a importancia das informacdes obtidas sobre as exigéncias
nutricionais da populagcdo microbiana envolvida no processo. Buscam-se, entéo, as
fontes adequadas que possuam 0s componentes necessarios ao bom desempenho
da célula. Assim, ha que se fortificar a matéria-prima com componentes que faltam,
retirar aqueles que inibem, de modo a permitir uma rapida e eficiente conversédo do
substrato em produto com o rendimento desejado (PEREIRA, BOM, FERRARA,
2008).

Os meios de recuperagdo sdo constituidos basicamente de: peptona de

caseina (principal proteina do leite, fonte de nitrogénio protéico), peptona de soja ou
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outros digestos ou extratos. Em geral fornecem carboidratos, ions inorgéanicos,
purinas e pirimidinas (componentes do &cido nucléico para facilitar o crescimento
populacional), vitaminas essenciais, aminoacidos e peptideos (fonte de nitrogénio
nutricional). Os carboidratos encontrados nestes extratos e digestos estdo em
pequenos tracos sendo necessaria uma suplementagdo adicionando-se outras
fontes de carbono para melhorar as caracteristicas dos niveis de crescimento do
meio. A glicose é um exemplo de fonte de carbono facilmente metabolizada,
provendo energia sem a nhecessidade que o0 microrganismo gaste sua propria
energia com a quebra das moléculas de fontes de carbono mais complexas (SELLA,
2008).

A Farmacopéia Americana recomenda o uso do meio caldo de soja
tripticaseina (Tryptone Soy Broth — TSB ou Soybean Casein Digest Broth) para o
cultivo de esporos do Bacillus atrophaeus, antes e ap0s sua exposi¢cdo ao calor ou
gas Oxido de Etileno. Este meio industrializado é quimicamente semidefinido e
contém como fonte de nutrientes a peptona de caseina (fonte de carbono e
nitrogénio), o cloreto de sddio e o fosfato de potassio. O fosfato de potassio, além de
fornecer capacidade de tamponamento ao meio, fornece fosfato para o processo
metabolico. O cloreto de sodio € um suplemento adicionado para modular a forca
osmotica do meio (SELLA, 2008).

Quando o ciclo de esterilizacdo néo foi eficiente para destruir os esporos
contidos no IB, os sobreviventes irdo germinar e se reproduzir quando em contato
com nutrientes e temperatura adequados. O metabolismo dos componentes do meio
de cultura ira gerar metabdlitos acidos, portanto, a presenca de um indicador de pH
no meio para a germinacdo dos esporos nos IB autocontidos permite a facil
visualizagéo da germinacao pela mudanca de coloracdo (DLUGOKENSKI, 2008).

O azul de bromotimol quando adicionado ao meio promove uma facil
identificacdo do crescimento bacteriano, devido a mudanca de coloragdo promovida
pela alteracdo do pH, faciltando a leitura do indicador biolégico e evitando
subcultivos para verificagdo de crescimento. Porém, sua concentracdo deve ser
cuidadosamente estudada para nao interferir na viabilidade e nos resultados da
avaliacdo da resisténcia térmica do produto (SELLA, 2008).

A USP (United States Pharmacopeia) salienta que o meio para germinagao

dos esporos danificados durante o procedimento de autoclavagao deve ser avaliado,
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pois é submetido a duas autoclava¢fes: uma quando € produzido e outra quando
acompanha os materiais a serem esterilizados pela autoclave na forma de IB.
Portanto pode sofrer alteracbes na sua composicdo devido a acdo do calor
(DLUGOKENSKI, 2008).

3.6 Area de atuac&o da esterilizag&o por ETO

Uma vez que o 6xido de etileno esteriliza os artigos médico-hospitalares sob
temperaturas que variam entre 25 °C e 75 °C, a ocorréncia de danos é menor. Esse
gas ndo é corrosivo, penetra facilmente nas embalagens e se difunde rapidamente
nas superficies dos artigos (RIBEIRO, 2006).

Neste sentido a esterilizacdo por ETO vem sendo empregada para Varios
produtos como:

I. Polimeros: Existem mais de 20 familias genéricas de materiais
poliméricos usados na fabricacdo de produtos médico-hospitalares.
Essas familias de polimeros tém formulagdo quimica diversificada e
podem reagir de forma diferente durante contato com varios agentes
quimicos, desinfetantes e esterilizantes. Enquanto um tipo de
esterilizante ou processo de esterilizacdo pode ser compativel com um
polimero especifico, outro pode agredir o polimero. De modo geral, a
probabilidade de danificar um material polimérico € maior com o
aumento da concentracdo do desinfetante/esterilizante, temperaturas
mais altas e maior tempo de exposicdo (RIBEIRO, 2006).

II. Alimentos: A esterilizacdo de produtos na &rea alimenticia tem
despertado grande interesse em estudos envolvendo a utilizagdo do
oxido de etileno como agente ativo, uma vez que a deterioracdo dos
mesmos pode ser ocasionada pela presenca de microrganismos.
Devido a evidéncias de contaminacdo microbiana em especiarias, 0
emprego do éxido de etileno tem se mostrado importante e sua eficacia
esta perfeitamente comprovada, desde que sejam definidas corretas
condicbes de concentracdo gasosa, umidade relativa, temperatura e
tempo de exposicao (OLIVEIRA, 2000).
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Hospitais: Nutricdo parenteral € solu¢do ou emulsdo, composta
basicamente de carboidratos, aminoacidos, lipidios e vitaminas; estéril
e apirogénica, acondicionada em recipiente de vidro ou plastico,
destinada a administracdo intravenosa em pacientes desnutridos ou
ndo, em regime hospitalar, ambulatorial ou domiciliar, visando a sintese
ou manutencdo dos tecidos, 6rgdos ou sistemas (MINISTERIO DA
SAUDE, 1998).

O objetivo principal da nutroterapia parenteral € tratar e prevenir
caréncias nutricionais em pacientes com faléncia intestinal, ou
naqueles que a dieta oral e/ou enteral é insuficiente para manter ou
recuperar o equilibrio do estado nutricional. A infeccdo de cateter
venoso central (CVC) é a complicacdo mais frequente e quando
diagnosticada atinge 5 a 26% das cateteriza¢gbes venosas (MACHADO,
2010).

Solucbes Parenterais de Grande Volume, SPGV, sdo medicamentos de
dose Unica, destinados as reposicfes de perdas hidricas, eletroliticas
ou energéticas e utilizados como veiculos na administracdo de
medicamentos auxiliares. Sendo as SPGV o0s medicamentos mais
consumidos e utilizados no universo farmacéutico e hospitalar, as
etapas de producdo das mesmas, e em especial da autoclavacao
terminal, devem ser rigorosamente controladas por protocolos
microbiologicamente avaliados, pois, a menor contaminagéo
microbiana ou a presenca de endotoxinas, resultante de crescimento
bacteriano pode comprometer a saude do usuario e da coletividade
(ISHII, 2006).

Colorimetria

Existem diversos métodos para analise de cor em alimentos, porém 0s mais

utilizados em laboratérios e industrias sdo a colorimetria e a espectrofotometria. A

colorimetria € a ciéncia da medida de cores que estuda e quantifica como o sistema

visual humano percebe a cor, na tentativa de especifica-la numericamente visto que

estimulos diferentes sdo percebidos de forma semelhante por observadores. Os
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colorimetros usam sensores que simulam o modo como o olho humano vé a cor e
quantificam diferencas de cor entre um padrédo e uma amostra. Utilizam para isso
sempre a mesma fonte de luz e método de iluminacéo, para que as condi¢cdes de
medida nunca mudem (CARRILHA, GUINE, 2010).

Quando uma cor é classificada com o uso de um colorimetro, ela é expressa
em termos de:

[0 Tonalidade — intervalo de longitude da onda em que se descreve a cor.

[ Brilho — é a luminosidade, faz a cor parecer mais clara.

[J Saturacdo — grau de pureza.

Na medic¢do da cor séo utilizados varios sistemas sendo que, o sistema L* a*
b* ou sistema CIELab € o0 mais amplamente utilizado, e compreende trés
coordenadas retangulares:

0 L* mede a variacdo da luminosidade entre o preto (0) e o branco (100)
corresponde ao claro e ao escuro.

[0 a* € uma das coordenadas da cromaticidade, e define a cor vermelha para
valores positivos e a cor verde para valores negativos.

O b* é a coordenada da cromaticidade, que define a cor amarela para valores
positivos e a cor azul para valores negativos (CARRILHA, GUINE, 2010).

3.8 Planejamento experimental

O planejamento experimental, também denominado delineamento
experimental, representa um conjunto de ensaios estabelecido com critérios
cientificos e estatisticos, com o objetivo de determinar a influéncia de diversas
variaveis nos resultados de um dado sistema ou processo (BUTTON, 2005).

O delineamento de experimentos tem como objetivo a determinacdo do
namero ideal de experimentos que leve a obtencao de resultados com um dado grau
de confiabilidade (BUTTON, 2005).



20

4 MATERIAIS E METODOS

O presente trabalho foi desenvolvido na empresa Clean-Up Biotecnologia,

localizada em Campo Mouréo — PR.
4.1 Planejamento experimental

Para avaliar a influencia da concentracdo dos nutrientes (TSB e glicose)
presentes no meio de cultivo do IB, bem como, do indicador de pH azul de
bromotimol, no processo de viragem do IB foram determinados 3 niveis de

concentracdo conforme apresenta a Tabela 1.

Tabela 1: Concentracdes determinadas para as variaveis.

Niveis
Fator (-1) 0) (+1)
Glicose (g/L) (A) 2,5 3,25 50
TSB (g/L) (B) 5,0 7,5 10,0
Azul de bromotimol
0,05 0,10 0,15
(9/L) (C)

Apbs selecdo dos principais componentes do meio que afetam o
desenvolvimento do microorganismo, foi feita a combinagcéo dos mesmos de acordo
com uma metodologia estatistica (Planejamento Fatorial), que permite o
planejamento dos experimentos. Desta forma, os efeitos de varios componentes
podem ser determinados simultaneamente, com um namero relativamente pequeno
de experimentos. O Planejamento Fatorial de experimentos baseia-se no estudo de
dois parametros do processo. Sao eles os “fatores” e os “niveis”. Fatores sdo as
variaveis estudadas e, no presente trabalho estas variaveis sdo a proteina (TSB), a
glicose e o azul de bromotimol. Ja os niveis séo as diferentes condigbes estudadas
para cada fator. Geralmente séao utilizados niveis superiores (+1), inferiores (-1) e
centrais (0) (PEREIRA, BOM, FERRARA, 2008).

Assim, a partir da Tabela 1 que define os fatores e seus niveis, obteve-se um
planejamento experimental de Box-Behnken para as 3 variaveis; o modelo avalia o

efeito de cada variavel independente para uma resposta. A Tabela 2 apresenta o



21

planejamento experimental proposto. As respostas obtidas a partir de cada
experimento foram o tempo de viragem e a intensidade da cor amarela resultante da

viragem.

Tabela 2: Planejamento experimental de Box-Behnken para as 03 variaveis

apresentadas na Tabela 1.

Composicéo do meio de cultura
Ensaio Glicose TSB Azul de bromotimol

1 -1 -1 0
2 1 -1 0
3 -1 1 0
4 1 1 0
5 -1 0 -1
6 1 0 -1
7 -1 0 1
8 1 0 1
9 0 -1 -1
10 0 1 -1
11 0 -1 1
12 0 1 1
13 0 0 0
14 0 0 0
15 0 0 0

Para tanto foi utilizado o Statistica (data analysis software system), version
7.1. Os resultados estdo apresentados a seguir em Tabelas e graficos de superficie
de resposta. O efeito de cada fator e das suas interagdes foi obtido com ANOVA
(95% e 99%).

A analise de variancia permitiu verificar se os principais efeitos dos fatores e
das interacbes foram significativos. Esta andlise também foi utilizada para avaliar
numericamente a qualidade de ajuste do modelo obtido a partir dos dados
experimentais. O maior valor possivel de R? (coeficiente de determinacéo) é 1,0 e s6
ocorrerad se ndo houver residuo algum e, portanto, se toda a variagdo em torno da
média for explicada pela regressdo. Melhor sera o ajuste do modelo aos dados

observados quanto mais perto de 1,0 estiver o valor de R?.
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4.2 Preparacédo dos IB de acordo com o planejamento experimental
proposto.

Para cada ensaio foi produzido 1 litro do meio de cultura desejado conforme
as combinacbes apresentadas na Tabela 2. Os componentes do meio foram
pesados em balanca analitica AL 500C com 3 casas decimais e homogeneizados
em 1 litro de agua destilada em agitador magnético durante 30 min, com auxilio do
pHmetro corrigiu-se o pH para 6,7 adicionando acido cloridrico 0,1 N (HCI), apés
homogeneizagdo durante 15 min, os meios de cultura foram esterilizados em
autoclave Cristéfoli HE 3000 & 1.0 kgf/cm?, 121°C por 8 min.

Em fluxo laminar estéril, as ampolas testes de IB foram montadas em
triplicata. Tiras de papel contendo 1,5 x 10° UFC de esporos de Bacillus atrophaeus
(NAMSA, Lote: N30800) foram colocadas dentro de ampolas plasticas estéreis com
auxilio de uma pinga estéril, logo apos adicionou-se 1,0 mL do meio de cultura
utilizando micropipeta automatica, entdo os IB foram fechados com uma tampa

contendo um filtro de papel estéril.

4.3 Teste de viragem

Logo apds serem montados, os IB foram identificados e incubados a
temperatura de 35°C a 39°C em incubadora Cristéfoli modelo Clean-Test para o
teste de viragem, ou seja, a observacdo da mudanca de cor (verde para amarelo)
monitorando-os a cada 30 minutos e anotando o tempo de viragem; tempo

necessario para que o meio de cultura passasse de verde para amarelo.

4.4 Analise colorimétrica

Apos 48h de incubagéo, o meio de cultura dos IB foram avaliados em relagéo
a intensidade de cor ap0s a viragem. Para tanto, foram retiradas aliquotas de 0,6 mL
das ampolas testes e adicionados 0,5 mL de agua destilada, entdo o meio diluido foi

transferido para o porta amostra do colorimetro Mini Scan EZ e feita a leitura.
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Para cada experimento foi realizado também a analise colorimétrica do meio
de cultura preparado (verde) antes de este entrar em contato com a tira de papel

contendo os MO.



5 RESULTADOS

24

Os resultados de cor e tempo de viragem, obtidos apods a realizagdo dos

experimentos propostos pelo planejamento experimental sdo apresentados na

Tabela 3.

Tabela 3: Resultados de cor (antes e ap6s viragem) e tempo de viragem.

Cor do meio de cultura antes da Cor do meio de cultura ap0s a Tempo
Ensaios viragem viragem (48h) (Média das
(Média das triplicatas). triplicatas).
L* a* (verde | b* (azul L* a* (verde b* (azul Horas
(luminosidade) para para (luminosidade) para para
vermelho) | amarelo) vermelho) | amarelo)
1 78,37 - 4,52 14,90 81,85 - 3,31 18,69 18:00
2 79,51 - 4,65 15,20 80,50 - 3,15 27,02 17:30
3 78,67 - 4,57 15,09 81,20 - 3,18 27,76 19:00
4 77,89 - 4,33 14,86 82,93 - 3,52 28,88 23:00
5 79,80 - 3,10 16,41 84,41 -2,52 21,35 18:30
6 78,05 -2,90 16,05 83,19 - 3,18 26,93 21:30
7 75,30 - 5,92 14,78 81,28 -2,84 20,43 18:30
8 76,00 - 5,80 14,50 81,40 - 3,65 29,55 22:00
9 78,79 -2,94 16,22 82,23 -341 22,25 18:00
10 79,40 - 2,80 16,32 83,47 - 3,06 27,82 21:00
11 74,59 - 6,20 14,38 81,44 -2,80 21,99 18:00
12 76,06 - 5,67 13,95 81,10 - 3,26 29,38 21:30
13 77,90 - 4,29 15,29 81,25 - 3,49 28,11 19:30
14 77,20 - 4,38 15,31 80,41 -341 29,47 19:30
15 78,34 -4,22 15,17 80,89 -3,31 29,09 20:00
Média 77,72 -4,42 15,23 81,82 -3,21 25,91 19:42
Desvio 1,58 1,13 0,74 1,27 0,37 3,81 1,72

Analisando a Tabela 3, apds as 48h dos testes incubados, podemos observar

que h& uma variacdo na coloracdo do meio, com maior intensidade nos valores de

b* comparando o inicial com o final, também vemos que possui desvio padrdo maior

gue 0s outros parametros L* e a*, mostrando que as combinacdes entre diferentes

concentracbes do meio de cultura alteram a cor da viragem do IB ja que esses
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valores de b* representam a tonalidade da cor amarela do meio. Isto ja era
esperado, pois o valor de b* mostra a escala de coloracédo de azul para amarelo, e
como o0 meio de cultura tende a ficar amarelo apds a viragem esperava-se maiores
valores para b*.

O tempo final de viragem, ou seja, o tempo gasto para que o Bacillus
atrophaeus germine e produza uma quantidade suficiente de acido para diminuir o
pH do meio e este mudar de verde para amarelo, também é alterado em funcdo da
combinacgéo das variaveis do meio de cultura, conforme mostra a Tabela 3.

Analisou-se a seguir os valores de b* e o tempo de viragem do IB, em fungao

das variagOes das concentragbes do meio de cultura.

5.1 Analise dos resultados referentes a intensidade da cor de viragem
(valor de b*).

Para analisar a influencia da concentracdo dos compostos do meio bem como
da combinacéo destes na intensidade do amarelo (cor de viragem), foram avaliados
os resultados referentes ao parametro b* obtido da andlise de colorimetria apds 48h
apresentados na Tabela 3.

A Tabela 4 apresenta a analise de variancia relativa aos valores de b*.

Tabela 4: ANOVA para os valores de b*

ANOVA b*

SQ (soma  GL (grau am

dos de (quadrado

Fonte quadrados) liberdade) ~ mMédio) Teste F F(5%) Valorp
Regressado 196,9668 8 24,6208 25,5785 14,1468  0,0004
Residuo 5,7754 6 0,9626
Falta de ajuste  4,7931 4 1,1983 2,4397 19,2468 00,3112
Erro puro 0,9823 2 0,4911
Total 202,7421 14
R? ajustado 0,93

A partir dos valores de p para a regressao, o qual deve ser menor que 0,05 e,
falta de ajuste, que deve ser maior que 0,05, observa-se que existe diferenca
significativa com confianca de 95% entre os ensaios realizados e o ajuste R? esta

conforme. Baseando-se nisso, os resultados da ANOVA apresentados na Tabela 4,
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indicam que o modelo polinomial obtido para o parédmetro b* (intensidade do
amarelo) tem alto coeficiente de determinacéo (R?= 0,93), sugerindo um bom ajuste
com o modelo obtido.

Assim temos a equacao 1 para o valor de b*:
b*= 25,17 + 3,01 A+ 1,02 A*+ 2,98 B + 0,62 B>+ 0,36 C + 1,14 C>*- 1,80 AB + 0,89
AC Q)

A Figura 1 apresenta uma comparacao entre os resultados encontrados e 0s

previstos pela equacao 1.

Previsto

16 18 20 22 24 26 28 30 32
Observado

Figura 1: Comparacéo entre os resultados previstos pela equacéo e os resultados

encontrados experimentalmente para os valores de b* (Previsto/observado).

Analisando a Figura 1 observa-se boa proximidade entre os resultados
encontrados experimentalmente e o0s previstos pela equagcao 1, confirmando a
sugestéo de que houve um bom ajuste para o parametro b* analisado.

As Figuras 2, 3 e 4 apresentam as curvas de niveis que permitem avaliar a

influéncia das variaveis no resultado do parametro b*.
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Figura 2: Curvas de niveis Glicose X TSB para o valor de b*.
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Figura 3: Curvas de niveis Glicose X azul de bromotimol para o valor de b*.
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Figura 4: Curvas de niveis TSB X azul de bromotimol para o valor de b*.

Analisando as Figuras 3 e 4 observa-se que sao indicadas concentracdes
intermediarias do azul de bromotimol para obter valores mais elevevados no
parametro b*. Sabemos que o azul de bromotimol é responsavel pela cor do meio,
sendo que, em pH proximo ao valor 7, o meio adquiri a coloragéo verde e com o pH
proximo a 6, o meio torna-se amarelo. Para que estas coloracfes sejam
evidenciadas, vemos entdo, que sao indicadas concentracdes intermediarias.

SELLA (2008), relata que quantidades elevadas de azul de bromotimol em
seu trabalho para producdo de esporos de Bacillus atrophaeus inibiram o
crescimento em 100%.

Na Figura 2, observou-se que para as variaveis glicose e TSB, sdao
necessarias concentracdes entre intermediarias e altas. Essas variaveis sao mais
importantes, pois sdo os nutrientes utilizados pelo Bacillus atrophaeus para a sua
germinacdo e consequentemente a producdo dos &cidos, fundamental para a
mudanca da coloragéo do IB. S&o os acidos produzidos que reduzem o pH a niveis
em que o azul de bromotimol passe a apresentar uma coloragdo amarelada e nao
mais esverdeada.

A producdo de &cido por Bacillus tem sido reportada por Nobre e

colaboradores (2007) que destacam que a bactéria B. subtilis ativa ou tratada por
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irradiacdo também se destacou na producdo de acidos, apresentando
concentracdes de acidez total e volateis intermediarias.

Santos (2011), também relata que bactérias dos géneros Bacillus possuem a
capacidade de producdo de acidos resultantes do metabolismo para a germinacao,
tais como acido acético e acido lactico.

Em relacdo ao processo de germinacdo a literatura apresenta que, apos o
procedimento de inoculacéo, a célula desenvolve seu metabolismo, a fim de produzir
energia para suportar suas reacdes biossintéticas e de manutencdo energética. As
moléculas-combustiveis (carboidratos, lipidios, proteinas) utilizadas pela célula
contém elevado nivel de energia quimica, devido ao seu alto grau de ordem
estrutural; sendo que os carboidratos séo as principais fontes de carbono e energia
para 0s microrganismos, e a glicose a mais facil e amplamente utilizada, seguida por
frutose, manose e galactose (PEREIRA, BOM, FERRARA, 2008).

Assim pode-se dizer que a glicose é fundamental para a reproducdo do
Bacillus atrophaeus, vemos nas figuras 2 e 3 que para obtermos um valor proximo
de 30 para o valor de b*, cuja cromaticidade esta ligada a cor amarela, no gréafico
representada pela cor vermelho escuro, sdo necessérias quantidades mais elevadas
de glicose para que haja uma coloracdo ideal, concordando com a literatura
estudada.

O Bacillus atrophaeus metaboliza as proteinas e carboidratos presentes no
TSB, que também resultam na producdo do acido. As proteinas e os carboidratos
sdo necessérias tanto para a reducao do pH, quanto para a manutencdo do mesmo,
pois apos a viragem do IB, ele deve permanecer com a cor amarela, até completar o
ciclo de 48 horas apos a incubacdo, atendendo assim a norma vigente para
indicadores bioldgicos a oxido de etileno (ISO — 11138 — 2, 2006).

Os acidos sao volateis, e a incubacgdo do IB aumenta a volatilidade por ficar
exposto a temperatura préxima aos 37°C, sendo necessario que os nutrientes ali
presentes estejam em quantidades suficientes para manter o pH na faixa de 6,0
durante as 48h, caso contrario pode ocorrer como no ensaio 01, que aconteceu a
mudanca de cor para amarelo mas, e antes do tempo determinado (48h) voltou para
cor verde por ndo haver mais nutrientes para a producdo do acido. Podemos

observar na Figura 5 a mudanca de cor do IB antes das 48h pela evaporacao do
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acido, observa-se que o meio de cultura na parte superior estd amarelo enquanto

embaixo esta ficando verde.

Figura 5: IB com mudanca de coloragdo pela evaporacdo do &cido e falta de

nutrientes antes das 48h.

5.2 Anélise dos resutados referentes ao tempo de viragem do IB

A Tabela 5 apresenta a analise de variancia dos resultados referentes ao
tempo de viragem do IB.

Tabela 5: ANOVA para valores do tempo de viragem

ANOVA

SQ (soma  GL (grau av

dos de (quadrado

Fonte quadrados) liberdade) médio) Teste F F(5%) Valorp
Regressao 39,9433 6 6,6572 36,5597 3,5806 0,00002
Residuo 1,4567 8 0,1821
Falta de ajuste  1,2901 6 0,2150 2,5801 19,3295 0,3055
Erro puro 0,1667 2 0,0833
Total 41,4000 14
R? ajustado 0,94

A partir dos valores de p para a regressao, o qual deve ser menor que 0,05 e,
falta de ajuste, que deve ser maior que 0,05, observou-se que existe diferenca
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significativa com confianca de 95% entre os ensaios realizados e o ajuste R? esta
conforme. Baseando-se nisso, os resultados da ANOVA apresentados na Tabela 5,
indicam que o modelo polinomial obtido para o tempo de viragem tem alto
coeficiente de determinacgéo (R* = 0,94), sugerindo um bom ajuste com o modelo
obtido.

Tempo=19,69 + 1,25 A+ 1,63 B + 0,20 B>+ 0,13C—-0,17C*+1,13AB (2)

A Figura 6 apresenta a comparacao entre os valores previstos pela equacao 2

e 0S observados experimentalmente.

24

23 ¢

22 ¢

21 ¢
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20 ¢

19
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Figura 6: Comparacdo entre os resultados previstos pela equacéo e, os resultados
encontrados experimentalmente para os valores do tempo de viragem em horas
(Previsto/observado).

Analisando a Figura 6, observa-se a proximidade entre os resultados
encontrados experimentalmente e os previstos pela equacao 2, concordando com
posi¢cdo de que houve um bom ajuste para o parametro dos valores do tempo de
viragem do IB.

As Figuras 7, 8 e 9, apresentam as curvas de niveis que permitem avaliar a

influéncia das variaveis no resultado do tempo de viragem.
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Figura 7: Curvas de niveis Glicose X TSB para o tempo de viragem do IB.
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Figura 8: Curvas de niveis Glicose X Azul de bromotimol para o tempo de viragem do
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Figura 9: Curvas de niveis TSB X Azul de bromotimol para o tempo de viragem do IB.

Observou-se que para o tempo de viragem do indicador biolégico ser
otimizado (ser menor), as concentracbes de glicose e de azul de bromotimol
testadas influenciaram muito pouco nos resultados obtidos, observa-se na Figura 8
gue se adicionarmos quantidades elevadas dos mesmos, obteve-se um tempo de
viragem maior mas o aumento nao € significativo, e por outro lado, niveis baixos de
azul de bromotimol séo satisfatorios, pois este ndo participa do desenvolvimento no
microorganismo, mas como ja apresentado pela literatura altas concentracfes
atrapalham a velocidade de germinacdo do microorganismo, consequentemente a
velocidade da reacdo de producdo de acido e o tempo de viragem. Comparadas
com o TSB, essas variaveis ndo modificam expressivavente o tempo de viragem do
IB.

As Figuras 7 e 9 mostram que, quanto maior a concentracdo de TSB no meio,
maior também é o tempo de viragem do IB, tendendo a um tempo elevado o que nao
€ interessante.

Alguns trabalhos mostram o uso de baixas concentragéo de proteinas (TSB).

Quevedo e colaboradores (1999) que compararam dois meios de cultura para
B. subtilis nos quais, um meio convencional de peptona e outro com hidrolisado

proteico de Chlorella vulgaris como alternativo, ambos com concentracfes de 1%,
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2%, e 3%, sendo que apresentaram melhor rendimento os meios contendo 3% de
peptona e também 3% de hidrolisado proteico de Chlorella vulgaris.

Porém vale salientar que a glicose, como fonte de energia facil para o Bacillus
atrophaeus metabolizar, e a fonte mais rdpida para 0 mesmo desenvolver-se, deve
ser utilizada em quantidades mais elevada, pois a glicose seria o “starter’, a
propulsora da germinacéo e portanto, tornando-a mais rapida.

Foester (1983) mostra que a glicose é o aclUcar mais efetivo para a
estimulacao da germinacao.

Assim, o TSB com elevadas concentracdes, diminui a velocidade da reacéo e
concentragbes menores de TSB conforme indicado nas Figuras 7 e 9, oferecem

resultados mais satisfatérios para o tempo de viragem do IB.

53 Meio de cultura ideal

A Figura 10 apresenta a andlise conjunta dos resultados para obtencédo do

meio de cultura ideal, ou seja, melhor coloracdo e menor tempo de viragem.
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Figura 10: Analise do valor de b* e do tempo de viragem para obtencdo das
concentragcdes e combinagfes ideais dos fatores analisados (TSB, glicose e azul de

bromotimol).

Observa-se pela figura 10 que, para obter um indicador com uma coloracao
mais intensa (valor de b* maior), deve-se empregar a glicose no maximo, TSB e azul
intermediariamente. JA4 para um menor tempo final de viragem, observa-se a
necessidade de quantidades mais baixas para o TSB; enquanto que a glicose e 0
azul de bromotimol néo interferirem significativamente no tempo de viragem do IB.
Portanto, pode-se sugerir que, para se obter melhores resultados para intensidade
de cor de viragem e tempo de viragem, a combinacdo ideal verificada é
concentracbes mais elevadas para glicose; baixas concentracbes para TSB e
concentracdo intermedidria para o azul de bromotimol, dentre as combinacbes e

concentracdes avaliadas neste trabalho.
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6 CONCLUSAO

Através dos experimentos pode-se observar que as variaveis estudadas
realmente s&o capazes de afetar a cor de viragem e o tempo de viragem dos 1B
dependendo da concentracdo em que sédo utilizadas.

Sendo assim € possivel otimizar a resposta do IB ao teste de viragem
empregando concentragdes adequadas de glicose, TSB e azul de bromotimol.

Apos a realizagdo dos experimentos com as diferentes concentragbes das
variaveis, pode-se concluir que, para um melhor desempenho do indicador biolégico
utilizado no monitoramento da esterilizacdo a oxido de etileno, o meio de cultura
deve ser composto de 5g/L de glicose, 5g/L de TSB e 0,10g/L de azul de
bromotimol.

Essas concentracdes definidas como ideais, foram estudadas no experimento
02 do planejamento experimental, onde se verifica que os resultados esperados,
estdo muito proximos aos encontrados, 17:30h para ocorrer a viragem do IB (verde
para amarelo) e obter um valor de b* 27,02, mantendo a coloracdo amarela até

completar as 48 horas de incubacéo.
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