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RESUMO

Na primeira parte deste projeto, desenvolvida por Waki et al. (2011), foi
constatado que para submeter a mesma intensidade de esterilizacdo em diferentes
volumes de meio de cultura seria necessario diferentes binbmios de
tempo/temperatura. Este estudo determinou o valor do tempo extra de esterilizagédo
em fungdo do volume esterilizado para proporcionar a letalidade equivalente ao
processamento térmico padrdo de 121C/15 min. A continuidade propds avaliar o
efeito da esterilizagdo padrao de 121C/15min em di ferentes volumes do mesmo meio.
Esta avaliacdo constou de: (1) estimar a redugdo decimal do microrganismo
Geobacillus stearothermophilus, que € um indicador biolégico de processos de
esterilizacdo a vapor; (2) estimar o grau de cozimento ocasionado pela esterilizacdo
padrdo nestes diferentes volumes com obijetivo de relaciona-lo a perda e degradacao
de nutrientes e (3) avaliar o efeito desta perda no crescimento do microrganismo a ser
incubado neste meio. A parte experimental consistiu em ensaios de esterilizacdo
padrdo (121C/15min) do meio de cultura Lactobacilli MRS Broth acondicionado em
diferentes volumes (tubos de ensaios de 10mL e shotts de 250, 500 e 2000 mL)
seguida da inoculacdo do microrganismo L. acidophilus. O crescimento deste
microrganismo no meio teste foi avaliado pela leitura da densidade 6tica (OD) do meio
de cultivo em espectrofotometro com comprimento de onda de 550nm. Os resultados
comprovaram que a esterilizacdo de diferentes volumes do meio de cultura nédo

influenciou o crescimento do microrganismo indicador.
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ABSTRACT

In the first part of this project developed by Waki et al. (2011), was found that to
submit to the same intensity of sterilization in different volumes of culture media would
require different binomials of time / temperature. This study determined the amount of
extra time sterilization based on the sterilized volume to provide a thermal process
lethality equivalent to the standard 121 ° C/15 min. The continuity was to investigate
the effect of sterilization standard 121 °C/15min different volumes of the same media.
This evaluation consisted of: (1) estimate the decimal reduction of the microorganism
Geobacillus stearothermophilus, which is a biological indicator for steam sterilization
processes, (2) estimate the degree of cooking caused by sterilization standard in these
different volumes in order to relate so the loss and degradation of nutrients and (3)
evaluate the effect of this loss in growth of the microorganism to be incubated in this
media. The experimental tests was to standard sterilization (121 ° C/15min) of the
culture medium Lactobacilli MRS Broth stored in different volumes (10 mL test tubes
and Shotts 250, 500 and 2000 mL) followed by inoculation of the microorganism L.
acidophilus. The growth of this micro-organism in the middle test was evaluated by
reading the optical density (OD) of culture medium in a spectrophotometer with a
wavelength of 550nm. The results proved that sterilization of different volumes of the

culture medium did not affect the growth of the microorganism indicator.

INTRODUCAO

Usualmente, em praticas laboratoriais, adota-se um mesmo procedimento para
autoclavagem de meios de cultura independente de seu volume e do formato do
recipiente em que se encontra. Este procedimento-padréo consiste em autoclavar os
meios de cultura por 15 minutos a partir do momento em que a autoclave atinge 121C
(Howie, 1959). Por esse procedimento, ndo h& garantia de que meios de cultura com
diferentes volumes sejam submetidos as mesmas condi¢bes de esterilizacdo, visto
que o tempo de aquecimento varia de acordo com o volume de cada meio.

Dentro desse contexto, iniciou-se um estudo para averiguar o procedimento
padrdo em diferentes situacbes de autoclavagem, realizadas em autoclave de
laboratério vertical carregada com diferentes recipientes contendo meio de cultura
composto por glicose e extrato de levedura (Waki et al., 2011). Neste estudo foram
realizados varios tratamentos térmicos e avaliou-se a desaeracao da autoclave vazia e
carregada e também o perfil de temperatura no meio de cultura contido nos frascos.

Também foi feito o célculo do valor da letalidade (Fo) de cada frasco, utilizando os
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parametros D e Z do Clostridium botulinum. Confirmou-se que 0 comportamento da
temperatura € distinto para cada volume de meio, bem como o valor do F,. Este
resultado indica, portanto, que também podem ocorrer efeitos distintos no meio, em
relacdo aos danos na sua composi¢ao nutricional.

Na pratica laboratorial a utilizacdo de indicadores bioldégicos comerciais como:
Clean-test (Biotecnologia, 2011); Sterikon (Chemicals, 2001), CL1218 (Products,
2011), (3M, 2011) é o procedimento usual para averiguar a eficiéncia da esterilizacao
em autoclaves operadas a vapor. Estes indicadores contém um meio que é inoculado
com contagens em torno de 10° do microrganismo Geobacillus stearothermophilus e a
eficiéncia é comprovada pela ndo alteracdo do indicador apos a esterilizagdo de um
periodo de encubacdo indicado pelo fabricante. A utilizacdo destes indicadores,
porém, ndo avalia o excesso de esterilizacdo que este meio pode ter sido submetido e
as consequéncias deste excesso na degradacdo de seus nutrientes.

A degradacdo de muitas vitaminas, compostos aromaticos e pigmentos pela
temperatura seguem uma reacdo de primeira ordem, similar a destruicdo microbiana.
Em geral os valores de D e Z nestes casos sao mais altos do que em microrganismos
e enzimas. Assim sendo, as propriedades sensoriais sdo mais retidas utilizando
temperaturas mais altas por um curto tempo. Assim, para um processo ser adequado
tanto no ambito de prover a esterilidade como manter a qualidade nutricional, a
definicdo de seu tempo e temperatura deve levar em consideracdo todas as reacdes
de destruicdo envolvidas no produto. A abordagem feita por Quast (1976) avalia os
célculos da intensidade de esterilizacdo, escurecimento e de cozimento de alimentos
em diferentes bindbmios de tratamento térmico que causam a mesma intensidade de
esterilizacdo. O cozimento do produto é inerente ao processamento e, para avaliar a
extensdo deste efeito durante os processos, € importante o conhecimento do fator de
cozimento do produto (Fc;) que é calculado analogamente ao valor de Fy, utilizando-se
valores de D e Z de cozimento. Na literatura o F¢, é calculado geralmente com a
temperatura de referéncia de 100 °C e a constante de resisténcia térmica de
cozimento (Z) de 25 ou 33 °C (Quast, 1976), (Loey et al., 1994) (Berto & Vitali, 2008).

Além da degradagdo de nutrientes, o processo térmico também desencadeia
reacfes quimicas que causam o escurecimento do produto, denominadas de reagfes
de Maillard. A reacdo de Maillard sofre uma influéncia decisiva da temperatura, sendo
intensa a 150 °C, rgpida a 100 °C e lenta a 37 °C e a 0 °C. Além do escurecimento
ocorre a degradacdo dos aminoacidos com perda de proteinas utilizaveis pelo homem

e ha formacéo de compostos volateis responsaveis pelo odor caracteristico do produto
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que provém de uma parte do processo denominada degradacao de Strecker (Nitzke &
Biedrzycki, 2011). Devido a estas caracteristicas e condicdes em que estas reacdes
ocorrem constata-se uma relacdo direta com o desencadeamento das mesmas em
processos de esterilizacdo de meios de cultura, devido a composicdo rica em
nutrientes destes meios aliadas a temperatura proporcionada pelo processo.

Dentro deste contexto, este projeto visou a continuidade do estudo de Waki et
al. (2011) e teve como primeiro objetivo avaliar o efeito da esterilizacdo padrdo
(121%C/15 min.) nas redugdes do microrganismo Geobacillus stearothermophilus e no
grau de cozimento deste meio de cultura, utilizando os proprios dados de tempo
temperatura obtidos neste trabalho anterior. A segunda parte do projeto foi
experimental e constou em esterilizar diferentes volumes do meio de cultura
Lactobacilli MRS Broth por 121C/15min e posteriorm ente inocular no mesmo o
microrganismo L. acidophilus. Este procedimento visou avaliar a influéncia de um
mesmo tratamento térmico no crescimento de um microrganismo incubado em um
meio de cultura que foi esterilizado em diferentes volumes. Esta proposta é
fundamentada na hip6tese que o mesmo tratamento térmico aplicado em um meio de
cultura acondicionado em volumes pequenos (ex: 10 mL) afeta mais em sua
degradacéo nutricional do que quando o mesmo é acondicionado em volumes maiores
(ex: 2L).

MATERIAL E METODOS

Célculo de F e n para Geobacillus stearothermophilus e do fator de cozimento
utilizando dados de Waki et al (2011)

Visando avaliar a eficiéncia dos ensaios de esterilizagdo utilizou-se os dados
experimentais de Waki et al (2011) do ensaio final para calcular o valor de letalidade
do F e o nimero de redu¢des decimais do Geobacilus stearothermophilus ATCC 7953,
utilizando a temperatura de referéncia de 121<C e valores de D e Z de 2 minutos e
7,7C respectivamente, especificados pelo Clean-test (Biotecnologia, 2011). Neste
teste final frascos de 10, 250, 500 e 2000 mL foram submetidos a um mesmo
tratamento térmico de 121C/26 minutos, bindmio de tempo/temperatura necessario
para que o volume de 2000 mL permanecesse a 121<C, por 15 minutos.

Utilizando estes dados foi calculado o fator de cozimento (F.,) de cada
processo, utilizando a temperatura de referéncia de 100C e valor de Z de 25T
(Quast, 1976, Berto & Vitali, 2008) e a letalidade F,, com Z=10C e D=0,211 min
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(Stumbo, 1973). O célculo do F¢, visou subsidiar a avaliacdo do produto quanto as
mudancas de cozimento sofrido pelo mesmo durante a esterilizacdo, que pode

acarretar a perda e degradacao de nutrientes do meio.

Avaliagdo do crescimento do L. acidophilus nos meios de cultura

esterilizado em diferentes volumes

O microrganismo indicador utilizado foi o Lactobacillus acidophilus, que
apresenta maiores exigéncias nutricionais, comparada a outros microrganismos de
origem alimentar. O meio de cultura avaliado foi o Lactobacilli MRS Broth. Este meio &
composto por peptona (109); extrato de carne (8g), extrato de levedura (4g), glicose
(20g), sorbitano monooleato (1g), fosfato dipotassico (K.HPO,) (2g), acetato de sédio.
3H,O (59), citrato de amobnia (2g), sulfato de magnésio.7H,O (0,2g), sulfato de
manganés.4H,0 (0,05g) e agua destilada. Seu pH é de 6,2 + 0,2 ap6s 121 °C/ 15 min
(Silva et al.,, 1997). O meio foi preparado nos seguintes volumes: 10, 200, 400 e
1800ml.

Esterilizacdo do meio de cultura: O processo de esterilizagdo foi realizado na

mesma autoclave utilizada por Waki et al (2011), uma autoclave de laborat6rio vertical
marca Phoenix modelo AV 75. Durante a operagdo as resisténcias elétricas da
autoclave foram mantidas inundadas em 4gua e a formacdo do vapor utilizado na
esterilizacdo ocorreu pela ebulicdo desta agua. O volume estipulado foi de 16 Litros,
mesmo utilizado por Waki et al (2011), que corresponde ao nivel madximo da dgua com
a base do cesto inferior da autoclave. Utilizou-se como meta aplicar o binbmio padréo
de 121,1C/15 minutos. O controle de temperatura desta autoclave se faz
indiretamente através do controle de pressao do vaso conforme funciona a maioria das
autoclaves verticais de laboratério. Baseado nesta relacdo de temperatura e pressao
de vapor saturado (Lei de Antoine), para cada pressdo de vapor puro existe uma
temperatura correspondente a esta pressao. A correspondéncia entre a temperatura e
a pressao de autoclave no final da etapa de desaeracéo e durante o processo indicam
a adequada expulsdo do ar durante a etapa de desaeracdo. ApOs alguns ensaios
prévios na autoclave, com acompanhamento de sua temperatura interna realizada
pelo aquisitor de dados Modelo E-Val Flex M16 (Serial n°® 14631 de 16 canais e 0
software E-ValSuite Pro 2.8.5.0v ELLAB A/S, Krondalvej 9, DK-2610, Roedovre), a
operacdo da autoclave foi definida e seguiu as seguintes etapas: (1) fechamento da
autoclave com os frascos e abertura total da valvula de desaeracdo, ligacdo da

resisténcia no “maximo”; (2) Espera de 2 minutos apos inicio da saida de vapor da
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autoclave para finalizacdo da desaeracdo da autoclave; (3) fechamento da valvula de
desaeracdo para pressurizacdo da autoclave até a presséo de 1,3 bar, correspondente
a 121,1C; (4) espera de 2 minutos para as temperaturas da autoclave atingirem
121,1C; (5) posicionamento do seletor de poténcia de resisténcia para “médio” e
contagem do tempo de 15 minutos; (6) desligamento da resisténcia e espera até a
pressdo da autoclave atingir 0 bar manométrico; (7) abertura da valvula de desaeracao
e espera de no minimo 1 hora para resfriamento dos frascos; (8) abertura da
autoclave.

Os frascos contendo meio de cultura foram esterilizados conforme
procedimento descrito anteriormente. Devido & contaminacdo do meio ndo havia
possibilidade de acompanhar a temperatura no interior dos frascos, portanto, este
acompanhamento foi realizado com os mesmos frascos preenchidos com agua. Os
sensores foram posicionados no eixo central a 1/3 da altura do liquido, medida a partir
da base do frasco, que é a referéncia para o ponto de aquecimento mais lento de
produtos convectivos como o meio de cultura e a agua. Os perfis de temperatura
obtidos destes ensaios foram utilizados para calcular os valores de Fy, Fc,, Fgn ©
considerou-se que pela similar fluidez, o meio esterilizado nestas mesmas condi¢cdes

sofreu 0 mesmo efeito da agua.

Preparo_do Indculo: Para reativagdo, a cepa foi transferida para tubos de caldo

Lactobacilli MRS Broth, com incubacdo a 37°C/24h. Em seguida, foram realizadas

diluicdes decimais em agua peptonada 0,1% para obtenc&o de in6culo a 10* UFC/L.

Determinacdo da Curva de Crescimento: Apés a reativagdo, foram inoculados 50uL da

cultura do microrganismo indicador em cada tubo de ensaio contendo 5 mL de meio de
cultura Lactobacilli MRS Broth proveniente dos frascos de meios esterilizados em
diferentes volumes e, em seguida os tubos foram incubados a 37°C. O crescimento
microbiano foi determinado através de leitura da densidade 6tica do meio de cultivo,
realizada em espectrofotbmetro, com comprimento de onda de 550nm. As leituras
foram realizadas apds 16, 18, 20, 24, 40, 44 e 64 horas. Os ensaios foram realizados

em triplicata.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Célculo F e n para Geobacillus stearothermophilus e do fator de cozimento
utilizando dados de Waki et al (2011)

Utilizando os dados fornecidos por Waki et al (2011), foram realizados os
calculos das letalidades do Geobacillus stearothermophilus ATCC 7953 (Fgp) € do
Clostridium botulinum (Fo) e os respectivos numeros de redug¢des decimais (ng, € n)
os valores do fator de cozimento (F.,) considerando todo o processo (aquecimento e
resfriamento). Os resultados sdo apresentados na Tabela 1, juntamente com os dados
de degradacéo de glicose e Fq publicados por Waki et all (2011). Destaca-se que neste
trabalho, o Fy publicado foi calculado apenas com a curva de aguecimento, mas a
determinacdo da degradacédo de glicose foi realizada apds o resfriamento.

TABELA 1. Valores de Fg, (letalidade do G. stearothermophilus - min), nGb (nimero
de reducgdes de G. stearothermophilus) Fy (min), n (nGmero de redugdes de C. botulinum), Fc,
(fator de cozimento - min), degradacéo de glicose (%) e Fy publicado em Waki et all. (2011) em

frascos de 10, 500 e 2000 mL

Frascos Frascos Frascos
10 mL 500 mL 2000 mL
FGb (min) 42,4 38,1 31,2
nGb (-) 21,2 19,1 15,6
Fo (min) 45,0 41,4 34,8
nFo(-) 213,2 196,2 164,9
Fcz (min) 4549 4527 418,7
Degradacéao glicose (Waki et al, 2011),% 17,7 8,8 5,4
Fo do aquecimento (Waki et al, 2011), min 40,5 34,1 28,6

Analisando a Tabela 1, algumas observacgfes importantes séo pertinentes:

» Os resultados de Fy; mudam consideravelmente quando o calculo € feito
considerando também a letalidade do resfriamento (F, do aquecimento x Fy). Este fato
pode afetar na correlacdo apresentada de degradacao de glicose do F, publicado, ja
gue a analise de glicose refere-se ao produto apos o final do processo inteiro, e ndo
somente da parte considerada para o calculo do F, apresentado. Assim, a correlacdo
deveria ter sido realizada com o F, do processo inteiro;

Em relacdo a letalidade calculada para o Geobacilus stearothermophilus (Fgp),
0 processo aplicado é suficiente para que seja atingida a reducdo de 6 ciclos
logaritmicos, presente nos indicadores bioldgicos (ngy). Esta reducao variou de 16,6
ciclos nos frascos de 2000 mL para 21,9 ciclos para os tubos de ensaio;

* Em relacéo ao fator de cozimento (F.,) constata-se um pequeno decréscimo
do valor com aumento do volume, mas os valores finais ficam na mesma ordem de

grandeza. A diferenca do maior efeito do processamento no menor volume que
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aguece mais rapidamente € compensada pelo maior tempo que o produto de 2000 mL

demora a resfriar.

Avaliagéo do crescimento de L. acidophilus nos meios de cultura esterilizado em

diferentes volumes

. Calculo dos parametros térmicos: Fcz, F , e FGb no processo padréo

Utilizando os registros da temperatura da autoclave (inferior e superior do
cesto) e interna dos frascos de 10, 250, 500 e 2000 mL do processo aplicado de
esterilizacdo padrdo, foram realizados os calculos das letalidades do Geobacillus
stearothermophilus ATCC 7953 (Fg,) e do Clostridium botulinum (Fo) e respectivos
numeros de redugBes decimais (ngp, € n) e os valores do fator de cozimento (F.;). Os
resultados séo apresentados na Tabela 2.

TABELA 2. Valores de Fg, (letalidade do G. stearothermophilus - min), ng, (NnUmero de
reducdes de G. stearothermophilus) Fq (min), n (nUmero de redu¢des de C. botulinum), F¢,
(fator de cozimento - min) dos frascos de 10, 250, 500 e 2000 mL submetidos ao processo de
esterilizacdo padrdo de 121C/15 minutos

Frascos Frascos Frascos Frascos
10 mL 250 mL 500 mL 2000 mL
FGb (min) 44,2 33,0 27,9 8,2
nGb (-) 22,1 16,5 13,9 4,1
Fo (min) 41,4 32,6 28,6 11,3
nFoq(-) 196,9 155,2 136,3 53,7
Fcz (min) 358,6 324,2 311,2 224.8

Observa-se pela Tabela 2 que os valores das letalidades decrescem com o
aumento do volume esterilizado. No caso do frasco de 2000 mL contendo 1800 mL de
agua, o processamento térmico padrao aplicado ndo foi suficiente para reduzir o

minimo requerido do Geobacillus stearothermopilus que é de 6 redugdes decimais.

. Andalise da curva de crescimento microbiano

A Figura 1 apresenta a média das leituras de OD dos testes em triplicata.
Apesar da diferenca entre os fatores de cozimento apresentados na Tabela 3, de
acordo com a Figura 1, o L. acidophilus ndo apresentou diferenca significativa no
crescimento comparando as curvas do microrganismo inoculado nos diferentes
volumes. A fase de adaptacéo (fase lag) apresenta a mesma duracdo em todos os

tratamentos, assim como as fases exponencial e estacionaria.



6° Congresso Interinstitucional de Iniciacdo Cienti  fica - CIIC 2012
13 a 15 de agosto de 2012— Jaguariana, SP

3,000
2,500

2,000
e 250 ML

1,500 ——2000mL

0D (550 nm)

1,000 ——500 mL
0,500 ——10mL
0,000 B
[¢] 20 40 60 80
Tempo (h)

Figura 1 — Curva de crescimento do L. acidophilus em meio de cultura Lactobacilli
MRS Broth autoclavado em diferentes volumes.

CONCLUSAO

N&o foi constatada diferenga significativa no crescimento do L. acidophilus
incubado em meio de cultura esterilizado por 121C/15 min em diferentes volumes.
Indicando que o efeito da esterilizacdo na composi¢do do meio é semelhante.

Como esperado, os valores finais do fator de cozimento (Fc;) decrescem com o
aumento do volume do frasco. Constatou-se que a rapidez do aquecimento dos tubos
menores geraram valores de Fc, maiores no aquecimento e processo. Em volumes
maiores, o baixo valor de F., durante o aguecimento foi compensado pelo maior tempo
gue o produto demorou a resfriar. Os resultados indicam que na faixa dos valores de
F., calculados, a degradacdo e a perda de nutrientes nos meios de cultura nao
apresentam diferencas significativas que interfram no desenvolvimento do
microrganismo avaliado.

Um fato constatado de suma relevancia esta na avaliacdo do niumero de reducdes
decimais de Geobacillus stearothermophilus calculados nos diferentes volumes. No
caso do meio acondicionado em frascos de 2L, o tempo/temperatura de esterilizacdo
padréao nao foi suficiente para ocasionar a reducdo minima requerida pelos indicadores
biolégicos comerciais, de 6 ciclos. Este processo gerou 4,1 reducdes decimais no
ponto de aguecimento mais lento do frasco. Este subprocessamento, na pratica, pode
acarretar interferéncias em andlises conduzidas neste meio. Atencdo deve ser tomada
em relacdo ao uso correto dos indicadores biologicos. Ressalta-se que o resultado
obtido com estes indicadores posicionados diretamente no cesto de uma autoclave
ndo é representativo para todo o restante do material esterilizado. Os indicadores sao
compostos por pequenas ampolas que praticamente aquecem simultaneamente a
temperatura da autoclave, ndo representando a condi¢&o critica de aquecimento mais

lento do material colocado.
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