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RESUNO

A eficiéncia de solugles de hipoclorito de sédio
foi avaliada usando-se como indicadores os esporos de B, subtilis

ATCC 19659.

Foram produzidos, em tempos diferentles, dez lotes
de esporos de B. subtilis ATCC 19659 cor mesma resisténcia ao
hipoclorito, pois ndoc houve diferenga significativa ac nivel de
5% de probabilidade (P < 0,035) nas redugdes decimais do ndmeroc

desses esporos apés serem submetidos a 103 mg/1 de cloro

disponivel livre em pPH 9,8 a 30°C.

A estabilidade do némerc de esporos de B. subltili

N

ATCC 19659 e de sua resisténcia &s solugles de hipoclorito de
sddio com 105 mg/l de cloro disponivel livre emn pH 2,8 no tlenpo
de _contato'de 143 minutos a 30°C foi avaliada aos 30, 60, 90,
120, 150 e 1680 Adizec en lréc armazenzmenlns: refrideragfo a 4°C,
conQelamento a -18B°%, ambos em dlicercl e &dua (15 : 85) e
liofilizxag%0e em tamp8oc fosfato MN/13 de pH 7 com posterior
estocadem a 4°%. A refrigeragdo, de acordo com as andlises
estaticticas, foi a melhor forma de armazenamento: o nimerc dos
esporos permaneceu constante durante os 180 dias, nuna faixa de
1,41 a 1,58 x 102 unidades formadoras de coldnias por mililitro
(UFC/ml) e a resisténcia ficou estavel por 130 dias, mantendo-se
entre 2,62 e 2,69 redugdes decimais (RD). Ko condelamento
detectou-se uma tendéncia de aumento do nédmero de esporos viaveis

A medida que se prolondou a armazenadem. A resisténcia permaneceu

vi



ezlavel por 120 dias, enlre 2,65 e 2,72 RL. Sot liofilizasdo;
verificou—se uma maior variag%o no ntmero de esporos viaveis nhos
diversos perlodos de armazenamenlo. A resisttncia ac clerc

mantleve-se a mesma por 90 dias, enlre 2,63 e 2,98 RL.

L ag8c esporicida dacs solugbec de hipoclorilc ce
s6dioc contendo 56, 75, 1¢5, 150C & 200 md/}l de cloro disponive:
livre em pH 9,8 ¢ 105 md/} com pH 9,0, 8,0 e 7,0, & lemperatlura
de 30°C foi avaliada em loles de esporos de E. sublilais ATCC
19659 suspensos em dlicerol e adus (15 : B85). 0Os ‘lempos de
contalo, para cada condigdc, foram escolhidos denlroc da faixa de
morle acenluada, em €nsaics prellim:inares. & parlir das reduecbe:
decimais do numero dos esporos, chegou—-se a eguagbes de redresslc
linear de tipe ¥ = a¥ + b, onde ¥ represenia ac redusbe:z decimaics
e ¥ oz lempos de conlalec do sanificanie com 0s esporos. G tlempc
de inicio de morle (lempo necessaric a complelar-se a fase lad) e

o valor D puderam, entlo; ser delterminados a parlir das equagbes;

apresenliando nitlidas diferengas enlre si.

Os resullados experimentaic permilliran o desenvoi-

vimenlo da seduinte egquag&c:

. md/] cloro disponlivel livre
T = antilod [-1,0945 log (———————---rr-— - Y + 1,51061

md/l cloroc disponivel livre
a {antilog [-0,8869 log (-————=——-rrrmmm——— Yy + 1,14013

vii



Ecsta equagdo determina o tempo de contato (T), en
minutos, das soluglies de hipoclorito de sddio com os esporos de
B. subtilis ATCC 19659 necessdrio para uma delerminada redugdo
decinal (a) do ndmero desses esporos;,; conhecendo-se a concen-

tragdo en cloro disponivel livre ew md/l e os valores do pH

das solugles.

viii



SUHKARY

The efficiency of sodium hypoclorite as &
sporicide was stludied using Bacillus sublilis ATCC 19659%. Ten
lols of spores, produced on different occasions, showed no
significantl difference (P ( 0.05) in resistance to 105 mg/)l free

avallable chlorine at pH 9.8 and 3006, measured as decimal

reduclion in the number of épores.

Spores were stored under three different
conditions: at 4°C and at -18°C in glicerol: HoO (15 : 857, and
at 4% lyophilized in 0.067 XK pPhosphatle buffer al pK 7.0. The
slabilily of the spore populatlion and ils resistance toc NaOC!
(105 mg/l free available chlorine) at pH 9.8 for 145 min at 3G°C
was delermined every 3¢ d for up to 18C¢ d. At 4°C, nc change
occurred in the spore population for 180 d, mainlaining & range
of 1.41 1o 1.58 x 109 colony formind unilts per m]l] (CFU/mi), and
no change in resistance occurred for 150 d; remaining betlween
2.62 and 2.69 decimal reduction (DRJ. At -18°C, the number of
viable spores lended lo increase and resislance was slabie for
120 ds belween 2.65 and 2.72 DR. Under lyophilization the number
cf viable spores was variable. Resistance lo chiorine remained

the same for 90 d, between 2.63 and 2.98 DEK.

The sporicidal action of NaOCl at 5¢, 75, 105,
150 and 200 md/1 of free available chlorine at pH 9.8, and
105 mg/1 at pH 7.0, B8.0 and 9.0, was studied using loils of spores
suspended in solutions of glicerol: H,0 (13 : 835 at 30°C. The

times of contacl were chosen from a death rande in preliminary

1x



studies, The decimal reducliontc could be exprecsed by the linear
regression equalion Y = a¥ + b, where Y = decimal reduclion and
¥ = tire of contac! of lhe sanilizing adent wilh lhe spores. The
time of initiation of death, i.e¢., lhe necessary lime 1o complele

the lag phase, and the I valiue could Thus be delermined.

from the experimental resultls, the following
equatlion was developed 1o determine lhe time of contacl of, inrn
min, the NaOCll solulion wilk Lthe sporec (T) necessary lc
detlermine lhe decimal reduction (&) of the number of sporez al
given conceniration of free available chlorine, in mg/l, and pH:

md/l {ree available chlorine
T = antilog [-1.0945 log (~—~————————rrmommcoooo—— Y o+ 1.5106:0

a tantilog [-0.B869 10¢ {——————————————m—m— ) 4+ 1.14011;



1. IXTRODUGAD

0 vuwso de sanificanles & importante dentro de um
prodrama de hidienizag8%0 numa inddsiria de alimentos gque objelive
colocar & disposig8oc do consunidor produtlos com koas condigles

hidiénico—-sanitarias.

Dentre os produtlos quimicos uwsados na sanificagdo,
encontiram-se os diversos comnpostos clorados representados por un
drande nlmero de marcas comerciais. Estes produlos se caracle-
rizam por apresentarem niveis de eficiéncia varidveis, em virtude
das diferentes formulaglecy valores de pH, residuos conlaminan-
tes,; lipos de embaladem; condigl8es de armazenamenlo,; entre outros
fatores. Considerando-se que o sanificanle ¢ o principal respon-
savel pela eliminag8 a niveis seduros de micrordanismos das
superflcies de pisos, de paredes e principalmente de ulensilios e
de equipamentos que entlram em conlato com alimentos, & necessario
que a indbostria disponha de lécnicas microbioléddicas apropriadas

para uma avalizelc microbicida desses adentes qulimicos.

Entre o0s testes microbioldgicos disponiveis para
avaliag8o dos sanificantes, encontra-se o teste de cucFens o
reconendado pela '"Association of Official Analytical Chemisls
(ADAC)! cuja metodolodia simples permite fazerem-se sinulagbes

préximas As condigbes praticas de uso na inddstria de alimentlos.

0 1teste de suspensioy POYT &m, n&eg diferencia a
eficitncia de solugbes cloradas mais forles recomendadas para a

sanificag&o. Assim, quaisquer das concenlragbes entre S50 e 206



ndg/1 de cloro disponivel, com pH variando entre 7 e 11, atingem
facilmenle o 1indice de S redugfes do ndmero de Staphylococcus

avreus ATCC 6538 e Escherichia coli ATCC 11229 nos 30 sedundos

precenizados pelo método.

A falta de respostas diferenciadas deste teste
para concentrasgdes elevadas de cloro levou—nos aoc uso de esporos
de Bacillus subtlilis ATCC 19659, escolhidos emn ensaios

Preliminares, para substitulrem &s células vedetativas.

Os esporos apresentam caractleristicas e proprie-
dades especificas que lornaram necessa&rios experimentos visando

uwtiliza—~los na avaliag%o sanificante do hipoclorito de sédio.

Assin, estudou-se a possibilidade de se produ-
ziremy, em tenpos diferenles; lotes desces esporos com mesma
resisténcia ao adenle quimico. Tambémn, a estabilidade do namero
de’ esporos e de sua resisténcia ao cloro durante o armazenamento
foi avaliada, por ser umz caraclteristica gue permite armazeni-los
por periodos de tempo prolondados. Aiada, foram estudados os
efeilos da variagdo da conceniragdo e dos valoree de pH das
solugfies cloradas sobre os esporos. Os resultados experimentais
rermitiram o desenvolvimento de uma equagdo nalemdlica que
determina o tempo de inicio de morte e o valor D, usados para se
avaliar a resisténcia dos esporos e, também, estima o tempo de
contato com o© cloro necessdrio para se oblter uma determinada
redugdo do ndmero de esporos conhecendo-se a concentragdo de

cloro disponivel livre e o pH das solupdes.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. 0S COMPOSTOS CLORADOS [ SUAS APLICACOES NA INDUSTRIA D

i3

— e — e

2.1.1. 05 COKPOSTOS CLORADOS

0 Quadro 1, adaptado de DYCHDALA (1977), relaciona
0% principais compostos clorados inord&nicos e orddnicos dispo-

niveis para as inddstrias de alimentos.

Os hipocloriteos,; cujas vantadene e desvantagdens
estdo mostradas no Quadro Z, s&%o arplamente uvtilizados. Dentre
eles; o hipoclorito de s6dio, comercializado sob a forma liguida
em teores de 1 a 15% de cloro disponivel, é& o mais uvsado. Os
hipocloritos de calcio e litio contém, respectivawmente, cerca de
70 e 35X de cloro disponlvel e s&o comercializados nacs fornas em
pé ou gdgranulaca. Ja& o fosfato iriclorado de s&dio, tanbinm
comercializado na forma de pd, apresenta agdes de deterdénecia,
nas contém cerca de 3,5% de cloro disponivel; o que lhe confere,
ainda, uma ag8o bactericida (TRUEMAK, 1971; TAHNPLIN, 1980;

BANWART, 1981).

Por outro lado, o dds cloroc & de dificil manuseio,
exidindae para o0 seu uvso equipamentos ecpeciais e pessocal ben
treinado. Ele & comercializado na forma llquida, em cilindros de
ago, onde se encontra comprinido. Do estado liquido, forma em que
¢ 1,5 vezes mais denso que a adgua; © cloro reverte-se & forma

dasosa guando liberado em condigles atmosféricas e, em solugéo



QUADRO 1 - Relag¢8o dos principais compostos clorados inorddnicos

e ordanicos.
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Inordanicos

- Hipoclorito de sddio 1 - 15
-~ Hipoclorito de cidlcio ‘ 70 - 72
-~ Hipoclorito de litio 30 - 35
- Fosfalo triclorado de sddio 355

- Gas cloro 100

- Didxido de cloro 17
Ordanicos

- Cloramina T 24 - 26
- Dicloraﬁina T 56 ~ 60
~ Diclorodimetil hidantoina &6

~ Acido tricloroiscciandrico 89 - 90
~ Acido dicloroicsociantricoX 70
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¥ Disponlveis também as formas de sais de sédio e potassio.

Fonte: Dychdala, 1977.



QUADRD 2 - Vantagens e desvantagens dos hipocloritos CORO

sanificantes.
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- Relativamente baratos

- Adenm rapidamente

-~ N%0o afetados pela dureza da
dgdua

- Efetivos contra uma drande
variedade de micrordanismos
inclusive esporos e bacle-
ridfados

- Efetivos em baixas concen-
tragbes

- Relativamente ndo tdxicos
nas condiges de uso

- N4%o mancham equipanentos

- Faceis de preparar e aplicar

~ Concentragbes facilmente de-
terminadas

—~ Podem ser usados em trata-

mento de adua

P - T
T T T R N N N S R S R S R R E s -

Fonte: Banwart, 1981,
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Instaveis ao armnazenamento

Inativados pela matéria or-

" danica

Corrosivoz quando nfo usados
corretamente

Irritantes para & pele

Podem provocar odores inde-
se javeis

Precipitam em &dua contendo
ferro

Henor eficiéncia com aumento
do pH daz scolugdo

Removem carbono da Lorracha

de equipamentos
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aquosa se hidrolisa originando o 4cido hipocloroso que apresenta
ag¢do dermicida. 0O 4g&s cloro, assim como os demais compostos
clorados,; tem a capacidade de deslocar o iodo e o bromo de seus
respectivos sais por metdtese. Este mecanismoc & empregdado na
pratica para a formulag8o de misturas desses halcogénios

(DYCHDALA, 1977).

Ja ¢ didxido de «cloro tem sido largamente
pesquisade para a cloragdo da 4ddua wusada na industiria de
alimentos (LILARD, 1980; COSTILOW et alii, 1984; EMSWILER-ROSE &
KOTULA, 1984; FOEGEDING et alii, 1986). Comparadoe aos demais
compostos clorados inorddnicos,; o uso do didxido de clore como
bactericida apresenta algumas vantagens. F[le & mais estivel em
soluglies aquosas e por isso sua aglo sobre 0s microrganismos ce
mantem por mais tempo., Hidrolisa compostos fenélicos, diminuindo
a possibilidade de sabores e odores indesejiveis na aduva (ITO &
SEEGER, 1980). Além disso, esse composio reade CoR RBenos
intensidade com a matéria ordd&nica e, como conseqliéncia, forma
quantidades menores de trihalometanos, compostos clorados orgdgad-
nicos considerados carcinogénicos (NOSES & OLIVIERI, 1985; WEI et
alii, 1983), cujos teores miximos permitidos pela ledislagéo

americana s&o de 100/19/1 de &dua (WARD et alii, 1984).

Por outro lado, enmbora seja cerca de 2,5 vezes
mais oxidante do que o &cido hipocloroso (BERNARDE et alii, 1967
€ apresentlar boz agdo esporicida (FOEGEDING et &alii, 19863, o
didxido de cloro tem problemas de manuseio e estocadem, o que
limita o seu uso (APHA, 1976). Ele¢ ¢, muitas vezes, produzidec no

local de a&aplicag8o pela reagfo do clorito de sddic com o© 4gas



cloro (LILARD, 1980) ou com Acidos, sendo volitil e explosivo em
determinadas condigles. Entretanto, solugles aquosas estaveis do
diéxido de cloro tém sido comercializadas (DYCHDALA, 1977;

HARAKEH et alii, 1988).

Os compostos clorados orddnicos, ou seja, as
cloraminas ord&nicas sf8o produtos de reagdes do &cido hipocloroso
com aminas, iminas, amidas e imidas (DYCHDALA, 1977; ODLAUG,
1981). Dentre as cloraminas organicas destacam—-se a cloramina T,
a dicloramina T, a diclorodimetil hidantolna,>o dcido tricloroi-
sociandrico e o &cido diclorocisociandrico e seus sais de sédio e

potidssio.

Estes produtos; que apresentam teores de cloro
disponlvel entre 24 e 90X (Quadro 1), deralmente s&o comerciali-
zados na forma de pé e aprresentam uma melhor estabilidade ao
armazenamenlo do que oz compostos clorados inorddnicos (DYCHDALA,
S 1977). T#mbém sa0 mais eslaveis em soluglo aquosa, o que implica
numa liberagl3o mais lenta de &cido hipoclorosoc e consegéentenente
permanecem efetivos por periodes de tempo maiores. Por ouiro
lado, sendo menos reativas com a matéria ordadnica, as cloraminas
formam trihalometlanos en niveis inferiores aos composios clcrados

inord&nicos.

Un compostoe clorado orddnico que tem sido muitlo
avaliado nos dltimos anos & o 3-3-cloro-dimetil-oxazolidinona,
mais conhecido como agente 1. Este produto apresenta
caracteristicas cenmelhantes 4s demais cloraminas ordadnicas

(WILLIAKS et alii, 1985; ELDER et alii, 1987).



2.1.2. AS APLICAGOES DOS COXPOSTOS CLORADOS

0 cloro foi descoberto como elemento quimico emn
1808 por sir Humprey Davy e teve suas propriedades bactericidas
demonstradas; sob condig8es de laboratdrio, pele bacleriolodista
alem8o XOCH em 1881 (UWE! et alii, 1985). Em 1886, a "American
Public Health Association’” aprovou o uso dos hipocloritos como
desinfetantes e no inicio do presente século algumas redibes dos
Estados Unidos da América usavam estes agentles qulmicos na
purificagedo da Adua para consumo da populaﬁéo (HERCER & SOMMERS,

1957; DYCHDALA, 1977).

As inddetrias de alimentos rapidamente aderiram ac
uso do cloro para melhorar a qualidade da &duva que utlilizavam e
também na sanificaglo de pisos, paredes, utensllios e equipa-
mentos. Assim, em 1939, quando o "United States Hilk Ordenance
and_Code“ recomendou o cloro comoc um dos adentes disponiveis para
a sanificag%o de equipamentos, seu usc era Jj& uma préatica ampla-

mente difundida (HEI et alii, 1983).

Ao londo do tempo o uso do cloro na inddstiria de
alimentos evoluiu e atuaimente tem outras aplicagbes. Assin,
concentragles de clcro acima daquelas utilizadas nos tratamentio
convencional da ddua para coasunc humano sdo recomendadas para a
&dua de processamento de alimentos (4 - 8 md/l de cloro dispo-
nivel);, a de limpeza em deral (20 - 25 mg/l) e a de resfriamento
de produtos enlatados esterilizados (5 mg/1l). Uma oulra aplicagdo

das solugbes cloradas ¢ na redug%o microbiana das superflicies de



varios alimentos. Nesse caso, a concentragdo de cloro varia com o

produto alimenticio.

A clorag&o acima do ponto-de-quebra da d4ua usada
na inddstria de alimentos & uma importante técnica desenvolvida
entre 1940 e 1950 (SOMHERS, 1951) e consiste basicamentle na
adig¢&0o de cloro suficienle para readir com {ons inordlnicos
presentes, oxidar completamente as cloraminas formadas pe2la
reag¢do do cloro com substdncias orddnicas e ainda permilir umn

residual de cloro.

A Fidura 1 nostra esquematicamente ¢ ponto-de-
quebra. Até esse ponto parte do cloro adicionado atende 2
demanda: reade com J{ons 1inordanicos;,; forma cloraminas con
substiAncias orgdanicas e em seduida oxida essas cloraminas o que
Provoca uma Jiminui¢éo no cloro residual livre. HNo ponto-
de—-quebra a dadua jd nédo apresenta mais sakores e odores indecze-
Javeis, pois as substdncias que causam este problema foran

oxidadas. Acima do ponto-de-qguebra o cloro residual livre &

proporcional aoc que se for adicionando.

A cloragd8c acima do ponto-de-quebra, além de
eliminar odores indesejdveis na ddua, tUtrouxe indmeros beneficios
& inddstria de alimentos. S&o vdlidas zinda hoje as observagfes
da pesquisa de SOMMERS em 1951 sobre a cloragdo da adva em qualro
inddstirias americanas. Usando concenlragbes de cloro disponivel
livre entre 2 e 10 md/]1 durante as operagles de processamenio e
20 md/1 no procedimento de limpeza, constatou que o uso continuo

do cloro previniu ou reduziu o actmulo de limosidades microbianas



agua de

demanda zero

agua com

demanda de

CLORO RESIDUAL LIVRE (mg/1)

&—————— ponto-de-qguebra

clero

CLCRO ADICIONADO {mg/1)}

FIGURA 1 - Adigao de cloro a agua.
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nas superficies dos equipamentas, utensilios, pisos e paredes e
tanbém eliminou o desenvolvimento de odores indecejdveis. O uso
da 4ddua clorada diminuiu o tempo destinado & limpeza das

inddstirias e reduziu a contagem microbiana dos produtos acabadcs.

2.1.2.1. A clorag8o da ddua de resfriamento de produtos enlatados

esterilizados

Uma importante aplicag8o do cloro na inddstria de
alimentos ¢ na dgua de resfriamento de produtoc enlatados esteri-
lizados. Estes produtos s8o rapidamente resfriados & temperatura
ambiente, apds a esterilizag4o,; com o objetive de evitar a
rermanéncia prolondada em temperaturas que favoregam o desenvol-
vimento de bactlérias; principxzlmente de termdfilas. Entretanto, o
resfriamento provoca um vacuo interno na lata e, se houver falhas
no seu fechamento, pode ocorrer a entrada de ddua. Por isco, a
dgua de resfriamenfo deve ser de boa 9gqualidade bacteriolégica

para evitar possiveis recontaminagsdes dos produtos.

As concentragfes de cloro disponivel na dgua de
resfriamento podem atindir S mg/l e normalmente =40 capazes de
diminuir a contadem de meséfilos, a incidéncia de coliformes e
eliminar os patédenos (PUT et alii, 1972; GRAVES et alii, 1977;
ODLAUG & PFLUG, 1978; ITO & SEEGER, 1980; STALKER & THORPE, 1984;

LAKE et alii, 1985).

0O problema de recontaminagdo pela 3dua de resfria-—
nento & minimizado quando a contadem total de meséfilos se mantem
abaixo de 1 x 102 UFC/ml (PUT et alii, 1972)5. Entretanto,

contadens médias superiorec a este nivel tém sido encontradas nas

11



adguas de diversas inddstrias enlatadoras. Isso foi demonstrado

nuna pesquisa na A4ddua de resfriamento de 30 inddstrias

americanas, que revelou uma contadem média de aerdbios mesdfilos

de 3,4 x 102 UFC/nml (GRAVES et alii, 1977). Resultados mais

expressivos foram detectados em uma outlra pesquisa que constatloun
A

a presenga de 1,9 x 10 UFC/ml de esporos aerdbios na &dua de

resfriamento de uma inddstria (LAKE et alii, 1983).

H& necessidade de se fazer uma clorag¢doc correta da
ddua de resfriamento nas indidstrias alimenticias, peois jid esta
comprovada a relag8o entre as concentragfes de cloro disronivel e
as contagens microbianas. Isto foi verificado, por exerplo; em
inddstrias enlatadoras que usavam 3 mdg/l, enlre 1 e 3 e menos de
1 mg¢g/1 de cloro dizponivel, nas quais o ndmero de amosiras de
dduas que apreéentavam contadens de mesdfilos superiores a 1 x h§
UFC/nml era; respectivamente, 14, 50 e 68% (GRAVES et alii, 1977).
Verificaram—-se resullados semelhantes na &dua de resfriamenlo de
outra indéstria: em conceniragbes de 8§ wmg/1 de cloro disponiveil
as contadens de esporos aerbdbios eram 2,4 X 102 UFC/ml; em

concentragles inferiores a 1 md/l as contadens atingdiam 1,9 x 104

UFC/ml (LAKE et alii, 1983).

Existe um concenso entlre cs pesquisadores de que a
presenga de esporos predomina na &dua de resfriamento correta-
mente clorada. Além disso, as contagens de esporos aerdbios sdo
" geralmente superiores &s de anaerdbios (PUT et alii, 1972; ODLAUG
& PFLUG, 1978; LAKE et alii, 1985). Aldumas pesquisas n&o detec-

T s e et e e e e s o e —

de varias inddstrias enlatadoras (GRAVES el alii, 1977; LAXE el
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alii, 1985). Um outro trabalho revelou que numa inddstiria
avaliada a recontaminasg8o de uma lata com C. botulinum através

da A4dua de resfriamento apresentava uma probabilidade entre

2,0 x 1076 e 2,7 x 10”7 (ODLAUG & PFLUG, 1978).

2.1.2.2. A clorag%o da &dua para a sanificagdo de superficies

(pisos, paredes, utensilios e equipamentos)?

Uma outra fungfo extremamente importante do cloro
& o seu empredo como sanificante nos procedimentos de higdgieni-
zagdo adotados na inddstiria de alimentos. A sanificagdo visa
eliminar as formas vedetativas dos micrordanismos patlogénicos e
reduzir,; até niveis sedguros, os n&o patodénicos de utensllios e
de equipamentos que entram em contato com alimentos, enlre outlras

superficies.

Na sanificas8o, as concentragles de cloro dispo-
nivel das <colugfies <c&c bem mais elevadas do que em outlras
aplicag8es dos compostos cloradoe. Recomonda-ce, deralmente; une
concentragdo de 100 mg/1 de cloro disponivel livre «quando &
sanificagdo ¢é efetuada por imersdc ou circulaedo e 200 mng/l
quando © processo & aspersdo ou nebulizag8oc com um tlempo de
contato do cloro de até 15 ou 20 minutos (LEITAO, 197&; LLEWIE,
1980; EBANWART, 1981; FOEGEDRING, 1983; RRASIL, 1984; LOFES, 19&6),
Quando se usam compostos clorados orgdanices, por apresenlarem
ag8o mais lenta,; sudere-se que essas concenlragdes sejam aumen-—
tadas (FOEGEDING, 1983). Entretanto, existe uma recomendagdo do
Departamento de Sadde e Bem—estar dos Estados Unidos da América

para <gque as concentragdes das sclugbes sanificantes usadas en
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superflicies 4que entram em contlaio cor alimentos n3oc wultrapassen

200 nd/]1 de cloro disponivel (LEWIS,; 19807 WEIl et alii, 1985).

Na sanificagdc, o0 uso de scolugles cloradas mais
concentradas, dentlro dos limilec expostlos, se faz nececsdrio,
pois existe a possibilidade de nas etapas anteriores da
hidienizagdo ndo s=se terem removido completamente os residuos
ordadnicos das superficies, 0s quais readem e inativam rapidamente
0o c¢loro. Por outro lado, concentraglies mais elevadas de «cloro
disponivel podem adir com mais gficiencia sobre os esporos
bacteriancs gque contaminam as superficies. Outros fatores que
melhoram a eficiéncia dos sanificantes clorados s&o o aumento da
temperatura, do tempo de contato e a diminuigfo do pH (LEITAO,
1976; FOEGEDING, 1983). Entretanto, abusos em quaisquer desses
parametros podem ocacionar problemas de corrosﬁq nas superficies

sanificadas; mesmo que sejam de ago inoxiddvel (BANWART, 1%81).

2.1.2.3. A cloragdo da ddua para a redugdoc da carda microbiamna

das superficies de alimentos

Outra aplicagdo das solugles cloradas é nza redugdo
da carda microbiana das surerficies de matérias pPrimas
alimentares. Na literatura, encontram-se relatocs do wuso de
solugles cloradas nas superflcies de camario (PYLE & KOBURGER,
1984), de frando (LILARD, 1980; KRAFT et alii, 1982), de carnes
(JONSHON et alii, 1979), de pepinc (COSTILOW et alii, 1984), de

alface (LEITEO et alii, 1981) e de ovos (LEITAO, 1986).

Uma redug8o de 75¥ na carda microbiana em camardes

foi constatada apbs o uso de solugf%o com 200 mg/l de clorco
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disponivel; a pH 7,0 e tempo de contato de 15 minutos (PYLE &
XOEBRURGER, 1984), 0O« autores consideram que & redugdoc ndc foi
maior porque o0s micrordanismos nos camarfes poderiam estar em

locais de dificil acesso ao cloro.

Foi constatada também uma redue&é de mesdfilos
aerbébios e de coliformes nas superficies de frandos apds serem
imersos rapidamente em solug8es com 20 md/l de cloro disponivel.
Apesar disso, & vida de prateleira dos produtos ndo aumentou

( KRAFT et alii, 1982).

Por outro lado, as redugles das cardas baclerianas
nas superflicies de alfaces ndo foram em nlveis considerados
sedguros apés contato com 50, 100 e 200 mg/1 de cloro disponivel
livre nos tempos de contato de 1, 2, 3, 10, 20 e 30 wninutlos

(LEITAQ et alii, 1984).

No entantc, a elimina¢f8c de patddenos como szalmo-
massas alimenticias pode ser obtida através da aplicagdc da
solugfo clorada com 100 md/1 de cloro disponlvel livre num lempo

de contato nfo inferior a 30 sedundos (LEITAQ, 1986).

0 sucesso do uso das solugfes cloradas sobre as
superficies dos alimentos depende da escolha correla do
sanificante, da concentra¢do a usar e do tipo de flora contami-
nante, entre outros fatores. leso foi mostrado numa pesquiss em
que 18 culturas puras e duas culturas mistas de microrganismos
potencialmente patodénicos associados com produtos carneos e de

aves foram submetidos 3s solugfes de hipoclorito de sdédioc enm
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PH 6,25 e de didéxido de cloro em pH 3,0 nas concentragbes de 50,
100, 200, 400, 800, 1600 e 3200 mg9/1 de cloro disponivel livre.
Além da nmaior eficiéncia nas concentragbes mais elevadas, os
resultados revelaram que o hipoclorito foi mais eficiente contra
as bactérias dram-nedativas, enquanto o didxido de cloro atuou

melhor sobre as dram-positivas (EMSWILER-ROSE, 1984).

0 esproro bactlerianoc & uma formagdc intracelular

que ocorre em seis déneros de micrordanismos - BRBacillus,

-~ e m— i . T — - ————— n - — - . o= - e Dt o i s e = e am am — - M e ————

e Oscillospira - abrandendo cerca de 115 espécies que tém a

capacidade denética de apresentarem essa forma de recisténcia en

condigles adversas (YILDZ, 1978; DOORES, 1983; SNEATH, 1986).

Os esporos bacterianoue apresentam especial inte-
resse e inportancia para a inddstria de alimentos por serem muito
resistentes ao calor (GOULD, 1977; ANAGNOSTOPOULOS & SHIDU, 1981;
GONBAS, 1983), aos agdentes quimicos (RLOCHER & EUSTA, 1983; COOX
& PIERSON, 1983; TFOEGEDING, 1983; STEVENSON & SHAFER, 1983), &
irradiagdoy, & descecasg¥0, ao vacuo, a0 condelamento, etc (YILDZ,

1978),

HA uma seqliéncia de mudangas morfolddicas sene-
. lhantes em todas as espécies que esporulam. Apesar de ser um
processo continuo, & esporulagdo é separada didaticamente enm
varios estdgios, para melhor compreensdo. A seduir & representadeo

esquematicamentle o processo de esporulagido (Fidura 2),
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FIGURA 2 - Representagdo esquematica de mudangas morfoldgicas asso
ciadas a esporulacao (adaptado de GOULD, 1977 e YILDZ,
1978).



‘0 estddio O corresponde a célula vedetativa. No
estiddio I o material nuclear se condensa para formar um Adnico
filamento axial de cromatina. Xo estid¢io Il forma-se um septo
pela invaginag¢do da membrana celular e o esporo se desenvolve nur
dos polos da célula. No estdgio l1l o protoplasma do esporo @
envolvido por duas membranas, formando o foresporc que ja se
encontra livre na célula. No estéadio Iv, entre as membranas do
foresporo, forma-se a camada originadora da parede celular, a
partir da membrana interna; e o cortex, a partir da externa. No
estaddio V a cobertura do esporo se deposita em torno da membrana
externa envolvendo o cortex. No esztddio VI ¢ esporo j& estd
maduro e no VIl ocorre sua liberag3co apés a lise da célula nie

(GOULD, 1977; YILDZ, 1978; GOMBAS, 1983).

Emn lgeral, ¢ esporo bacterianol tem uma formsx
esferdide com diversas camadas concéniricas (Figura 3). XNo centro
estd o protoplasma que coniém DHA, RNA, enzimas e oulros comrpo-
nentes necessdrics & conversio do espors om célula vedetativa., As
camadas subseq\lentes que fazem parte do esporo, do interior para
fora, s%0 a membrana interna, a camada oridinadora da parede
celular, o cortex; a membrana exlerna, a cobertura e as vezes o
exospdrio. Na formag8c de uma nova célula vegdetativa, 0
protoplasma, a membrana interna e a camada oridinadora da parede
celular d4o origem, respectivamente, aoc protoplasma, & membransa
celular e a parede celular da célula emerdente, Além disso, o
cortex & hidrolisado e as demais camadas descartadas (GUOHBAS,

1983).
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A conversdo dos esporos em células vedetativas
envelve quatro etapas bem estabelecidas: a ativagdo, a dermi-
nag¢&o, o crescimento pbs-germinaa&o e a multiplicag&o (HYATT &
WAITES, 1975; BLOCHER & BUSTA, 1983; <COOK & PIERS0ONH, 1983;
SNEATH, 1986).

A ativag8o prepara a etapa de derminagdc e deral-
mente ¢ um tratamenic subletal qgue ndo provoca profundas altera-
¢bes no esporo. Tratamento térmico subletal, redugfoc de pontes
dissulfidricas,; exposigdo a pH extremo, abrasdo e radiagdo séo
exemplos de processos de ativagdo do esporce bacteriano (COOK &

PIERSON, 1983).

A derminagéc & o estddio no qual a dorméncia esta
definitivamente terminada (XEYNAN et alii, 1964). E unm processo
degradativo em que as propriedades caractlerlsticas dos esporos
s&0 perdidas (BLOCHER & BUSTA, 1983). O0Os esporos tornam-se
sensiveis ao calor e aos adentes quimicos; perdem cdlcio, 4acido
dipicolinico e também a refratibilidade; aumentam a capacidade de

coloragid4o e diminuem & densidade dtica (COOK & PIERSON, 1983).

A derminac&o, cujo mecanismo ainda ndoc ectd bemn
esclarecido, pode ser iniciada relo denominado mecanismo de
gatilho. Este mecanismo requer a presensa de dJerminantes que
podem ser varios, dependendo do micrordanismo e de outras
condigdes, Sédo derminantes &alduns amincdcidos (L-alanina,
l-cistina), ribosideos (inosina, adenosina), agucares (dlucose,
frutose), lactato, bicarbonato, dipicolinato de cdlcio, entre

outros (COOK & PIERSON, 1983).
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Ja no crescimento pds-derminagdo d] esporo
intumesce rpela enilrada de 4ddua e nutlrientes e em sceduida
alonda-se resultando na nova cédlula vedetatliva, Uma das
Primeiras mudangas metabdlicas qQue surdem necssa etapa ¢ a sintese
de protelnas. Nessa fase também ocorrem &s sinteses de prarede
celular e de enzimas essenciais & multliplicagdo. A sintece de DNA

acontece durante o alondamento (COOX & PIERSON, 1983).

Finalmente, a multiplicagdo & a dltima etapa no
processo de conversfo do esporo em célula vedgetativa. E quando os

micrordanismnos aumentam em ndmero.

2.2.1. RESISTENCIA DOS ESPOROS A0S AGENTES QUINICOS

Enquantc as células vedetativas <sdo rapidamente
eliminadas na maioria das vezes pelos sanificantes, as ecporos
s8o0 muito mais resistentes. A forma esporulada de uma espécie
podé ser gcerca de 10° vezes mais resistente do que as formas
vedetativas quando submetida ao calor (GOULD, 1977) e entilre 102 e

104 vezes quando se usam adentes quimicos (FOEGEDIKG, 1983).

No entanto, essa resisténcia dos esporos @
variavel com o micrordanismo, seu dgéneroc e espécie. Quanto ao
déneroc, foram necessarios de 1 a 40 mg/l de cloro disponivel para
inativar de 1 a 3 x 102 esporos por mililitro, em 15 a 30
sedundos de contztlo, se o0 micrordanismo era anaerodbio

{Clostridiumn) e de 18 a 280 mg/l se o micrordanismoc era aerdbio
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de 2 a 3 minutos quando submetlidos a 2 mdg/)} de dcido hipocloroso,
enquanto para a mesma reduglo eram necessirios entre 20 e 50

minutos se o esporo fosse do dé¢neroc Bacillus (ITO et alii, 1968

apud ODLAUG e PFLUG, 1976). De forma anadloga, os esporos de B.

subtilis foram mais resistenies que os esporos de cito espécies

e e n e S

de Clostridium apds serem submetidos & solug8es com 5 mg/l de

——— - e o e

cloro disponivel livre em pH 8,3 e na temperatura de 10°C (DYE &

KEAD, 1972).

A diferenga de resicstléncia entre os déneros
Bacillus e Closiridium foi constatada também gquando uma solugdo

com adua oxidenada a 0,3X na temperatura de 54,5°C em 1 minuto de

contato reduziu o nimerc de esporos de B. subtlilis em 29,3%,

enquanto a redug¢&c nos esporos de C. bulyricum foi de 57,34
(ROUNDY, 1958). Esses resultados se confirmaram posteriormente,
quando a ddua oxigenada a 35%, em temperatura de 87,8°C, eliminou
1 x~106 esporos de €. bolulinum, Eacillus slearothernophilus e

B, sublilis glokidii em 3, 14 e 16 minutlos, respectivamentse (1TO

et alii, 1973).

Quanto As espécies microbianas,; tanbhém ocorren
diferengas em suas resisiléncias aos adenles quimicos. Por
exemplo, para se obler 99% de redugéc do nimero de esporos de
Bacillus cereus e de B. sublilis por solugfes com 100 mg/l de
cloro disponivel livre em pH 8,0 foram necessdrios, recspecliva-
mente, S e 60 minutos (COUSINS & ALLAN, 1967). J4 os valores D

obtidos da parte lodaritmica das curvas de sobreviventes foram,

respectivamente, 0,25, 0;46 e 0,75 mninutos apds contato dos
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com soluglies de 150 mg/1l de cloro disponlvel em pPH 7,0 e na

temperatura de 25°C (WANG et alii, 1973).

Também espécies de Closiridium em suspensdc con
1 x 106 UFC/m]l apresentaram diferengas de resisténcia apds serem
submetidos a solugfes com 35 mg/l de 'cloro disponivel livre
em pH 8,3 e temperatura de 10°C: o ndmero de esporos de
Clostridium perfringens n&%o sofreu alteragdo num perlodo de
exposigdo de 60 minutos; porém os ndmeros de Clostridium

Closiridiupm sporodenes apresentaram redugdes que variavam entre

90 e 99,99% nos tempos de contato de 10 a 35 minutos (DYE & MEAD,

1972).

Até as estirpes de uma mesma especie podem diferir
em suas resisténcias aos adentes quimicos. Isto foi constatade
quaﬂdo ce verificou que os tempos de contato necessarios para uma
redugdo de 99,99% no ndmero de esporos de C. botulinum dos tipos
A, B, C, EeF foram respectivamente 10,3, 12, 3, 6 e 8 minutos

apbs serem submetidos & solugfes com 4,9 mg/1l de cloro disponivel

livre em pH 6;5 na temperatura de 25°% (ITO & SEEGER, 1980).

A resisténcia dos esporos aos adentes gquinmices
depende também da forma em que se encontram (na forma seca ou €en
suspenzfo0), das condigSes em que ocorreu a esporulagdo e ainda da
técnica de preparc e obtengdo dos loles de esporos. Verificou-cse,
por exemplo, que os esporos de C. botulinum na forma seca foram

mais resistentes do que em suspensido, quando submetidos & agdo da
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ddua oxigenada. Por outiro lado, o inverso ocorreu quando o0 esporo
avaliado foi o B. subtilis dlobidii. Nesse caso, a forma seca foi

- e e ———

& nencs resistente (SHITH & BROW, 1980),

A influéncia das condigbes de esporulag&oc na
resisténcia dos esporos foi constatada quando se observou que os
esporos de R. sublilis produzidos em meic BS (Bacillug cspore
nedium) foram cerca de 20 vezes mais resistentes &4 za¢do do cloro
do que aqueles produzidos em quatro outros meios de cultura
(BAYLIS et alii, 1981). ZELEssa in{luéncia foi observada tambémnm
quando se avaliou a resisténcia dos esporos apés diversos tempos
em que 0 micrordanismo ficou no meio de esporulagdo. Assim, para
os tempos de 1, &6 e 14 dias foram necessarios B6, 98 e 108
minutos para se obter 99% de redugfo do ntmero de esporos de
B. subtilis, apb6s serem submetidos 2 solugles com 1000 =mg/1 de

cloro disponivel livre em pH 11 e temperatura de 20°C ( GORHAN et

alii, 1984b).

Com relagdc ao preparo e ohtengd8o dos lotes de
esporos, observou-se gque até mesmo o numero de lavagdens dos
esporos afetou sua resisténcia. Quando foram efetuadas 1ireés
lavadens nos esporos produzidos em 24 horas de incubagdo, o lenpo
necess&rio para reduzir 99% do ntmero de esporos de B. sublilis
subnetidos a 1000 mg¢g/1 de cloro disponivel livre em pH 11 na
temperatura de 20°C foi de 87 minutos; esse tempo diminuiu para

78 minutos gquando se efetuaram sete lavadens (GORMAH et alii,

1984a).
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‘A resicténcia dos esporos é zinda dependente das
concentragfes, doe valores de pH, das temperaturas e dos tipos de
adentes quimicos das soluglec cloradac., Um inter-relacionamento
entre a concentragdo, o pH e a temperatura foi verificado, por
exemplo, quando solugles cloradas com 20 md¢/l de clore disponivel
livre; numa temperatura de 15°C, reduziram 90X do ndmerc de
esporos de Bacillus coagulans em 13 minﬁtos quando o pH era 7,8;
porém, se o pH fosse abaixado para 4,8 ou 4,5 esse tempo diminuia
para 9,0 e 4,0 minutos. Aumentando-se a temperatura da solugio
clorada para 60°% os tempos para reduzirem os mesmos 90% do
ninero de esporos e nos mesmos valores de pH foram, respectiva-
mente, 1, 0,25 e 0,30 minutos (LaEREE et alii, 1960), A inter-
relagdo entre esses fatores foi verificada também quando se
analisaram os valores D de suspens8o de esporos de B. cereus
submelidos & ag8o de solugbes com 150 md/)l de cloro disponivel
livre. Nesta concentrasglo, na temperatura de 25°C, os vazlores D
de esporos de B. cereus foram respectivamente 0,10, 0,25 e 1,10
minutos para os valores de pH de 5,2, 7,0 e 8,0. O aumento da
temperatura da solug80 clorada de pH 70 para 50 e 75°C,

diminuiu os wvalores D dos esporocs parz 0,15 e 0,10 minutos,

respeclivamente (UANG et alii, 19732).

Varios trabalhos tém demonstrado a influéncia do
tiro de adente quimico na resisléncia que os esporos aprecentam.
Solugles de hipoclorito de sédio, com 200 mdg/1 de <cloro
disponivel livre e de didxido de clore com 25 mgdg/l, ambas em
PH 6,5 e temperatura de 25°C, necessitaram 9 e 13 minutos,
respectivamente, para reduzir 99,99% de¢ ntmero de Bacillus
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desses compostos clorados sdo0 diferentes pois era de se esperar
que o0 didxido de <cloro; em concentragdo oito vezes menor,
demorasse um tempo bem maior do que 13 minutos para atindir o

nivel de redu¢do mencionado na poprulaglo dos esporos.

Eficiéncias diferentes constataram—se também
quando solugles de cloramina T, com 1000 mg/l1 de cloro disponivel
total em pH 6,5, ndo reduziram o ndmnero de esporos de B. subtlilis
ern 4 horas, enquanto solugles de hipoclorito de sédioc, com 100
mg/1l de cloro disponivel livre em pH 8,0, reduziram 99% do ndmero
dos esporos em 60 minutos (COUSINS & ALLAN, 1967). Considerando-
se que as solugdes de cleocramina T eram mais conceniradas e com

valores de pH mais baixo, esperava—-se que elas fossem mais

esporicidas que as de hipoclorito de sédio.

Por outro lado;, tem—se observado que a associaglo
de ‘produtos gqulmicos pode aumentar 2 ag8o esporicida. Por
exemnplo, as aplicagbes sucessivas de &dua oxidenada e iodé&foro
aumentaram a eficiéncia desses agentes quimicos. O uso de 4gua
oxigenada a 5% (temperatura de 15°% por 1 a 2 horas) sequida de
icdéfore (concentragdo de 25 md/1 em 24 horas de contato)
eliminou esporgs de C. sporodenes secos aderidos em cilindros de
epoxXxy. Entretanto, as solugles separadamente ndo provocaram a
morte desses esporos nas condigfes citadas (CHUNG et alii, 1979).
Uma outra pesquisa mosirou que a adig8o de 25% de metanol em
solugles de hipoclorito de sédio com 1000 mnd/1 de cloro

disponivel livre em pH 10,6 e temperatura de 20°C diminuiu o
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valor D de esporos de B. subtilis de 20 minutos para 7,0 e

15,5 minutos dependendo do lempo em que o micrordanismo ficou no

meio de esporulaglo (GORMAN et alii, 1983, 1984a).

2.2.2. CURVAS DE SOEREVIVEKCIA DOS ESPOROS A AGAO DE AGENTES

FISICOS E QUIHICOS

Além da forma lodarltmica, a curva de esporos
sobreviventes & agdo do calor, radiagfes e agentes quinicos pode
apreczentar as formas sidgmoidal, cOncava, convexa ou Lifasica
quando ce localizam num driafico os pontos referentes as
intercescbes dos lodaritmos decimais dos nidmeros de sobreviventes

em fungi4o do tempo do tratamentio esporicida (CERF, 1977).

Estes tipos de curvas de sobrevivenles surdem en
fungf%o de desvios da forma logaritmica: a fase lag e a cauda.
Relatos de um ou de ambos desvios s¥%c observados para diversos
adentes esporicidas, denire os gquais se incluem, além do <cloro
(JONES Jr., 19683 DYE & MEAD, 1973; WAHG et alii, 1973; GORHAN el
alii, 1983; FOEGEDING et alii, 1986), o oz6nio (ISHIZAKI el alii,
1986), o boxido de etileno (DADD et alii, 1983), o acido
peracético (BRAYLIS et alii; 1981), a &dua oxigenada (CERF &
HEMIER, 1972; CERF & NETRO, 1977; SHITH & BROW, 1980; BAYLIS &

WAITES, 197&; STEVENSON & SHAFER, 1983) e o calor (RUSSEL, 19719,

A fase lag ocorre no inicio do tratamenlo com
agentes esporicidas (JOHES Jr. et aliti, 1968; DYE & HEAD, 1972;
GORHAN et alii, 1983). Esse desvio pode ser explicado pela

equilibrio entre a ativagao e a destruig%o dos esporos. Ocorre o
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aparecimento da fase lagd se a ativagdo for idual ou maior que a

destruigdo (RUSSEL, 1971).

Em sua pesquisay, FOEGEDING et alii (1986) sude-
riram que a cobertura foi a responsidvel pela presenga e exlensdo
da fase lag em esporos de Bacillus e Closiridium 1tiratados com
diéxido de cloro. Esses autores mostraram que os esporos de B.
cereus, sem a cobertura ou com ela parcialmenie destruida,
apresentavam curvas de sobreviventes cem a fase lagd apbs o
contato com o didéxido de cloro. Além disso, a diferenga de

resisténeia entre as espécies avaliadas foi mais nitida na fase

lag do que na fase lodaritmica.

A cauda, ao contrdrio da fase lag, ocorre no final
do tratamento esporicida. Dentre as explicagles para ecsse desvio
estdo: 1) .a maior resisténcia de uma pequena parte de esporos
numa populaglo aparentemente homodénea; 2) as modificagles na
resisténcia dos esporos durante o tratamento letal; 3) as
alteragbes ocorridas no tratamento letal durante sua aplicagdo,
ternando-se subletal; 4) as técnicas inadequadas de recuperagao
de sobreviventes, por exemplo;, o tempo excessivo de incubagdo en
determinados meios de cultura; 5) as adlonmeragbes de esporos,
aumentando suas resisténcias (CERF, 1977; CERF & HETRO, 1977;
SHITH & EROW, 1980; GORMAN et alii, 1983; ABAROUCH et alii, 1986

FOEGEDIKG et alii, 1986).
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2.2.3. 0 ESPORO COHO IKDICADOR BIOLGGICO DOS TRATAMENTOS

ESPORICIDAS

Os esporos bacterianos tém sido amplamente wusados
como indicadores biolédicos para avaliaglo da eficiéncia dos
tratamentos esporicidas pelo calor, adentes quimicos, dases e
radia¢bes. Geralmente, a escolha de um indicador biolédico para
essa finalidade recai sobre um micrordanismo aerbbio, n&o
patodénico e que n&%c apresente dificuldades na produg&o, recupe-
ragfo e estocadem dos esporos (HOXEY, 1985). Além disso, ¢
importante que o esporo escolhido diferencie as eficiéncias dos
tratamentos esporicidas. Essas eficitncias podem ser medidas pela
eliminas%o completa, pela porcentadem de reduglo num determinado
tempo de contato, pelo tempo requerido para se eliminar uma
determinada porceﬁtagem ou pelo valor I' de uma populagdo de

esporos.

Os esporos de EB. stearcthermophilus sdo intensiva-
mente usados no controle da esterilizagdcu comercial pela autocla-
vagem (LEE et alii, 1979; PFLUG et alii, 1980; LEAPER; 1984b).
Por outro lados; as maic divercas estirpes de B. subtilis tém sido
usadas para avaliarem a ag%o do calor seco (PEELER et alii, 1977;
PULEO et alii, 1980), do éxide de etileno (REICH, 1980; DADD el
alii, 1986), do dlutaraldeido (ESKENAZI, 1982), da ddua oxigdenada
(WALEN & WALXER, 1979, 1980; LEAFEE, 1984b, 1988), dos iodéforos
( GORMAN et alii, 1985a), do icido peracético (LEAPER, 1984a) e
das radiagles infravermelhas e ultravioletas (HOLIN & OSTLUND,

1975; ABSHIRE et alii, 1980).
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De forma andloda, os compostos clorados tém sido
avaliados por varios esporos. Dentre eles incluem—se os esporos
de B. c¢oadulans, de B. cereus, de B. sublilig de Racillus

macerans, de EB. stearoithermophilus, de C. perfrindens, de

C. botulinum, entre outros (ODLAUG & PFLUG, 1976; 170 & SEEGER,

1980; FOEGEDING, 1983; STALKER & THORPE, 1984).

2.2.4. ESTABILIDADE DO KUNERO DE ESPOROS E DA SUA RESISTENCIA AOS

AGENTES FISICOS E QUIKICOS DURAKTE O ARKAZENAMENTO

A armazenadem dos esporos bacterianos usados na
avaliag8o da eficiéncia de agentes esporicidas tem sido objelo de
estudo de alduns pesquisadores. Para 1isso, ¢ ndmerc e a
resisténcia dos esporos & ag8c do calor, do &xido de etileno, da
addua oxidenada, do &cido peracético, do cloro, entre outrcs,; s&o
avaliados; em determinados perlodos de tempo de armazenamento,
sob refriderag8o ou congelagdo dos esporos, em suspensdo, Secos
ou liofilizados (LEVIHEE, 19523 HARMULYV =t alii, 19777 REICH,

1280; ODLAUG et alii, 1981),.

Apesar de poucas e ds vezes contraditérias, as
pesquisas disponiveis na literatura tém demonstiradoe que o ndnero
de esporos e também sua resisténcia &zos adentes esporicidas
permaneceram constanles ou apenas se alteraram lideiramente sob
determinadas condiebes de armazenagem. Por exerplo, o ndmero de
esporos de B, stearocthermophilus (suspensos en 13,6, 31,5,
47,9, 64,8, B88 e 100% de dlicerol) e sua resisténcia ao calor

ndo se alteraram em 3 semanas de armazenamento a —-18°C (HARNULV

et alii, 1977). MNoutro experimento, o logaritro do ndmero de
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esporos de B. subtilis (liofilizados em tampdo fosfato H/15 e
mantidos entre 28 e BOOC) diminuiu en apenas 0,3 redugfes deci-
mais durante o armazenamento, mas a resisténcia ao calor perma-

neceu constante, com o valor D entre 0,44 e 0,54 minutos, Por un

periodo de 9 a 27 meses de armazenagdenm (ODLAUG et alii, 1981),

Resultados semelhantes foram encontrados quando se
analisaram, durante o armazenamento, o ntmero e a resisléncia de
esporos de B. sublilis submetidos ao oxido de etileno. Os
parametros avaliados n&o apresentaram diferenga significativa av
nivel de 5% de probabilidade quando os esporos foram armazenados
ao londo de 24 meces em lemperatura ambiente (20 - 22°C) ou sob

condelamento (~20°C) em umidade relativa de 40% (REICH, 1980).

Entretanto, sob as mesmas condigles, o nunrero de E.

SR - ——— o —— e — o ane -

Também a2 resicsténcia dos esporoe de E. sublilis €

de '§. subtilis 4globidii (armazenados ém Adua destilada a 4°C)
subnetidos & ag&c da Adua oxidenada permaneceu constanle por 134
semanas. Entretanto, noc mesmc experimento verificou-se que a
resisténcia dos esporos de B. subtilis dglobigii submelidos ao

idcido peracético aumentou 20 londo do armazenanento (LEAPER &

BRLOOGR, 1988).

Encontra—se na literatura un trabalho que
constatou a estabilidade do ntmero de esporos de B. meliens e da
sua resisténcia & ag%o do hipoclorito de sédio durante o armaze-—

namento. Em 10 m¢ de esporos secos,; .adicionados de lactose, o

ntmero manteve-se entre 9,0 e 9,9 x 107, no perlodo de 150 dias.



J& o ndmero de esporos suspensos em soluglo de Buterfield e
refriderados entre & e 10°C permaneceu entre 1,3 e 2,5 x 107,
durante 240 dias. Quando submetidos & agdo de 1000 mg/1 de cloro
disponivel livre em pH 11,1 e temperatura de 20°C, o tempo
necessdrio para reduzir em 99%¥ o ndmero de esporos secos variou
entre 38 e 42,3 minutos, no periodo de 150 dias, enquanto que

para o0s esporos em suspensdo esses valores de tempo ficaram entre

90 e 10Z minutos, durante os 240 dias (LEVINE, 1952).

2.2.5. HECANISHO DE AQEO ESPORICIDA DOS CONPOSTOS CLORADOS

0s compostos clorados, com excegdo do didxido de
cloro, apresentam uma forma semelhante de agSo esporicida: gquando
quaisquer produtos clorados inordanicos ou ordgldnicos ecst8o en
solug8o aquosa, libera-se o &cido hipoclorosa, em sua forma ndo
dissociada, que apresenta ag8o sobre a cobertura do esporos
(ODLAUG & PFLUG, 1978; ODLAUG; 1981; FOEGEDING, 1983). 0 didéxido
de cloro n&o se hidrolisa em soluglo agqucsa e a molécula inteira

¢ considerada o agente ativo (QDLAUG, 1981).

As hidrdlises dos compostos clorados inorddnicos
estdoc abaixo represeniadas pelo Cl2 ¢ pelo NaQCl enquantioc as
cloraminas orddnicas s8o representadas pelo = N - C1 (TRUEHAN,

1971).

Cl, + HZG —— HOCl! + HC1
NaOCl + H,0 —=— HOCl + NaOH

= N - Cl + H0 === HOCl + = N - H

<
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0 adcido hipocloroso ¢é um Acido f{raco cuja

-&
constante de dissociagdo, a 30(%, & 3,18 x 10 { HORR1S, 19667 e
em solugfo aquosa se dissocia para formar o lon hidrogdénio e o

fon hipoclorito:
HOC1l —— 0Cl” + H

A constante de dissociag80 (pka) do &cido hipoclo-
roso, o0 pH e a concentraglo em cloro disponivel livre determinam
a quantidade de Acido hipocloroso nas solugbes cloradas. Esses
fatores podem ser relacionados num rearranjamenlo da equagdo de
Henderson - Hasselbalch (BLOCHER & BUSTA, 1983) para delerminaren

a concentragidc de &cido hipocloroso nas solugfes:

mg/)l de cloro disponivel livre
md/1 de Acido hipocloroso = ——————————-ro—ooo—ommm e sm oo
FH - pka
1+ 10

Esta equag4o mostra o quanto & importanie o pH da
solug8o0 clorada, pois em pH 10 tem-se apenas 0,3% de 4&cido
hipocloroso, wvalor que atinde 99,7% em pH 5,0. Portanto, os
compostos clorados s%oc mais efetivos em valores de pH  baixos,

quando a presenga de Acido hipocloroso & dominante.

Ainda com relaglio & forma de agdir dos compostos
clorados, existe um consenso entre os pesquisadores de que & a
cobertura do esporo gque o protede da ag%o desses adenles
quimicos. A cobertura do esporo & a barreira a permeabilidade a0

cloro, mas também & a camada onde ele inicia a ag8o oxidante
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CWYATT & WAITES, 1973; XULIKOWSKY et alii, 1975; ODLAUG, 1981;
FOEGEDIKG, 1983; FOEGEDING & BUSTA, 1983a; TFOEGEDIKG et alii,
1986). N&o é& coincidéncia, portanto, o fato de que a resistérncia
aos adentes quimicos, inclusive ao cloro, aparega no estadio V da
esporulagdo,; quande se forma a cobertura do esporoc (GORKAN et

alii, 1984a).

A falta de intedridade ou a remog¢&o da cobertura
do esporo aumenta o efeito letal do cloro. Sabe-se que
tratamentos com adentes quimicos <que removem protlelna da
cobertura podem aumentar o efeito esporicida do cloro em ateée
4.000 vezes (WYATT & WAITES, 1975). Verificou-se tambén que a
falta de integdridade e a auseéncia da cobertura tornaram os
esporos de B, cereus muvilo mais susceptiveis & ag%0 esporicida do

dioxido de cloro (FOEGEDING et alii, 198é&).

As dvuas teorias que {entam explicar a agfo espori-
cida do éloro envolvem a cobertiura do esporo. Uma delas afirma
que o cloro combina-se e remove protelnas da coberiura e de
camadas subseqlentes, resultando num aumento da permeabilidade
aoc adente quimico e; conseqlentemente;, da cusceptibilidade &
destruigdo (KULIKQWEKXY, 1975; FOELGEDING, 1983). A outlra teoria
sugere que o cloro estimula a derminagdo pela alleragdo da
permeabilidade da cobertura, para em seduida inativar o esporo

derminado (WYATT & WAITES, 1973).

Apesar de ndo se referir ao mecanismo de agdo, &
importante mencionar um trabalho relativo 34 a¢&%0c do Aacido

hipocloroso sobre o0s esporos. Encontrou-se uma relagco linear
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simples vdlida para todos os esporos de Bacillus e Clostiridiun
analisados, quando foram localizados num draficoe os pontos
referentes &4s intercessfes dos lodarlimos dos tempos para reduzir
er 90% o nimero de esporos e os lodarliitmos das concentragdes de
4dcido hipocloroso. Os dados, que levaram a essa importante
conclusfo, foram obtidos de vdrios trabalhos relativos & agdo
esporicida do cloro, apds lerem sido calculadas as concentragles

de Acido hipocloroso a partir do pH e da concentragdo em cloro

disponivel livre (ODLAUG & PFLUG, 1976; ODLAUG, 1981).

A inddztria de alimentos deve dispor de técnicas
microbiolddicas que avaliem adeguadamenle os sanificanles usados
nos procedimentos de higdienizagido de pisos, paredes, tetlos;

equipamentos e utensilios, enire oulros.

A avaliag8c nicrobiolddgica dacs formulagles de
sanificantes quimiccs ¢ fundamental, pois apenas a delerminagdo
da concentragfo do principioc ativo na solugfo ndo ¢ suficiente
para medir o poder de destruigdo microkiana desses produtos. A
ag80 do sanificante & dependente também de outros fatorec como
sclubilidade, miscibilidade, nivel de dispersdo coloidal, tensdo

superficial, etc (BASS, 1977; GONTIJO FILHO, 1986).

Divercos métodos microbioclddicos sdo disponiveis

para avaliarem os sanificantes usados na inddstiria de alimentos.
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Em seu trabalho de revisdo, LEITAO (1984) aborda os vprinclpios
bdsicos e discutle os principais testles recomendados pela AOAC
(ENGLER, 1984). Dentre esses testes incluem-se o teste do
coeficiente fentlico, o teste da diluigZ%o de uso, o teste da
concentragdo equivalente ao cloro disponivel, o teste de

suspensdo, o teste de capacidade ¢ o testle esporicida.

Além desses sfo disponiveis também os denominados
testes em uso (SCHEUSNER, 1982) representados pelos testes da
zaradatloa, da placa de contato (RODAC) e da lavadem da superficie
(APHA, 1976) que avaliam a ag%o dos sanificantes sobre microrda-
nismos presentles nas superficies dos equipamentos e utensilios da

inddstria de alimentos.

Finalmente, enconilram-se na literatura recomen-
dagles sobre o0s testes em uso simulados que consistem en
transportar para o laboratdrio as condigfes existentes nx
indﬁstria‘exigindo, ds vezes; 0 desenvolvimento de melodolodiaz e

equipamentos (SCHEUSNER, 1982).

O0s testles mencionados serde discutidos sucinta-

mente a seduir.

2.3.1. TESTE DO COEFICIENTE FENGLICO

0 teste do coceficienle fenbdlico foli, praticamente,
-a Pprimeira proposigloc de método microbiolddico padronizado para
avaliar a eficitncia dos sanificantes (BASS, 1977; LEITAOQ, 1984).
A netodologia deste teste tem recebido varias propostas de

modificagbes ao londo do tempo, mas emn todas elas permanece ¢
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fundamento basico origdinal: a comparag8oc da eficitncia do sanifi-
cante contra uma solugfo-padr8o de fenol, ambas atuando sobre
células vedetativas de bactérias. A AUAC (ENGLER, 1984) recomenda

como ordanismos—testes as culturas padronizadas de Pseudomonas

—— e M Do ——— e em e A S - -

aervdinosa ATCC 15442, Staphylococcus aureus ATCC 6528 e

Salmonella typhi ATCC 6539.

Determina—se o coeficiente fendlico dividindo-se a
maior diluig80 do sanificante que destirédi o ordganismo-tesle em 10
minutos, mas nf%o em D minutos, pela maior diluig&o de fenol dando
os mesmos resultados (LEITAO, 1984). Geralmente & aceitlo que
multiplicando o coeficiente fendlico ohtido para 8. typhi por 20,
encontra-se a diluigZ%0c que se deve wusar para o sanificante
avaliade. Por exemplo, se o coeficiente fendlico obtido & 4,0,
significa que se pode diluir uma parte do sanificante em 80

rartes de adua.

0 teste do coeficientle fendlico apresenta
restrig8ecs. Ele & pouco reprodutivel, sua precisZoc & discutlivel
gquando avalia sanificantes que diferem do fenol gquanto &
corpasiedso quimica e sua metodolodia ndo permitle simular
situagles da inddstria de alimentos. Em consegldéncia dessacs
restriglesy; as concentragbdes recomendadas pelo testle deven ser
confirmadas por outros testes, particularmente o da diluigSo de

uso (ENGLER, 1984; LEITARQ, 1984).
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2.3.2. TESTE DA DILUICAC DE USO

0 teste da diluig8c de uso, reconhecido comno
ridoroso e bem padronizado, consiste em submeter células de
Salmonella choleraesuis ATCC 6539, de §. aureus ATCC 63538 e de

- — = . —— - —— . ap T - e e . e e =

P. aeruginosa ATCC 13442 aderidas &s superficies de cilindros de
ago inoxiddvel & agdc do sanificante. Em sintese, seu objetivo ¢
confirmar o resultado do teste do coeficiente fendlico, determi-
nando-se a maior diluig8%0 do sanificante, considerada sedura para
uso enm condigfes pradticas, que destirdi o ordanismo-teste aderido
em 10 cilindros de transporte em 10 minutos (LEITAO, 1984). E o
método recomendado nos Estados Unidos pela EPA ("Environmental
Protection Adency’) para redislro e especificagfes comerciaie de
sanificantes (TROUT, 1983; GONTIJO FILHO & ROMEQ, 1986). Apesar
de amplamente aceito, ainda s%o realizadas pesquisas c¢cm O
objetivo de melhorar a eficitncia deste método tentando-se padro-
nizar o ndmero de bactérias na superflicie do cilindro (COLE,
1987a) 2 o uso dc outros cilindros; 2lém do ago inoxidavel, conmo
a porcelana e o vidro (COLE, 1987b) e lanbeém o aluninio e o

polipropileno (GELINAS & GOULET, 1983b)

0 tecte da diluigdo de uso foi aplicado em aldumas
pecsquisas para avaliar os efeitos da temperatura e tempo de
contato (GELINAS et alii, 1984), da luz (GELINAS & GOULET, 1982)
e da mwmatéria ordanica (GELINAS & GOULET, 1983a) na asdo de
sanificantes sobre P. aerugdinosa ATCC 15442. No desenvolvimenlo
destas pesquisas, os autores constataram aldumas interferéncias,

entre as quais estdo: 1) as dificuldades em diferenciar entre a

ag%0 sanificante e a a¢&oc de delerdénciz que retirou os micror-
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danismos dos cilindros,; 2) a ndo simulasg¥o adequada das condigBes
usuais da indbdstria de alimentos, principalmente na avaliag¢%o da
matéria ord&nica aderida sob diversas formas e condigfes nas
superficies dos equipamentos, J3) a constatagi%o de que a P.
aeruginosa ATCC 15442, micrordanismo indicado pela AOAC, produzia

um polissacarldeoc que protedia a bactéria.

Além das restrigfes acima mencionadas, EBASS (1977)
afirma que o0s cilindros; A&s vezes, incorporam aos meioz de
recuperagdo quantidades minimas do sanificante, mas que podem ser
bacteriostdticos., Também k3 possibilidade dos microrganismos
aderidos &4s superficies dos cilindros serem protedidos contrz =
ag&0 do adente quimico por filmes de matéria orddnica oriundos do

meio de crescimento.

2.3.3. TESTE DE CAPACIDADE

0 teste de capacidade avalia &a manutengédo d=
eficiéncia das solugdes sanificantes apés consecutivos contatos
com micrordanismos e matéria orgldnica. Esta metodelodia ¢ mais
flexivel rpermiltindo o uso de bactérias dram positivas ou
dram nedativas,; de bolores e levedurac de acordo com o problema
especifico que se deseja avaliar. O teste ¢ recomendado princi-
ralmente para sanificantes ou deterdenles-sanificantes de uso em
recipientes de estoques de pipetas ou ouvlras vidrarias contami-
nadas e Jj& utilizadas. PBasicamente, o teste de carzcidade
verifica a possibilidade de reutilizagdo do adente quimico

(LEITAG, 19684; GONTIJO FILHO & ROMAO, 1986).
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2.3.4. TESTE DA DETERMINAGAO DA CONCENTRACZO DE GERMICIDA EQUIVA-

LENTE A0 CLORO DISPONIVEL

0 teste da determinagdoc da concentragdo de dermi-
cida equivalente ao cloro disponivel @& recoméndado rela AOAC para
avaliar produtos halogdenados de uso em superficies nio poroasas e
pPreviamente limpas (ENGLER, 1984). A metodologia do teste
Preconiza o uso de hipoclorito de sddio nas concentragles de 50,
typhi, como padr8es para comparar com a eficiéncia de icdéforos,
de mistura de halogénios, como o cloro e bromo, e dos demaic
compostos clorados inorgddnices e orgdnicos (ENGLER, 1984; LEITAC,

1984; LOPES, 1986).

2.3.5. TESTE DE SUSPENSAQ

G0 teste de suspens&o & recomendado pela ACUAC para
avaliar sanificantes wusados em superficies n&oc porosas e
previamente limpas que entram em contato com alimentos. Inicial-
mente reportado por BUTTERFIELD e colaboradores, em 1942, teve a
metodologia que hoje se utiliza estabelecida por CHAMBERS, emn
19564. Basicamente, o método avalia o sanificante em funglo da

porcentadem de vedugdo do ndmero das bactérias Escherichia coli

decimais na populagdo dessas bactérias, cbservadas em placas de
Petri, Considera-se eficientes os sanificahtes que ochtém
eliminag&o de 99,999% (S RD) em 30 sedundos de contato { CHAHRERS,

1956; ENGLER, 1984),.

40



A nmetodologia do teste de suspensdo & flexivel
permitindo simular situagfes que ocorrem rotineiramente na
inddstria de alimentos. Por exemplo, pode-se avaliar alteragfes
da concentragSo e do pH do sanificante e também na dureza e
qualidade da 4&gua industrial. Por outro lado, devide a sua
simplicidade, quando comparado ao teste da determinagdo da
concentrag8o equivalente ao cloro disponivel, diversos pesquisa-
dores wutilizam-no inclusive para compdstos halogenados (FREDELL
et alii, 1985; LOPES, 1986). E talvez o teste mais indicado para
avaliar os sanificantes usados na inddstria de alimentos (GONTIdJO

FILHO, 1988),

Apds o contato do microrgdanisma con o adente de
decsinfecefo & fundamental o uso de inativadores do sanificante
quando se utiliza a metodologdia do teste de suspens&c (ENGLER,
1984; LEITAO, 1984; GONTIJO FILHO & ROMAD, 1986),. Recomenda-se
Para neutlralizar os compostos clorados e os ioddforos solugfo de
tiossulfato de =&dio a 0,5%; enguanto aue para os compostos de
amdnia quaterndria usam-se solugSes de tween B0 a 2X e também
lecitina de ovo (2%) em solugdo aquosa de cirraszol a 3% (LEITRO,

1984),

2.3.6. TESTE ESPORICIDA

A  AOAC descreve ainda um teste aplicavel a
-substancias quimicas liquidas e gdasosas para avaliar a atividade
esporicida. 0 método, que determinz a Presenga ou auséncia de
atividade esporicida, consiste em submeter esporos de B, subtilis

ATCC 19659 e de €. sporogenes ATCC 3584, previamente secos em
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cilindros de porcelana (8 + 1 rm de didmetlro externoc, & + 1 mn
de didmetro interno e 10 + 1 mm de comprimento), &s soluglies dos
adentes quimicos. Para ser classificado como esporicida, o agente

quimico, na concentragédo, tempo de contato e outras condigbes

avaliadas, deve eliminar os esporos em 118 de 120 cilindros

testados, metade deles con B. subtilis e a outra con C.
sporogdenes. Quando elimina os esporos em todos os cilindros, o

adente quimico & classificado como esterilizante (ENGLER, 1984).

2.3.7. TESTE EHN USO

Sedundo SCHEUSNER (1982), apesar dos testes de
laboratério serem faceis de executar, rapidos e fundamentais para
0 redistro e especificagBes dos produtos comerciais, o0os testes
em uso oferecem 'informacdes mais seduras sobre a agdo do

sanificante.

Os testes em usc c4o realizados apds a sanificaglo
de equipamentos; utensilios, pisos, paredes, etc., para avaliarenm
o nimero de micrordanismos sobreviventes. Assim, consideram os
falores concentragfo, tempo e temperatura de contato e as
condigbes prévias do procedimento de limpeza. Todos se bacseiam na
remogde e na recuperagfo dos microrgdanismos sobreviventes das
superficies sanificadas. A remogfo dos microréanismos pode ser
feita por atrito, comec no método da zaradatoa (con aldinato de
sédio ou algdoddo); por contato, como no método das placas de
contato (tipo RODAC) ou, ainda, através da lavadem da superficie
com ddua destilada ou solugBes apropriadas. A recuperaglo se faz

conforme processos usuais de contagens microbianas usando neutltra-
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lizantes adequados rPara o sanificante sob avaliag8o ( BALDOCK,

1974; SCHEUSNER, 1982; FAVERO et alii, 1984; SERRANO, 1984).

Estes testes também apresentam Problemas. A verda-
deira populag4o microbiana de uma superficie, na maioria dos
métodos, n%oc & recuperada com exatid&o (RICHARD & FITON, 1986).
Por exemplo, a pressi%o exercida sobre & superficie, quando ce
removem os micrordanismos sobreviventes comn a zaradaloa, pode
influir nos resultados. As placas de contate somente devem ser
usadas em superficies Jlevemente contaminadas, no madximo 10
ordanismos por cm2, pois nesse métodﬁ ndo ocorre diluigdo, ji que
@ o pPpréprio meio de cultura contido na Placa que faz a remogio
dos micrordanismes (NISKANEN & POHJA, 1976; SCHEUSKER, 1982;

SERRANO, 1984).

Em éua resquisa, SCHEUSNER (1982) obteve 25, 91 e
92X de recuperagfo do némero tedrico de micrordanismos presentes
has - superflcies de equipamentos quando usou placas de contato,
esponja de celulose e zaradaloa, recpectivamente. En contracte,
NISKAKEX & POHJA (1976) mostraram resultadgs que indicam ser o
métode de placa de contatc melhor do que a zaradalox para super-
ficies horizontais. Ambos os trabalhos concordanm que o método da
zaragdaloa ¢é o mais indicado para superflicies irregulares ou con

elevado ndmero de micrordanismos,

2.3.8. TESTE EM USO SIHULADO

Os testes em uso simulados preconizam a transfe-

réncia das condigles da inddstria para o laboratério. Para isso,
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muitas vezes hd necescidade do desenvolvimento de netodolodias e
equipamentos para simular com precis8o as diversas condigfes dos
usos dos sanificantes na inddstria de alimentos. Portanto, estes

testes s&o0 maic trabalhosos e exidem criatividade,

Para simular condigées da inddsiria, GSCHEUSMER
(1982) wusou uma bandeja de f{ibra de vidro de 35 X 45 em na qual
foram adicionados, além do inédculo microbiano (8. aureus e

esporos de B. sublilis), residuos de carne, leite e cereais. Apés
secadem, as Landejas foram submetidgs d¢ soluegfes sanificantes
simulando condigBes usuais, como spray, imersdc e enxaduagen. En
seduida, as bandejas eram imersas em solugfes neutralizantes e
os micrordanismos sobreviventes, recuperados pela fricgfo d=a

zaragatoa de algdod&o na superficie, enunerados pelos nrétodos

convencionais.

Ja STOKNE & ZOTTOLA (1985) simularam az condigfes
de inddstria Para avaliarem o procedimento de higienizaglo
efetuado pelo processo de iimpeza no ludar sobre Pseudononas
fradi que se adere em superflcies de ago inoxidavel através de
Polissacarideo que produz. Fara executar o experimento, o3
autores montaram um sicstema que consistiu de uma tubulagdo de ago
inoxidavel <com 3,5 metros na qual circulavam 15 litros de leite
desendorduradec inoculado com F. fradi, uma bomba de preczclo

positiva e um tanque de equilibris,

Também, OLIVEIRA (1985) estudando a resisténciz de
S. lyphi e C. perfringdens ao usc continuo de hipoclorito de cddio

e de um composto de amdnio quaterndrio usou, nur dos experi-
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mentos, bandejas de ago inoxidavel onde se espalharam S nml de
caldo de carne e mais 1 ml de cultura microbiana; en seduida
acidionou-se 5 ml do sanificante. Apds o tempo de atuagdo do
sanificante, com uma zaragdatoa, coletaram—se amostras sobre 15 cm
de trés diferentes locais da superficie e, em sedguida, transfe-

riu-se a zaradatoa para tubos contendo meio de enriquecimento.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.5. MATERIAIS

3.1.1. SOLUCOES DE HIPOCLORITC DE S6IIO

A concentrag¥o exata em cloro disponivel livre de
uma solugdo de hipoclorito de sédio comercial (Lever Industrial,
SP) foi determinada pelo método iodométrico (RICHARDSON, 1985), A
partir da soluglo concentrada de hipoclorito foram Preparadas
sclugbes com 50, 75, 105, 150 e 200 md/l de cloro disponlvel
livre de pH 9,8 e uma solugdo com 105 mg/l de PH 9,0, 8,0 e 7,0.
Essas solugles foram preparadas em tampio /15 de Na; HFQ, <cendo
c pH 9,8 ajustado com NaOH 0O,1M e os demais com MHCl 0,1H. As
concentragbes exatas dessas solugBes diluldas foram ajustadas

rpelo método iodométrico.

BN TR oG F . S, N ... 4

Bacillus subtilis ATCC 19659 (IHCQS 02) foi obtida no Instituto
Nacional de Contlrole de Qualidade em Sadde da Fundagdoc Osvaldo
Cruz do Rio de Janeiro. As suspens&es de esporos desse microrda-
nisme foram preparadas utilizando-se adaptagfo da metodologia

propostia pela National <Canners Association (1968, confornme

descrig8o a seduir.

Apds trés repicadens consecutivas en agar

nutriente (Difco), solidificado na posigfo inclinada em tuba de
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ensaio de 15 X 160 mm e incubag¢bes de 24 horas a 30°, de unma
cultura de Bacillus subtilis ATCC 19659 (a partir de adora deno-
minade de ER. sublilics) foi oblida uma suspensdoc de células

vedelativas pela adigdo de solugfo tanpfo de Rutterfield ( ICSNF,

1978) e aditae%o manual.

Em seguida, volumes de 1 ml dessz suspens4o foram
inoculados nas superficies de 50 ml de meio de esporulagdo -~
3,0 9 de extrato de carne (Difco), 5,0 ¢ de triptona (Difco),
1,0 ¢ de amido (Readgen), 10,0 nd de sulfatoc de mandanés (Carlo
Erba) e 20,0 g de A&gdar (Difco) em 1000 ml de Adua destilads e pH
final entre 6,9 e 7,1 - contidos em quatro Erlenmeyers de 500
ml. A incubagfoc se prolondou por 96 horac quando havia cerca de
90 a 93% de esporos nos campos microscépicos observados en

laminas coradas pelo verde malagquita.

Ao fim desse periodo, adicionou-se 20 ml de agua
destilada‘sobre &s superflicies do meio de cultura dos Erlenmevers
e peérolas de vidro estéreis. Os Erlenmeyers foram aditados
manualmente, coletou-se o sobrenadante separadamenie em quatlro
tubos de centrifuda com capacidade de cerca de 25 nl e
centrifudou-se a 2.500 x ¢ (5000 rpm) durante 15 minutos, a 4°C.
Ressuspendeu-se o0s sedimentos de esporos em Adua destilada
estéril, novamente centrifugdou-se e o processo se repetiu por
cinco vezes. Ao finaly; os esporos de cada tubo de centrifuda
foram suspensos em dlicerol e &gdua (15 : 85) e, em segduida,
ajuntados num dnico tubo de ensaio com capacidade de cerca de

60 ml, o0 que constituiuv um lote.
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0 lote de esporos foi padronizado para conter en
torno de 109 esporos por ml, usando-se espectrofolémetro. Feca
numero era obtido quando 1 ml dessa suspens&o de esporos diluida
em 30 m]l de Adua destilada oridinava uma absorb&ncia entre 0,4 e
0,3 a 600 nm. A confirmag%o final do nimnero de esporos no lote,
apds choque térmico de 80°C por 15 minutos, foi feita em placas,
com adar para contadem total (EBL), incubadas a 30°C por 48

horas.

Para serem usados nos diversos experimentos foram

preparados 19 lotes de esporos identificados de A a T.

3.1.3. EQUIPAHENTOS DE LARORATORIO

Centrifuda refrigdgerada, marca Fanem, modelo FR 22;

- Liefilizador, marca Edwards;

- Eépectrofotbmetro, marca Bausch & Lomb, modelo Spectronic 203
- Microscdpio 6tico, marca Zeiss, modeloc D 7082;

- Polenciometro, marca MYicronal, modelo B 374;

- Demais equipamentos de uso comum em Laboratdrio de ¥icrobio-

lodia.
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3.2. XETODOS

3.2.1. REDUGOES DO NUMERO DE ESPOROS DE E. subtilis DURANTE A

AGCAQ DO HIPOCLORITO DE SODIO

A um Erlenmeyer de 250 ml contendo 99 ml da
solug&o sanificante com 105 mg/1 de cloro disponivel livre em
PH 9,8 e temperatura de 30°C, preparada conforme 3.1.1., foi
adicionade 1 ml dos esporos em suspensfo ji tratades termica-
mente, conforme descrito em 3.1.2. Apb&s contatos de 60, 90, 120,
140, 160 e 180 minutos foi transferido 1 ml dessa mistura Para um
tubo de enszio contendo S ml da solugfo neuwtralizante de
tiossulfato de s&dio a 0,;25% em soluglo Rinder 1/4. A solugdo

Rinder foi preparada conforme ICNSF (1978).

Para cada tempo de contato, diluigfes adequadasz
foram plagqueadas, em duplicata em placa de Petri, comn ndig&o de
adar para contadem total. Apds a incubasafo a 30°C por 48 horas

foram contadas as colénias.

As redugles decimais do ndmerc de esporos de

B. subtilis foram determinadas relas diferengas entre os

o e e e e am Sl S

lodaritnos decimais do ndmeroc inicial, Ja obtlidos no {tem 3.1.2.

e dos sobreviventes apds cada tempo de contato.

0O experimento foi efetuado em trés repetigfies para

cada um dos dez lotes de A a J.
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ARMAZENAMNENTO QUANDO SUBMETIDOS A ACAO DO H1POCLO-
RITO DE SODIO

Una parte de cada um dos lotes R, 8 e T de esporos
de B. sublilis foi suspensa em dlicerol e adua (15 : 85). Volunes
de 4 ml dessas suspznsBes foranm distribuidas em tubos de ensaio

esléreis, de 10 x 100 mn, con tampa rosquedvel e armazenados sob

refrideragdo a 4°C.

Una outra parte de cada um desces lotes, tambén
preparada conforme mencionado anteriormente, foi armazenada sob

condgelanento a —180C.

Aindz, uma terceira parte dos mesmos lotes foi
suspensa em tamp&o fosfato /15 de pH 7,0 e distribulda em
volumes de 4 ml em frascos do tipo usado para penicilina conm
capacidade de 30 ml, para ser submetida & liefilizae¢Zo0. XNo
liofilizador, wecces frasces; inicialments, permaneceram cerca de
30 minutos na cdmara de congelamento previamente vresfriada a
-4Q0°C, Apds o condelamenlo as suspensdes foran submetidas, na
camara de liofilizag&o, a um vdcuo de 10_3 mm de Hd, ficando as
tampas dos frascos de forma a permilirem a saida do vapor de
agua. Ao fim de 12 horas, os frascos foram fechados sob vacuo,
receberam um lacre de aluminio sobre a tampa de borracha e foram

armazenados a 4°C.

Depois de uma semana (Tempo Zero) e aos 30, 60,
90, 120, 150 e 180 dias apds, os esporos refrigerados, 0s

condelados apbs descongelanmento e os liofilizados (estes previa-—-
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mente ressuspensos em 4 ml de'tampao fosfato K715 em pH 7,0)
receberam um tratamento ‘térmico de 80°C por 13 minutos. Ewm
seduida, foram resfriados a 30°C e submetidos As contagdens do
ndmere inicial e também dos sobreviventes apés 145 minutos de
contato com solugtes de 105 mg/1 de cloro disponivel livre em pH
9,8 e & temperatura de 30°C. As redugles nas porulagles de
esporos foram obtidas pelas diferengas entre os logaritmos dos
nimeros inicizis e dos sobreviventes 3 ag&o do cloro.
3.2.3. REDUCOES DO NUMERO DE ESPOROS DE B. subtilis QUANDO SUBHE-
TIDOS A SOLUGOES DE HIPOCLORITO DE SGDI0 EM  DIFEREMNTES

COHCENTRAGOES E VALORES DE rH

Os lotes L, H e N, preparados conforne 3.1.2.,
armazenades & 4°C e usados num perlodo maxiro de 90 dias, foram
submetidos &s solugfes de hipoclorito de sédic nas concentragles
de 30, 73, 150 e 200 mg/1 de cloro disponivel livre em pH 9,8 &
temperatura de 200C. As redugBes decimais do némero de esparas
dos 'lotes foram obtidas conforme técnica descrita en 3.2.1., A&
excegd&o dos tempos de contato que foram escelhidos denlro da
faixa de morte acentuada, previamente determinados rara cada
sclugdo avaliada. Esses tempos foram de 140; 180, 220, 240; 260 e
290 minutos para 50 mg/l; €0, 110, 140, 170, 190 e 220 minutos
para 75 mg/lj 50, 65, 80, 95, 110 e 120 minutos para 150 mg/l e

40, 50, 55, 60, &5, 70 e B0 minutes para 200 md/l.

J& os lotes O, P e @, também preparados conforne
3.1.2., armazenados a 4°C e usados num perjodo maximo de 90 dias,

foram submetidos &s solugBes de hipoclorito de sédio com 105 mg/1
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de cloro disponivel livre em PH 9,0, 8,0 e 7,0. As redughec
decimais do ndmero de esporos desses lotes foram obtidas confornme
descrigdo para oc lotes L, ¥ e N, mas os tempos de contalo foran,
de acordo com avaliagfo prévia, 10, 15, 20, 23, 30 e 35 minutos
para o pH 9,0; 1, 2, 3, 4 e 5 minutos pafa ¢ PH 8,0 e 20, 40, 50,

60; 70 @ 80 sedundos para o PH 7,0.

0 experimentio foi executado em 3 repetiglez para

cada lote de esporocs.

3.2.4, ANALISE DOS RESULTADGS

A  agdo do hipoclorito de sédio (105 mg/l de cloro
disponivel livre, pH 9,8 a 30°C) cobre os esporos de E. subtilis
provenientes dg diferentes lotes foi avaliada por meio dss
reduetes decimais. Os efeitos dos diferentes lotes de esporos e
do tempo de contato foram estudados por meic da andlisze de
variancia das redugbes decimais segund§ um modelo fatorial no
delineamento inteiramente casualizado; em que os fatores foranm
tempo de contato (60, 90, 120, 140, 1460 e 180 minutes) e lotes de
esporos (A a J), com trés repetigfes. Além disso, um modelo de
redressdo linear simples foi ajustado para redugfes decimais en

funedoc do tempoc de contato.

A estabilidade do nimero de esporos de E. subtlilis

e da sua resisténcia & ag8o do hipoclorito de s&dio (105 mg/l
de «cloro disponivel livre, pH 9,8 @ tempo de contato de 145
minutos a 30°C) ao tipo e perlodo de armazenamento foi avaliada

por meio do ndmero de esporos por ml (UFC/ml) e das redugles
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decimais. Os efeitos do tipo (refrigderag8o a 4°C, congelamento a
-18°C e liofilizag%o com estocadem & 4°C) e do reriodo de
armazenamento (0, 30, 60, 90, 120, 150 e 180 dias) foran
avaliados por meio da andlisze de varidncia do ndmero de €sporos e
das redugfes decinais, respecltivamente, sedundo um modelo
fatorial no delineamento inteiramente casuwalizado com trés repe-
tigbes, MNo caso da interag%o tipo x perlodo de armazenamento ser
significativa (P ¢ 0,05), o efeite do perlodo foi estudado enm

cada tipo de armazenamento.

Para as determinagfes do valor do tempo de inicio
de morte e do valor D, lotes de esporos foram submetidos & aglo
do hipoclorito de sédio em diferentes concentragles, wvalores de
PH e tempos de contato. Modelos de redrescsfo linear simples foram
ajustados para redugfes decimais em fung8o do tempo de contats em

cada uma das solugBes de hipoclorito de sédio.



4, RESULTADOS E DISCUSSAOC

As redugfes decimais' do ndmeroc de esporos de
E. subtilis apresentados nos Quadros 3 e 4, foram submetidas &
andlise estatistica através da técnica de andlise de varidncia
conforme (Quadro 5. Essa andlise revela que ndo houve diferenga

significativa ao nivel de 5% de probabilidade (P {( 0,03) nas

redugfies decimais do ndmero de esporos dos 10 lotes avaliados.

Constata-se, portanto, a possibilidade de se
produzirem lotes desses esporos com mesma resisténoia & asgdc do
cloro. Foi a padronizagdno de lodas as condigbes experimentais gue
tornou possivel a produgfo dos lotes de esporos que apresentassen
mesma resistiéncia ao sanificante. BSabe-se que a resisténcia dos
espdros e influenciada por varios fatoreé. Assim; ela varia com ©
dénero (DYE e MEAD, 1972; ODLAUG & PFLUG, 1976; 1ITO & SEEGLEK,
1980; CQDLAUG, 1981; FOELGEDING, 1983), a espécie (COUSIKS & ALLAN,
1367) e até mesmo a estirpe do micrordanismo (ITO & SEEGER,
1980)., E também afetada pela ilécnica de obtengdoc e preparo dos
lotes de wesporos como & composigedo do meio (BAYLLIS & WAITES,
1980), as condigfes de esporulassdo (FOREGEDING & BUSTA, 1983b;
GORMAN el alii, 1984b) e, inclusive, o ndmero de lavagens no
"procedimento de limpeza dos esporos (GORMAXK et alii, 1984a). Além
disso, a resisténcia wvaria se o esporo estiver seco ou E€eRm

suspensaoc (LEVINE, 1932).
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QUADRD 3 ~ RedugBes decimais do ntmero dos ésporos de RBR. subtilis

dos lotes Ay B, C, D e E apés contato com o

hipoclorito de s&dic (105 mg/l de cloro disponivel

livre em p} 9,8 e lemperatura de 30°¢C),

..._____.—_.__—-.—__._”._—-.-—-—-.-..-..—__—.-.-.--—-..-.---.-.—————-——.-.---—.._-.._...._..._
.._._-._..__._.____-__......._m—-.-.—-—-.--..--.—......‘...__._.....___.__-———--.-._---._._..._..............

Lote Repetigdo weveee o C DI Z MRS
60 90 120 140 160 180

1 0,20 0,92 2,62 3,20 3,83 4,43

A 2 0;20 Q,90 2,58 3,20 3,85 4,33
3 0,15 0,86 1,70 3,06 3,31 4,28

i O)d4 0167 2;24 2,82 3;10 4118

B 2 0,25 0,61 2,34 3,12 3,32 3,92
3 0,26 0,76 2,42 3,19 3536 3392

1 0,21 1,07 2,33 2,94 334 4,26

C 2 0,22 1,06 2,38 2,90 3,05 4,10
3 0,11 0,96 2,23 2,83 4,08 4,52

1 0;24 0,71 1,93 3,05 3;30 4,74

D 2 0,22 0,49 1,88 2,75 3,04 4,54
3 0,10 G,44 1,68 2,66 3,04 4,43

1 0,20 1,15 2,09 2,71 3,21 4,29

E 2 0,17 0,94 2,12 2,83 3;41 4521
3 0,13 0,77 2,07 2,65 3,17 4,30

g B R . _._.-......_-_.—-....._-..--.._.._....——._—..__.._..__._...—_._____.._.._._._._...._....._.._-v._
-.....-_—...-_._.‘:...--—_......__--.....-...._—.__.._—.—_..-_-.._.._.--.___._...-._....._.—.-—_._..._.._-..._ ..... ==



dos lotes F, G; K, I e J apés contato com o
hipocloritlo de sédio (105 mg/l de cloro disponivel

livre em pH 9,8 e temperatura de BOOC).

R T O T T I o e I T R I T T N Tm It S A St S S i ot e mm e e S ST e Y v e S e G o = e S e S i e — v " - "
R e e R e s - T - -t T -+ 1 3 % -F-3

Lote Repeligdo -~ rmeemcm e e
60 90 120 140 160 180
1 ¢, 38 0,50 1,79 3,02 3,35 4,34
F 2 Q0,26 0,33 1,78 2,98 3:;39 4,17
3 G,28 0,45 1,81 2,91 3,39 4,4¢
1 0,15 0,72 2,18 3512 3,52 4,31
G 2 0,14 0,74 2,23 3,01 3,36 4,03
3 0,21 0,61 2,32 3,22 3,73 4,39
1 0,20 0)94 2,37 2)9? 3:69 -
}{ 2 0,15 1,09 2,37 2}95 3,69 -
3 0,10 0,94 2,36 2,97 3,62 -
1 0;16 0,86 1,98 2,57 3,58 4,58
1 2 0,18 0,93 2,01 3,82 3,73 4,22
3 0,01 0,32 1,96 2,33 3,48 4,77
! 0,30 1,06 2,33 3:09 3,47 4,28
J 2 0,24 1,10 2,42 3,11 3,42 3,97
3 0’28 0;97 2:39 3111 3;5 3)93



QUADRO 5 -~ Antlise de variancia das redugbes decimais do ndmero

de esporos de B. subtilis dos lotes A, B, C, D, E, F,

G, H, 1 e J recém-preparados,

apds contato (60, 90,

120, 140, 160 e 180 minutos) com o hipoclorito de

sddio (105 md/l de cloro disponivel livre em pH 9,8 e

tenperatura de BOOC).

T T T T T T P - -t - -t

1,1117

1,0817

Q.M. F
0,1235 2,28 ns
0,0541

—— i ——— ———— S ——— P G - . W G = Al S S e WS SmS S N A MR T M G GRC S T A4 St ST A S G A R M S M S S S - S e oo o e

359,8393
3,5630

771,6417

71,9720 9, 05%
0,0792

7,9551

- - " —_— T " T e A" . - - L W e M o Sl e S S G W G m e S ST GTA G S Svh SCM SN MM S Ll M SR S s e ln o R Sm S

FnVu GILl
Lotes de espocros (L) 9
Residuo (a) 20
Tempo de contato (TC) 3
Interag8o (LXETC) 45
Residuo (b)) 97
Total 176

— " o " —— - 4 . . . — . P A TS SRS W e R Gt RS N R e S SR GSe W T MM SR S SR SN MM G S s S S S ST S s ol e e

T L T L L -
et L 1 1 - R o e e et

ns - N&o significativo aoc nivel de 5%

(P ¢ 0,00).

de probabilidade

¥ - Sidnificativo aoc nivel de 5% de probabilidade (P ¢ 0,03).
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.Por isto, neste experimento procurou-se minimizar
a influéncia desses fatores. Assim, com relagfo aos microrgda-—
nismos, foram escolhidos os esporos de B. subtilis ATCC 19659.
Estes esporos apresentam caracteristicas desejiveis como avalia-
dores da eficiéncia esporicida das solugles cloradas. Eles
crescem en condigfes aerdbias, nfo s8o palodgénicos e n&o apre-
sentam nenhuma dificuldade na produgfc,; recuperag%o e estocadenm
que 580 algumas das caraclerlsticas que se procura num indicador
bioldégico (HOXEY, 1985). Também por serem aerébios; os esporos de
B. subtilis ATCC 19659 s&%c mais resistentes a agdo dos compostos
clorados do que os anzerdbioe (DYE e MEAD, 1972; ODLAUG & PFLUG,
1976; ODLAUG, 1981; FOEGEDING, 1983), 3 exce¢foc do didxido de
cloro (FOEGEDING, 1983; FOEGEDING et alii, 1986). Alén disso,

esse esporo & um dos indicados no mélodo descrito pela AOAC para

avaliar a agfo esporicida de agentes gquimicos (EHGLER, 1984,

Também a técnica de preparo e oblengfo dos esporos

de B. sublilis foi a mesma para cada um dos lotes produzidos.

Unr outlre fator controlado foi a intensidade da
agdo das solugles cloradas. Para isso, usou-se o hipoclorito
de sddio, composto clorado amplanmente aceilo nas inddstirias
de alimentos, na concentragde préxinma de 100 mg/l de cloro
disponivel livre recomendada para o procedimento de sanificagéo
de superficies (LEITAU, 1976; BANWART, 1980; FOEGEDING, 1983;
BFASIL, 1984; LOPES, 1986). As recomendagles para uso das
soclugbes cloradas deralmente n&%oc indicam o pH. Por isso, no

experinento, optou-se por 9,8 que & um valor de pH prdxino
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daquele das soiu@ﬁes de hipoclorito de sddio em concentragles de

100 mg/1 de cloro disponivel.

Em sintese, o0s resultados permitem concluir que &
possivel se obter lotes de esporos de B, sublilis produzidos em
tempos diferentes, que apresentem uma mesma resisténcia & agdo do

clore. Para atindir esse objetivo, ¢ fundamental que todas as

condizbes de esporulagfio sejam padronizadas.

Por outre lade, em fung8o da andlise de variadncia
do Quadro 5 obtém-se, a partir de todos os pontos experimentais
dos Quadres 3 e 4, uma redress&o linear (P ¢ 0,05) para todos os
Jotes: Y = 0,0351X - 2,073, onde Y representa redugfes decimais e
X os tempos de contato, em minutos, do esporo com o sanificante.
Esta regdgrecsfo aprecenta unm rz de 0;95 e, por issoc, pode-se
afirmar que 95% da variag&c das redugfes decimais do ntmeroc de
esporos de K. sublilis é explicada pela variag8oc no tempoc de

centato com o cloro.

Constata—-se pela regressfo e pela sua represen-—
tagfo drafica (Fidura 4) a existéncia de um periodo inicial em
que o contato do cloro com os esporos n&o reduziu, em nlveis
consideriveis, o ndmero dos micrordanismos. Isso & facilmente
notado, pois a ocurva de destruigc8o que a redress%o descreve,
intercepta o eixo referente aoc tempo de contato num ponto fora

do zero.

Essa resisténcia dos esporos & agdoc do cloro,
verificada no inicio do tratamento, provoca em desvio da forma

lodariimica da curva de destruigdo (CERF, 1977) que passa a
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5,0 —

ES
e}
L
~
n

0,0351X - 2,073

r2 = 0,95

25 — -=

REDUGOES DECIMAIS

2,0 —

0 I I l 1 | ! l 1 l
(o] 20 40 60 80 100 120 140 160 80 200

TEMPO DE CONTAYO (min.)

FIGURA 4 - Regressao linear das reducgoecs decimais do nimero dos es
poros de B. subtilis apds contato com o hipoclorito de
sédio (105 mg/l de cloro disponivel livre em pH 9,8 e

temperatura de 30°C).
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apresentar uma fase lag. Este desvio tem sido observado para
diversos compostds clorados e ¢ conseqliéncia da recisténeia a
agdo desces adentes quimicos que a cebertura confere xos esporos
bacterianos (JONES Jr. et alii, 19&8; DYE & MEAD, 1972; WANG et
alii, 1973; WYAT & WAITES, 1973 e 1975; KULIKOWSXY et alii, 1975;
GORKANN et alii, 1983; TFOEGEDING et alii, 1986). Porén, a fase
lag tende a desaparecer & medida que as solugbes cloradac se
tornam mais concentradas (JONES Jr. et alii, 1968; FOEGEDING et

alii, 1986).

A partir dessas dbservaeﬁes e da redressfio linear
foi possivel obterem-se pardmetros importantes para se avaliar a
ag¢do do cloro sobre os esporos de B. sublilist o tempo de
infcio de morte e o valor D. O tempc de inlcio de morte & uma
estimativa da ~fase 1lag j& mencionada € o valor D & o tempo
necessario para que a sclugfo clorads, nas condigles
experimentais avaliadas, reduza o¢ ntnero de esporos em 90¥
- equivalente a 1 redvefo decimal! - e & ohtido da parte da curva

de destruiglo onde a morte dos esporos & lodaritmica (HWANG et

alii, 1973).

Assim, o tempo de injcio de morte € o valor I dos
esporos de B. sublilis podem ser determinados a partir da equaglo
obtida (Y = 0,0351% -~ 2,073). O tempo de inicioc de morte & aquele
estimado ne mnmente em que a reta descrita pela regress8o
~intercepta o eixo relativo aoc tempo de contatec. KXo ponto de

intercessdo o valor de redugdo decimal (Y) & zero. J& o valor D &

estimado. pela diferenga entlre os tempos necessadrios Para se
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oblerem redugdes decimais consecutivas ou relo inverso da

inclinagdo da reta descrita pelaz redrescdo.

No experimento, o ‘tempo de inicio de morte dos
esporos de B. sublilis foi de 59,06 minutos enquanto o valor D
foi de 28,49 minutlos. E importante salientar que resultados muito
préximos aos mencionados sfo encontrados quande se aplicam aocs

dados experinentais as fdrmulas empiricas para se avaliar a a¢%o

do calor, propostas por HAYAKAWA (1982).

0 Quadro 6 mostra as equagles de redressfo e o
Quadro 7 relaciona os tempos de inlicio de morte e os valores D
para os esporos de B. subtilis de cada um dos lotes avaliados.
Observa-se que os tempos de inicio de morte ficaram entre 64,36
minutos para o lote D & 52,05 minutos para o lote J. Os valores D

apresentaram uma variagfo entre 30,58 e 26,38 minutos relatjvos

aos lotes J e 1, respectivamente.

Pur outro lado, verifiva—-ze que & redreszdo

o

representativa de todos os lotes avaliados (Y = 0,0351% - 2,073)
estima com bastante precicfo, ao comparar-se com 05 resultados
experimentais, a redugdo do nimero de esporos de B. subtilis.
Assim, observa-se no Quadro 8 que as redugbes decimais médias de
todos os valores experimentais e os calculados pela redressfo cXo
Praticamente iduais para 120, 140, 160 e 180 minutos de contato
entre o0 cloro e os esporos. As redugBes experimenlais e as
calculadas s&o, respectivamente, 2,19 e 2,14 para 120 minutos;

2,95 e 2,84 para 140; 3,45 e 3,54 para 160 e 4,29 e 4,25 para 18¢

rinutos. Porém, para os tempos de contate de 60 e 90 minutos ha
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QUADRO 6 - Equaglies
ndneroc

recém—-preparados, apds

sbddio (105 md/]1 de claoro disponivel livre em pH 9,8

tenperatura de 20°¢).

e e b =

Lotes dos

Equaglies de redressioX

esporos
A Y = 0,0362%
B Y = 0,0328%
C Y = 0,0344X
D Y = 0,0364%
VE Y = 0,0337%
F Y = 0,0358%
G Y = 0,0359%
H Y = (,0361X
I Y = 0,0379%
J Y = 0,0327X

T T T T T T 13- -

¥ - Todos os coeficientes de X sdo

de probabilidade (P ¢ ©,05).
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de esporos de B.

contato com o

de redrescfc linear das redugfes decimais do

suktilis

nos diversos lotes
hipoclorito de

e

Valores de r2

2,102 0,87
1,831 0,96
1,934 0,98
2,361 0,96
1,963 0;96
2,259 0,97
25160 0,99
2,086 0,96
2,416 0,93
1,702 0,98

sidnificativos ao nivel de 35X



QUADRO 7 - Valores do tempo de inlcio de morte e valores D,

obtidos das equagles das redressbes, dos esporos de
B. subtilis dos diversos lotes apbs contato com o

hipoclorito de sdédio (103 wg/)l de cloro dicsponivel

livre em pH 9,8 e temperatura de BOOC).

Lotes dos Tempos de inlcio Valores I
esporos de morte (min) (rin)
A 98,07 27,62
B 55,82 30;49
C 56,22 29,07
D 64,86 27,48
E 58,31 29,67
F 63,10 27,93
G 60,17 27,85
H 57,78 27,70
I 63,80 30,58
J 52,08 30,58
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QUADRO 8 -

Redugles decimais experimentais (RDE) do ntmero de
ecsporos de B. sublilis apbds contato com o hipoclorito
de sdédio €103 mg/l de cloro disponivel livee em pH 9,8

e lemperatura de 30°C) e redugfies decimais obtidas

pela redressfo (RDR), ¥ = 0,351% ~ 2,073.

RDE RDR
(nin)

60 0,20 0,03
90 0,80 1,09
120 2,19 2,14
140 . 2,95 2,84
160 3,45 3,54
180 4,29 4,23
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uma considerdAvel diferenga. MNestes casos as redugles decinmais
experimentais s8%0, respectivamente, 0,20 e 0,80 e as calculadas

0,03 e 1,09.

Além disso, a redress8c oblida, sem levar en
concideragdo ns lotes (Y = 0,0351¥ - 2,073), foi inportanle para
se determinarem as condigbes para os denais experimentos. Assim,
foi a partir dela que se estabeleceram o tempo de inicio de morte
(59,06 minutos) e o valor D (28,49 minutos) usados no experi-
mento que avaliz o efeito da concentragdoc e do PH n&a eficiéncia
das solugBes cloradas sobre os esporos de B. subtilis. Tambén,
f0i através dessa regressio linear que se determinou o tempo de
contato de 14% minutos entre o cloro e os esporos veado no

experimento de avaliagio da estabilidade da resisténcisz dos

esporos & agloc do cloro durante o armazenamento.

A opgi%c por esse tempo de contato {145 nminutos?
fundamentou-se na andlise do Guadro 8. Ele corresponde ao tempo
necessario para se obterem 3 redugles decimais no numero de
ecporos de B. subtilis. Este indice enconira-se dentroe da {aixz
de morte logdaritmica dos esporos onde os valores calculados
c%0 muito proximos dos experimentais. Tambeén, ¢ um indice de
redugic que se localiza num ponto da curva de destiruigdo afastado
da fase la¢ ou da cauda. Além disso, a redugdo de 99,%% (3
redusfes decimais? diminui o ndmero inicial dos esporuvse na
-suspenséo proximo de 109 UFC/ml para valores em torno de 106

UFC/ml que s8¢ facilmentle enumerados pelo plaqueamento das

diluigbes 10°% ou 107°.
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0 tipo de armazenamento (refriderados a 4°¢C,
congelados a -18°C e liofilizados/4°C) e também o periodo (Tempo
0, 30, 60, 90, 120, 150 e 180 dias) apresenlaram diferengas
significativas ao nivel de 5X de probabilidade (P ( 0,05) quando
se avaliaram cs lodaritmos decimais dos ndmeros de esporos nos

lotes R, S e T (Quadros 9 e 10).

No entanto, sob o ponto de vista prdatico, qualquer
tipo de armazenamento pode ser considerade adequado Ppois o
objetivo de manter o nimerc de esporos dos lotes avaliados enm
torno de 100 UFC/ml foi atindido. Constata-se, pelo Quadro 11, que
as médias doé nimeros dos esporos liofizados, refriderados e
condelados foram, respectivamente, 1,51, 1,48 e 1,32 x 10

Urc/ml.

Ja com relagd3oc ao periodo de armazenamnenlo ’
verifica-se que ha diferengas detectadas nos lodaritmosz decimais
do ndmerc de esporos de B. sublilis sob congdelamenlc e liefili-
zados (Quadro 10). Essa diferenga n&o foi constatada para os
esporos refriderados a 4°C cujos ntmero: permaneceram entre 1,41
e 1,358 «x 109 UFC/ml no perlodo de armazenamento de 180 dias
(Quadro 12). Quanto 20s esporos congdelados a ~18°C observou-se
" uma tendéncia de aumento do nimerc de esporos viiveis & medida

que se prolondou o armazenamento. Este aumento fica caracterizado

prinoipélmente nas avaliagBes dos periodos de 150 e 180 dias
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QUADRO 9 - Lodaritmo decimal do ndmero de esporos de B, subtilis

dos lotes R, S e T armazenados sob diferentes tipos e

periodos.

T Tiro de  Perlodo de  Logaritme decimal
armazenanento armagenarento - e
(dias) Lote K Lote S Lote T

Tempo © 9,14 9,27 9,14

30 9,17 9,14 9,17

4°C 60 9510 9,12 9,23

em ¢glicerol e adua 90 9,14 9,18 9,19
(15 : 8%5) 120 9,21 9,16 9,18

150 9,18 9516 9,16

180 9,17 9,19 9,24

Tempo € e,99 8,96 9,01

30 9,05 9,10 3;04

-18°¢C 60 9,14 9,12 9,10

en dlicerol e &dua 90 9,14 9,16 9,04
(15 : 83) 120 9,16 9,16 G,0%

130 9,17 9,25 9,25

180 9,15 9,20 9,29

- - —— - S - S — T f— —— Y —— - " P W W e e e . — . —— - S U - S S SWD Ses T RO S — — A A —- G ATy W B G A S D S S S —

continua...
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Continuag %o Quadro 9,

" — o . — - S . A Wem S S S S SRS M e - S — VL S - B T R e Gt G e A% SON G G G et W WD GVE W L G W G S A e M. P AR G e S S e

Tenpo O 9,23 9,33 9,26

30 9,01 9,16 9,08

liofilizados/4°C b0 9,21 9,20 9,16
em tampdo fosfalo 90 9,20 9,23 9,20
M/15, pH 7,0 120 9,06 9,20 9,16
150 9,12 9,26 9,18

180 9,12 9,17 9,15

e v T - " mr— " — — —— Y5 W= SmA S b AN S A R A e LA S G SRS S N G e WAY SAY W T Gl Sme U e mw WY W M M S SSm e T S SnY SUe M e s m e Swe S S gV e eme Tms Sow e T DY
N N T T T R I N I N N T T S T I N N N N N N S N R S S R R T s s T s m RS - -
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QUADRO 10 - Anilise de vari&ncia do lodaritmo decimal do namero

i o = oy @ e e m—
43—~ P g

de esporos de B. subtilis armazenados sob diferentes
tipos fa 4°C e a -18°C suspensos em glicerol e 4dua
(15 : B85) e a 4°C liofilizados em tamp%o fosfato
M/15, pH 7,01 e perlodos (O, 30, 60, 90, 120, 130 e

180 dias).

— v " S T —— g Wt e A p e Sy T L Fr e S SAr S W N W Sw T Smt SGn S L M Gme S M Smr mm T S SO S W 4w mm g ww we T e wm 2%
NN N S T T T N O S N N N T N T N S R R R R N S s T T m e m SR Em s~

F.V. G.L. S.0. g.M. F
Tipo de armazenanmento 2 00,0381 00,0190 8,26%
Perlodo de armazenamento/4oc 6 00,0051 0,0008 0,35ns
FPeriodo de armazenamenta/—iBOC [2) 00,1220 00203 8,B4%
Pertodo de armazenamento/4°0 L & 0,0650 00,0108 4,469%
Residuo 42 0,0973 0,0023
Total 62 0,3275

———— o —— - ——

ns ~ H%o s

(P < O

¥ — Signif

SRR g Ry

-~ —— " — = P T o A B o T S — Y W M Gn AT - ) S G G A S SO T M S G T A LS L % S e S RS S

o v . ooy o Tt e o e W WAY S v v M S e Sme S St G W gme N G G S Yer T Sn SN T S NS IN IS I SN ST

ignificativo ao nivel de 5% de probabilidade

1 03).

icative ao nivel de 5% de probabilidade (P ( 0,005),
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RUADRO 11 - Meédias do lodaritmo decimal do nlmero de esporos de

B. subtilis armazenados sob diferentes tipos.

- o G Wy W v S R b TaD e A M AR PO M SES S S wA S S St T M V7 S S e S S S hu G MM S GEe NS SR Smm S GuY Wme Sww W TR T e T T
e T N N N N N NN T R N N N R N I R N L S S S S R S R S SN NS n ==

Tipo de UFC/ml
9 Lodaritmo decinmal
armazenamento (x 107
Liofilizados/a°C 1,51 9,18
4°¢ 1,48 9,17
-18% 1,32 9,12

T N T N T I N o I I N N N S N N NI S N L L N L I S ST s S  E S S R m e s m -
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QUADRO 12 - Ndmero de esporos de B, sgubtilis armazenados sob

diferentes tipos e perlodos. Hédias dos lotles
R; SecT.
reriodo de . Nemero de esporos
arnazenamento UFC/ml (x 109)
(dias) 3% “18°  liafilizados/4°c
Tempo 0. 1,51 0,98 1,86
30 1,45 1,15 1,20
_ 60 1,41 1,32 1,35
90 1,48 1,29 1,62
120 1,51 1,38 i,38
150 1,48 1,66 i,35
180 1,58 1,62 1,41

-_.--_.-.—._...‘-.—-._—..-.-——.-n.—..._———.u_-—.—-.._-.—-——_..—-.._-—.-.'.-.w-..;—...-..-._—-
—..——_.-_..._..._-_.—_.—___.—.__._._._—_.__.._.——.—.—-—_—.—_—-.—__._._..._--_.—.-_-...--..
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quando o ndmero inicial de 0,98 X 1&; UFC/m} atinde, respectiva-

mente, 1,66 e 1,62 x 109UFC/m1 ( Quadro 12)., Verifica-se, tambén,
que os nodmeros dos esporos liofilizados apresentaram como
caracteristica uma maior variac&6 nos diversos periodos de
armazenamento particularmente se‘comparados aqueles sob refrigde-
ragdo. 0 ndmero dos esporos liofilizados variou enire 1,20 e
1,86 x 109 UFC/ml nos perlodbs de armzzenadem avaliados. Foram os
periodes de 30, 120 e 180 diae que apresentaram nimeroc de

esporos mais baixos (Quadro 12).

A tendéncia de aumento do ndnero de esporos
vidveis com armazenagem sob congelamentoe pode ser explicadsa.
Hormalmente, uma parte dos esporos de uma suspencfo ndo germina e
permanece com estado de dormréncia dependendo das condigdes
experimentais em que s&o enumerades (BAYLLIS et alii, 1981). Uma
maior ou menor dermina¢do depende, entre ouilros fatores, da fornma
de ativagfo dos esporos gue constitui a primeira etapa de suas
conversfes enm cdlulas vedetzilivas (EBLOCHIR & BUSTA, 1983; COCK &
PIERSON, 1983; GSNEATH;, 1986). A ativagdoc pode nd&o apresentlar
alteragBes nas propriedades dos esporos mas, na mailoria das
vezes; ¢ indispensdvel para ocorréncia de dermina¢doe. For oulro
lado, <cabe-se que a idade (COOX & PIERSOH, 1983; SHEATH, 1986) e
também o armazenamento a baixas temperaturas (COBK & PIERSOR,
1963) contribuen para ativagdo de esporos dormentes, aumentando o
nimero de esporos germinados. Fundamentado nesltas observagles, ¢
.razoavel supor que o congdelamento a -18°C associado ao rperiodo de

armazenanento (idade dos esporos) poderia estar ativando esporcs
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que antes permaneciam em dorméncia e, por ndo derminaren,; ndo

foram enumerados nas condig8es experimentais utilizadas.

Por outro lado, a maior variagdo do ndmero de
esporos Vviaveis comr armazenadem sob liofilizag¢30, <gquando compa-
rados aos refrigerados, pode ser objeto de especulagio. Deve-se
considerar que os esporos licfilizados s8%o0 muilo mais manuseados:
além de receberem o ftratamento de liofilizag3o gque poden
afetid-los de forma diferenciada, dependendo do estade fisioléddico
em que se encontram, eles necessitam de uma ressuspensdo em agua
destilada ou solugfo tamp&%oc apropriada antes de se executar o
procedimento de contadem em condigles experimentais adequadas.
Sem davida, @este maior manuseio pode implicar em variagles no

nimero de esporos viikveis.

Também o tipoc e o perlodo de armazenanento
aprecentaran diferengas significativas aoc nivel de 3% de probabi-
lidade (P ¢ 0,05); quando se avaliaram as redugfies decimais dos
némeros dos esporos de B. subltilis submetidos &s solugles con

105 mg/)l de cloro disponivel livre, em pH 9:8 e tenpo de contato

de 145 minutos 2 30°C (Quadros 13 e 14).

A média das redugbes decimais dos ndmeros dos
esporos armazenados sob condelamento e liofilizades foi maior do
que aqueles sob refrideragfo (Quadro 13). Verifica-se, pelo
_Quadro 13, que‘foram os periodos de armazenamento de 150 e 180
dias para os esporos condelados e os de 120, 150 e 180 diasg para
os liofilizados que causaram esta diferenga na média por apresen-

tarem reduebes decimais mais elevadas.
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GUADRO 13 - Redugbes

decimais

dos

ntneros dos

esporos de B.

sublilis aprbs serem submetidos & agko do hipoclorito

de so6dio (1035 mg/1i

de

cloro

disponivel livre, pH

9,8 e tempo de contato de 1435 minutos a 30°CH. -

S . A S - e = o S S B WS4 S Smn Se WS M v e S T S e WA AVy S M SAY m S St St e Wee Sv S s vy WA S A M e W S A WS SmS W Ly G2 dw W W Gan e S e e e Sww mer
R N L L N I T I N S S N N S S RN N N N S N S L I N R S N I T N S S ST RS s S s ST msmo o mmrsmEs

Tipo de

Periodo

armazenamento

(dias)

de

o - gt - ——— e — o o

R e e ey - L T Y ]
R gt R iR B i en R oo i v i oAt a8 R r R RS S

4°¢

em glicerol e dgua |

(15 : 83)

Q0
120
130

180

e i S S e e P G S G R s T W . S S S . T A S G S T S G TS e S . = SO S ST S A S GES TS MDY LTE W S VRS S e Sl SUR S e Aem e S A o

-18°C
em dlicerol e &dua

(153 : 83)

120

2,60 2;953
2,48 2,63
2,73 2;51
2,46 2,57
2,62 2,62
2,73 2,52
3,46 3,97
2,95 2:79
2,67 2,71
2,30 2,82
2,97 2,35
2,65 3,01

- . i ma . St - T . T S — Y e G . —— . f— - — S~ - - e T W —— T G T > G T GV Sy e Gue (S e S S M S e wwe S

continua...



Continuvasdo Quadro 13.

- e — - — Gt S G - G S A e M M MR AP SR s S M SER S WM M G e G S Cm S A A e e G i Gl i - W G She A D e . - e S e ame e S

Tenpo O 2,71 2,82 2,86

30 2,92 3,06 2,96

liofilizados/4°C &0 2,77 2,82 2,080
em tampdo fosfatlo 90 2,23 2,97 2,68
H/15, pH 7,0 120 3,83 3,44 3,56
150 > 9,12 Yy 85,26 > 5,18

ige > 5,12 Y 5,17 > 5s15

- > > AR Niiw SV S Gy v B T e e S T T W ML Ay AN A TI Sl St SR S S Sk Ry S Seh Ae St SMn Sl She Y e am S e Sm Serr Lhh S Sie G T S e W S e SSm A UL Ame G S W Jas W W Smm W
T T N N N N T T T N N N T N N N N N N N N N N T N L L L L N N R R S S S L s R T S s s s s mmm e

76



QUADRO 14 -~ Andlise de

varidncia das reduglbes decimais dos

ndrmeros dos esporos de B. subtilis apbe seren

submetidos ao hipoclorito de sédic (105 mg/l de cloro

disponivel 1livre; pH 9,8 e tempo de contato de 145
minutos a 30°C) e armazenados sob diferentes tipos
(4°C, -18°C e liofilizados/4°C) e perlodos (0, 30,
60, 90, 120, 150 e 180 dias).
F.v. G.L. 5.Q. G.4. F
Tipo de armazenanmentio 2 77,6213 3,8106 138, 6%
Periodo de armazenamento/4°C 6 1,8760 0,3127 11,37%
Periodo de armazenamento/-18°¢C 6 27,4978 4,3830 166, 65F%
Pericde de armazenamento/4°C L F2) 22,5954 37659 136:94%
Recsiduo 42 11,1560 00,0275
Total 62 60,7465
Coeficiente de variagdo 5,09%

=XXmans=sT

o - o s G- o G SrY e M - - Gt SN A Ai WM i e W SN wma M ma vt e Svw M S Gmw LM G VA O W MMS STL Sve AT S o e emm o T S B wo
T T T I T S T I L N T N L NN T N N L S T N Sl S N T N S s s r et c=m -

¥ Sidnificativo ao nivel de 5% de probabilidade (P ¢ 0,05).
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QUADRG 15 -~ Média das redugbes decimais}dos ndmeros dos esporos
de B. sublilis apbs serem subretlidos ao hipoclorite
de sodio (103 mg/1 de cloro disponivel livre, pH 9,8

e tempo de contato de 145 minutos a 3006) e armaze-—

nados sob diferentes tipos.

S S A s S St Ao St i S ¥ S s e maY Was Ere SR M e N GE A S A A s . o o A W g M e are mm wme =
R N S N N N S S R R s S S T o o oo oSS mss s

g e g g
R I S T N N S N I NS S I T N A R S S T o s RN

Liofilizados/4 C 3,59
- 18°% 3,41
4 °¢c 2,78

g e e mw e e wr
T . —— e e o S0t S Eis v e e fme A M e e M S e T e wm e M w we
gt —F i i S S R R S P S P IS I
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Constata—se, também, que os esporos refriderados a
4OC n&o alteraran suva resisténcia 4 agdo do cloro por um periodo
de 150 dias de armazenanmento, mantendo-se numa faixa de 2,62 a
2,69 redugfes decimais. Entretanto aos 180 dias de armazenagdem
esses esporos j& apresentaram uma 9queda acentuada emn sua
resisténcia com as redugfes decimais atindindo a niveis de 3,51

(QUADRO 16).

Jd oc esporos sob condelamento mantliveram & mesnha
resisténcia & agde do cloro por 120 dias de armazenamentos, numa
faixa entre 2,64 e 2,72 redugfies decimais. A partir dai, esses
esporos cofreram uma brusca perda de resisténcia quando as

reduglies decimais tornaram—-se superiores a 5,0 (Quadro 1l6).

Os esporos liofilizados foram aqueles que mais
rapidamente perderam a estabilidade da resisténcia &ao cloro
durante o armazenamentc. A resistéuncia ao cloro nessa condigdo de
armézenamento perraneceu a nmespa até 90 dias com as reduelies
decimais variando entre 2,63 e 2,98. Esses valores atindiram
3,61 aos 120 dias e aumentaram bruscamente para indices csupe-
riores a 5,0 redughes decimais apés 150 e 180 dias de armazena-

mento (Quadro 16).

Essa qﬁeda acentuada de resisténcia dos esporos A&
ag%o do cloro a partir de determinados perlodos de armazenagdem,
4provayelmente se relaciona a alteragBes ocorridas na cobertura
dos esporos aumentando sua permeabilidade ao agente qulimico.
Sabe-se que a cobertura do esporo & a.camada protetora contlra a

agfo do cloro (WYATT & WAITES, 1973; KULIKOWSKY et alii, 1973;

79



QUADRO 16 ~ Hédias das redugdes decinais dos nimeros dos esporos
de B. subtilis apds serem subnetidos ao hipoclorito
de sédio (105 mdg/l de cloro disponivel livre; pH 9,8

e tempo de contato de 143 minulos a 3&)C) € arnaze-—

nados sob diferentes tipos e periodos.

ot s O Wt T o - A Sy S E bAm A Mt WA S R S S T S Tt S S e s b T e Bam Bl S e ELE S Srm e Seh Ha e AR NS MR T Sl SER M R Sem s Sl SUS S Yme Saw B
N T I I D I N R N N R N N I N I N N T L S N I N S S S s s o= =

Periodo o o o
de 4 C ~-i8 C Liofilizados/4°C
Armazenamento
0 2,64 2,65 2,81
30 2,62 2,65 2,98
60 2,67 2,70 2,80
90 2,64 2,71‘ 2,63
120 2,68 2,72 3:61
150 2,69 > 5,22 ¥ 5,15
i80 3,51 > 5,21 > 5,19

o e om s b e T S v e e G W e G S e e G W PV SRS S et Mt WP MR Lvw M4 Sam Y Sah ST ML G e SR SN S0 SvE AU THe THM SNG gvm M W TN S TN Sw e om 4 om oT
e T T T N N I N T N N N RN N R R N N R N L L N R N S S T S S m s S r e mw m-=—-
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ODLAUG, 1981;  FOEGEDING, 1983; FOEGEDING & BUSTA, 1983aj;
FOEGEDIKG et alii, 1986), assim como sua auséncia e sua falta de
integridade aumentar o efeito letal do esporicida (UWYATT &
WAITES, 1975; FOEGEDING et alii, 1986). Portanlo, ¢é possivel
supor que o envelhecirento (COOK & PIERSON, 1983; SNEATH, 1986)
tenha contribuido para alterar & permeabilidade e a susceptibili-
dade decs esporos ao cloro. Os esporos congdgelados e os liofili-
zados; por receberem tratamentos adicionais que provocam nais
injdrias, comparados aos refriderados, tornaram—se mais rapida-

mente sensiveis ac adente quimico.

Diante de todos os resultados, conclui-se que a
melhor forma de armazenamento dos esporos de B. subtilis, nas
condigles avaliadas no experimento; gquanto a estabilidade do
ndmero de esporos e da sua resisténcia ao cloro foi a
refrideragdo a 4OC. Necssa condigdo de armazenadem; zlém do nilrero

ter permanecide constante durante o periodo dos 180 dias

avaliados, a resisténcia ac cloro ficou inalterada por 150 dias.

Entretantlo, ¢ uso das suspensfes de esporas sob
condelanentoc ou liofilizados & perfeitamente aceitdvel desde gue
os perliodos de armazenadem sejam no maximo de 120 e 9C¢ dias,
respectivamente. MNesse caso, considera-se que as diferengas
detectadas no ndmero de esporos ocorridas nessas condiglies de

armazenadem ndo sejan relevantes.

Finalmente, ¢ bom salientar gue os resultados aqui
mencionados &80 compativeis com os disponiveis na literaturza.

Apesar dias diferentes condigfes experimentais dos vdrios pesqgui-
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sadores, considérando—se a metodolodia, o indicador biclédico e o
agente esporicida avaliades, entre outros, as pesquisas 1iém
demonstrado a estabilidade do ntmero de esporos (MARSHAL, 1963;
HARNULV et alii, 1977) e da sua resisiéncia durante o
armazenamentio para alduns agentes esporicidas, como cloro
(LEVINE, 1952), Agua oxidenada e &cido peracético (LEAPER, 1988),
6xido de etileno (REICH; 1980) e calor (HARNULV et alii, 1977;

ODLAUG et alii, 1981),

4.3. EFEITOS DAS VARIAGOES DA CONCENTRAGAQ E DO pH

A partir das redugBes decimais do ndmero de
esporos de R, §g§§i;i§ mostrados nos Quadreos de 17 a 23 foi pos-
sivel determinzrem—-se as redgressfes lineares do tipo‘Y = a¥X + by
onde Y representa as redugfes decimais e X os tempos de contato

do cloro com os esporos para cada solugdo nas diversas

concentragbes e valores de pH (Quadro 24 e Fiduras de 5 a 11>.

Das redressfes lineares obliveram-se o3 tempoc
de iniciec de nmorte e os valores I' indicados no Guadro 293.
Verifica~se ao compararem—-se os resultadss que os valores decses
paranetros diminuiram guando ocorreu um aumento da conceatragdo
ou uma diminuisg%o do pH das solugbes cloradas. Para as concen-
"trag8es de 50, 75, 150 e 200 mg/1 de cloro disponivel livre em pH
constante de 9,8 os tempos de inicio de morte foram, respectiva-
mente; 134,95, 91,03, 49,28 e 36,01 minutos enquanto oS

valores D foram 46,30, 36,76, 16,37 e 9,89 minutos. Ji& as
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QUADRO 17 - Redugfes deci

subtlilis dos

mais do ndmero dos esporos de R.

lotes L, ¥ e N apls contato com

hipoclorito de sddio (pH 9,8 e lemperatura de 30°C)

na concentrae¢do

R

B S e et A yem v A o W e i sy el o e e wm
SNSRI NmIT SRR TEEERERSSS

T e mr mee me e e em S e e e e oy vew e o

de 50 mg/1 de clero disponivel livre.
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QUADRO 18 - Redugles decimais do nlmero des esporos de B.

subtilis dos lotes L, H e N apbs contate com o

hipoclerito de sddio (pH 9,8 e temperatura de 30 °C)H

na concentirag¢do de 75 mqg/l de cloro disponivel livre.

- o O e e S o Tl o F R Ry oy

W e " ot A T A . . D - " =D Sho mat . — . o= - % W ] G - — - —— - - — — - — = -

S T N T R S T T D I W TS S ww euh v mmuw a1 aom Sea Sum er AZ W SR A mar Gt s ST S Y W A MRS €U S Al GV e S MY A G S S T T e T Cw T A v A8 e e s e dm
R R R R R m s e s N T s S NN S SN S S S T T T o S N T S S S NSNS T ST n N s =

S e Te s M i e o i Gk s A T T T B TeE TUE Sma A o e i Mme S e S A S e e e il ke M S W S G Y. Pwe T A SR S e e e m S St e e i T e TAm e ime awn mem o
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QRQUADRO 19 - Reduglies decinmnais

subtilis dos lotes

do

ninero

L;

2 N apbs

dos

esporos

contato

hipoclorito de sddio (pH 9;8 e temperatura de

na concentragdc de

livre.

de

cloro

disponivel

de

con

30°¢C)

P T L Y Y T b o -t T

A St et S S S W M Y S e S MR A e Ave A P M Sun GEm S EEC g G Am Ao aum e o S A ) M e e B8 G G S TEe WA M S S S ANt S S S A% Mw TR S Swe e we San
T TN N S N N N N I T T N L N N T S T N N N S S R S S T ST R N N s RSN o o S Ems s

8¢ 2,44 2,45 2,37 1,74
35 3;03 3,56 3,40 2,69

110 3,90 4,04 4,02 3:350

150 mg/1
Lote H

2a R 3a R
0,12 0,14
0,53 0,58
i,68 1,72
2592 Z,83
3;56 3,49
4,22 4,06

ot ey > A o bt e T S by Smw v YR SR S SR dv 6 NeA S A St S SR Wt Sam St S Tuw Sut i Ay St W e TE mm S Sme e W SmS S S TR mm SWY W Tay M W v o Y
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QUADRO 20 - Redugbes decimais do ntmero dos esporos de B.
subtilis dos lotes L; N e N apés contate com o
hipoclorito de sddic (pH 9,8 e temperatlura de 36°¢)

na concentragéo de 200 md/l de cloro dicsponivel

livre.

e - e L P - P e e - P I L - Tt P - T ]

- W= S e S - .-

B e

P e T T L T T P Y - - %

90 1,40 1,10 1,09 1,18 1,29 1,21 1,24 1,46 1,27
35 - - - 1,98 2,13 2,09 2,25 2,38 2,03
60 2;92 2:94 2,68 2,27 2,65 2,852 2,84 2,88 2;32

65 3,19 3,36 3;20 2:?& 2;85 2,?1 3)33 - 2,78

o o o e s b ot Py e B G e S8 TR $% M Iy mw T Gt Eeb Srt Sl eAm S G T e = e st Aun e S e G W e G Wam w23 e SN ST AW ST oM mw W T avw v me Sa Sm Tm S S =
N T T T T T T T N N I I T T N N I N T N N I N N S R L S N S R S s S rr T r mr s s s e ammwr s



QUADRO 21 - Redugdes decimais do nimerc de R. sublilis sobrevi-
ventes dos lotes 0, P e §§ apdbs contato com o
hipoclorito de sédioc (103 md/]1 de cloro disponivel

livre e temperatura de 30°C) em pH 9,0.

T et g S e PR S A G T Gt fNm SN S S e mh M Ame S R AT M A M e e M e LY e e e At SO Tt W mm S Y S S T S S M dam e S Mt M v v o
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QUADRO 22 - Redugles decinmaics do ntrero de esporos de B. subtilis

dos lotes 0, P e @ apds o contato com o hipoclorito
de sédio €105 mg/l de cloro disponlivel livre e

tenmperatura de BOOC) en pH 8,0.

S T T IR NSNS 4t M vt mw g R s &7 Snd A EAS M SEr G mer G A A S S e Ml S S g e SO A S S S SRR SV e ovh S W A e e T W e GV G M v SN v e Su G dme S e o
L N R R N S N R S S S S S S S S S SN o o I S S S S I S T R N T S T S S S T S s m T

L SN T N S S T T S N I N N T N S S T S N T S S T T T T T T T I T N N TN S T T T e T

1 0,27 0,27 0,21 0,08 0,10 0,08 0,29 0Q;156 0,24
2 0,87 0,80 0,99 0s71 0,73 0,81 1,2 1,30 1,34
3 2,46 2,33 2,66 2;57 2,04 2,63 3;77 3,41 3,34
4 3547 5,23 3,47 3,57 3,16 3,54 4,15 4,68 4,03
9 3,78 3,86 3,62 4,40 4,11 3,86 4,64 4,64 4,74

CE Evr SAd al e ok wvS WAR a mm we St S S W T AR S T Svm TP mm T Sun 4w She R M ek S BN S S A e M M e S e G A T G e S e S Gk S m e Mt b GuE e e e e e
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QUADRO 23 - Redugfes decimais do ndnmero dos esporos de E.
subktilis dos letes O, P e @ apébs contato com o©

hipoclerito de cddio (105 ng/l de cloro disponivel

livre e temperatura de 30°C) em pPH 7,0.

o . e D L e o R g

50 2,27 2,37 2,30 2,37 2,37 2,31 2,47 2,47 2,50

60 3,06 2,94 2,94 2,79 2,86 2,84 2,90 2,%% 3,00

R iR S T R <R R R R e e~ R PR R~ R ]
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QUADRQ 24 - Redress@es lineares da:z redugles decimais do ndnero

dos esporos de B. suktilis em fungfo das concen-

tragbes e dos valores de pH das solugBes cloradas na

temperatura de 3000.

2 - -— T SR M e T i e e e e S i S ave S Eve S e Sw v e S i T  n o e

e e e f ool R oot

Concentragdo/pH 9
Redressfes lineares¥ r
(mg/1)
50 / 9,8 Y = 0,0216X ~ 2,915%% 0,74
783 / 9,8 Y = 0,0272X - 2,472 0,92
105 7/ 9,8 Y = 0,0351X - 2,073 0,95
150 /7 9,8 Y = 0;0611X - 3,011 0,95
200 / 9,8 Y = 0,1036% ~ 3,731 0,96
108 7 9,0 Y = ¢,1733% - 1,819 0,97
105 ) 8,0 Y = 1,064Y -~ 0,836 0,21
105 / 7,0 Y = 0,0648X - 1,077 0,95

¥ - Y = Redugfies decimais.
X = Tempo de contato em minutlos, exceto para 105 / 7;0, que

¢ em sedundos.

¥%¥ - Coeficientes de X <80 sidnificativoz ao nivel de 5% de

probabilidade (F ( 0,058).
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IGURA 5

DUCOES DECIMAIS

RE

5,0 —

4,5 —

ot
%]
J

° T I l 1 I | T ]
[o] 40 80 120 160 200 240 280 320

TEMPO DE CONTATO (min)

Regressao linear das redugdes decimais do némerc de es
poros de B. subtilis zpds contato com o hipoclorito de
sodic (pH ©,8 e temperatura de 30°C) na concentracao de

50 mg/lde cloro disponivel livre.
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4,5 —

4,0 Y = 0,0272X - 2,472
r2 = 0,92

5-—-4

w
o]
i

’

REDUCOES DECIMAIS
R
(&

n
.
Q
]
i

1S
1,0 —
0,8 —
0
l | | ! | I ! l
0 30 60 80 {20 150 180 2i0 240
TEMPO DE CONTATO (min)
FIGURA 6 - Regressao linear das redugoes decimais do numero dos es

poros de B. subtilis apos contato com o hipoclorito de
sodio (pH 9,8 e temperatura de 30°C) na concentracgao de

75 mg/1 de clcro disponivel livre.
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IGURA 7

REDUCOES DECIMAIS
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Regressao linear das reducgoes decimais do nimero dos es
poros de B. subtilis apos contato com o hipoclorito de
sodio (pH 9,8 e temperatura de 30°C) na concentracao de

150 mg/1 de cloro disponivel livre.
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GURA 8 - Regressao linear das redugdes decimais do numero dos es
poros de B. subtilis apés contato com o hipoclorito de
sodin (pil 9,8 e temperatura de 30°C) na concentragao de

200mg/l de cloro disponivel livre.
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GURA 9 - Regressao linear das redugdes decimais do numero dos es
poros de B. subtilis apos contato com o hipoclorito de
sédio (105 mg/l de cloro disponivel livre e temperatura

de 30°C) em pH 2,0.
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IGURA 10 - Regressao linear das redugoes decimais de ntmero dos es
poros de 3. subtilis apbs contato com o hipoclorito de
sédio (105 mg/l de cloro disponivel livre e temperatura

de 30°C) em pH 8,0.
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"IGURA 11 - Regressao linear das redugoes decimais do numero dos es
poros de B. subtilis apos contato com o hipoclorito de
s6dio (105 mg/l de cloro disponivel livre e temperatura

de 30°C) ew pH 7,0.
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QUADRO 25 - Concentlrag8o em cloro disponivel livre e o pH das
solugles; concentraslo em acido hiplocloroso; tempos
de inicioc de merte e os valores D para os esporos de

B. subtilis.

—._.—..-...--.—.._.....—-—__..—_—‘._....—.-__m__--..._...__._.—--.._‘.a...‘-.—_.-_-_.n—u--.--.-.-——,_—.-__......_...._
__.-...-—...__..._.-_...—.__.-_.__.__.___—-._—-—.._..._..._.__—_—.—_..-——..-_.——.._.__-_-.._..._._.._......

Cloro disponivel/pH Acido hipocloroso Tempo de inicioc Valor L

{md/1) {md/1) de morte (min) (min)
50 / 9,0 0,25 134,95 46,30
S / 9,8 0,37 91,03 36,76
105 / 9,8 0,52 359,06 28,49
150 / 9,8 0,75 49,28 16,37

200 / 9,8 1,00 36,01 Q66
105 7 9,0 3,22 10,50 5,77
105 7 8,0 25,24 0,79 0,24
103 /7 7,0 79,55 0,28 0,25

"‘_'-"""'"""""'—"'""""-"'"""""""“_——"“"“_"'—"""""—_"—'-""“""""""“"“'""‘“'_"_—""""2‘_“’""'.'.'."'"‘“"‘
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solugBes com 105 md/1 de cloro disponivel livre em valores de pH
de 9,0, 8,0 e 7,0 apresentaran tempos de inicio de morte de
10,50, 0,79 e 0,28 ninutocs, respectivamenle, enquanlo os

valores D foram de 5,77, 0;94 e 0,25 minutos.

Esses resultados, que mostiram uma nitida diferenga
nos tempos de injcio de morte e também nos valores DU s&o
facilmente explicados. Inicialmente; pode-se afirmar que nesse
experimento essec paradmetros sfo dzpendentes apenas da concen-
tragdo e do pH das solug8es cloradas, pois os demais falores que
influenciam na agdo esporicida desgas solugfes; como o tipo de
micrordanismo, presenga ou ndo de matléria orddnica, lenmnpo e
temperatura de contato (ODLAVUG, 1681; FOEGEDING, 1983) foran
padronizadas. Com as condigles experimentais sob controle;, a
anilise se volia para as solugdes cloradas. Sabe-se que o
hipoclorito de'sbdio, assim como 0s demais oomybstos clorados, 2
exceglo do didxido de clorc (ODLAUG, 1981; FOEGEDING et alii,
1986) liberam em solugfo agquosa o acido hipoclorosc que apresentla
agf%o esporicida pronunciada (TRUEMAN, 1971; ODLAUG & PFLUG, 197¢;
ODLAUG, 1981: FOEGEDING, 1983). Por outre lado, & conceniragdo de
tcido hipocloroso pode ser calculada a parlir de um rearranjec da
equagdo de Henderson-Hasselbalch que inter-relaciona a conslante
de disscciag%oc do Adcido hipccloroso (pka = 7,30, a 30 C), =&

concentragio em cloro disponivel livre € o pH das solugles:

mg/l de cloro disponivel livre
mg/l de KHOCl = ———--—oreemmmmmmm e m s m e (equagdo 1)
pH - 7,50 :
1 + 10
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‘Aqui, vale ressaltar que apenas & informagdo do
teor de cloro disponivel livre de uma solug8o, deralmente medidc
pelos métodos convencionais de titulaglo, ¢& insuficiente para
predizer a eficiéncia esporicida. A express&o cloro disponivel
livre significa a soma das concentragles de &cido hipocloroso e
do ion hipoclorito que est%o em equilibrio, em fung8o do pH das
solug8es. Portanto, concentragfo de clord disponivel livre e o pH
s¢ relacionam intimamente e em conjunto determinam & quantidade
de Acido hipocloroso disponivel para destruigdo dos esporos.
Verifica-se, pela equagdo acima, que as solugfes de pH igual ao
pka (7,50) tém S0¥%¥ de suas concentraglfes de clore disponlivel
livre na forma de dcido hirocloroso. J& em solugfec com pH abaixo
de pka hd predomindncia de 3cido hipocloroso e o inverso ocorre
naquelas de pH acima do pka, onde o lon hipoclorito estd enm

concentragdes mais elevadas.

Assim, a equacdce 1, adapltada de BLOCHER & RUSTA
(1983), permite explicar os efeilos da concentragéc e deo pH
observados no experimento. GQuando se aumentou a concentragfo de
50 até 200 mdg/1 de cloro disponivel 1livre, wmantendo-se o PpH
constante, houve uma correspondente elevas&o nos nilveis de acide
hipocloroso, pois aumentocu-se o numerador da equasgdc. Ja unma
diminui¢%e do pH da soluglo com 105 mg/1 de cloro disponivel
livre para 9,0, 8;0 e 7,0 resultou num menor denominador,
conseqlientemente as solugfes tamnbém tiveram maiores teores de

dcido hipocloroso e portanto maiores eficiédncias esporicidas.
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ﬁ partir da equagdo 1 detérminaram~se os teores de
dcido hipocloroso nas solugfes avaliadas. Esses valores s8o 0,25,
0,37, 0,52, 0,73, 1,00, 3,22, 25,24 e 79,50 para as solugbes
cloradas com 50, 75, 105, 150 e 200 mg/1 de cloro disponivel
livre em pH 9,8 e naquelas cor 105 md/1 em PH 9,0, 8,0 e 7,0
(Quadro 25). Nesse G(uadro & facilmente perceptivel, ainda, a
ascociacdc entre os teores de dcido hipoclorosoc com oS tempos de
infcic de morte e os valores D. Verifica-se, por exemplo; que na
concentragio de 79,55 mg/l de dcido hipoclorosc, o tempo de
inlcio de morte e o valor I sfo inferiores & 1 minutlo, respectli-
vamente, 0,28 e 0,25 minutes. Por ouiro lado, em pequenas concen—
tragbes de Acido hipocloroso, como 0,25 mrdg/l; o tempo de inlcio
de nmorte e o valor D se elevam muito, atingindo 134,90 e 46,30

minutos; respecltivanentle.

Os dados do Quadro 25 foram analisados estatisti-
camente e constatou-se uma relaglo linear simples entre os loga~
ritmos decimais dos tempos de inlcio de morle e, por outro lado;
entre os lodaritmos decimais dos valeres D e os lodaritnros deci-
mais da concentragioc de &cido hipocleroso. Para se chedar a essa
informagdo, fundamenlamo—-nos no'trabalho de ODLAUG & PFLUG (1976)
que, analisando os dados dieponiveis na literatura, encontraran
tambér uma relag8o linear simples enilre o logaritmo decimal parsa
reduzir em 90% o nimero de esporos de Bacillus e Clogiridium € o
“lodaritmo decimal da concentragfo de acido hipocloroso. Apesar de
nfo estar bem claro no trabalho desses autlores "¢ tempo Ppara

reduzir em 90% o ndmero de esporocs’, que foi calculado de varios

outros trabalhos; parece incluir a fase lad.
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Assim, determinémos a equagfo (2) de redressdo
linear Y = =-1;0945X + 1,5106 (P ¢ 0,05), onde Y ¢& o logdaritimo
decimal do tempo de inicic de morte, em minutos; dos esporos de
R. subtilis e X @& o lodaritmo decimal da concenlra¢do de dcido
hipocloroso em mdg/1 (Figura 12). O coeficiente de determinacdo @

0,99, ou sejay; 99% da variag&o do tenmnpo de inlcio de morte @&

explicada pela variag8o na concentragéo de acido hipocloroso.

De forma aniloda; a equagfo (3) de redressdo
linear Y = -0,8869X + 1,1401 (P ( 0?05) relaciona o valor D e a
concentragdo de 4a&cido hipoclorosco. Nessa redressdo Y ¢é ¢
lodaritmo decirmal do valer D; em minutos, dos esporos de
B, subtilis e X ¢ o logaritmo decimal da concentraedo de deido
hiroclorcco em md/l (Fidgura 13)., A redressfo apresentou um
coeficiente de determinag%c de 0,99, o que significa que 99% da

variag%oc no valor D estd associada a3 variagdo na concentragéo de

dcido hipocloroso,

-

Finaimente, as equagfBes 1, 2 e 3 vpodem ser
rearranjadas. A nova equagfo, mosirada a seduir, permile & estli-
mativa do tempo de contato necessdrioc para se obler determinadas
redugbes decimais do ndmero de esporos de B. gubtilis alravés da

agdo de solusgbes cloradas;, cujas concentragles em cloroc dispo-

nivel livre e o pH sejam conhecidos.
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WRA 12 - Regressao linear do logaritmo decimal do tempo de inicio
de morte dos esporos de B. subtilis em fungao do loga

ritmo decimal da concentragao de acido hipocloroso.
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mg/1 de cloro disponivel livre .
T = antilod [-1,0945 logg (~—————v—mm——o——oooem e Y + 1,51061

md/1l de cloro disponivel livre
a {(antilog [-0,8869 log (-~————=m=————————wommmmm o s Yy + 1,1401411}

{equagdc 4)

Nz equagldo 4, T & o tempo de contaloc en minulos do
sanificante com os esporos; o valor "a" represenla as redugfes
decimzis gque se& desejs no ntmero de esSporos; mg/1 de cloro
disponivel livre e pH referem—se &s solugdes cloradas em uso.
Dando-se o valo% zeroc para a letra 'a’ na equagfo 4, & rossivel
obter-se o tempo de inicio de morte para as condigbes avaliadas.
Por oulro lado; tomando-se apenas o segundo termo dessa equagdos

obtem—se o valor D.

Oz tempos de contato cbtidos da equagfo 4 sdo
estimativas vélidas quando a ag80 esporicida &, fundanentalmenie,
dependente da conceniragdo em cloro-disponivel livre e do pH das
colugbes, CORKO ccorreu nas condigles experimenlais aqui
avaliadas. No entanto, mesmo em situragbes industiriais onde outros
fatores podem afetar a asg%o esporicida dos compostos clorados;
n%o ha dévida de que os valores estimados pela equegdo 4 orientan
na tomada de decisdo quanto ao tempo de contato para ser usado no
procediménto de sanificag¢3o para que se elimine esporos, alén das

formas vedetativas.
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5. COMCLUSOES

Considerando-se as condig¢Bes experimentais em que

trabalhamos, pode~se chedar a varias conclusfes.

5.1.

Lotes de esporos de B. subtilis ATCC 19659, produzidos en

terpos diferentes, podem ter a mesma resisténcia & agdo do

hipoclorito de sédio.

Atée 180 dias, o© ndmero dos esporos de EB. sublilis ATCC
19659 refrigerados a 4°C em dlicerol e &dua (15 : 8S5)
manteve-se constante; ¢ ntmeroc dos esporos congelados a
-18°C também em glicerol e &gua (15 : B85) apresentou

tendéncia a aurentar e o ntnero dos esporos‘liofilizados em

tamp&c fosfato M/15 de pH 7,0 apresentou variasles,

A resisténvia dos esporos de B. subtilis ATCC 19609 ao
hipoclorito de sédio manteve—se a mesma durante 150, 120 e
90 dias, quer sob refridgeragdo & 4°C, quer sob condelamento

a —18°C, quer sob liofilizag&o.

A refrideragfo a 4° em glicerol e &dua (15 : 83) foi a
melhor forma de armazenamento dos esporos de B, sublilis

P =er A AR AR

ATCC 19659,
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9.9,

A agédo &o hipoclorito de sbdic sobre os esporos de
B. subtilis ATCC 19659 em diferentes concentragfes e
valores de pH péde ser representada pelas equagdes de
redressfo linear do tipo Y = aX + b, onde Y representa
redugfes decimais do nimero dos esporos e X os tlempos de
contato do esporc com o sanificante. A partlir das equagfes

podem determinar—-se dois parémetlros importantes: o tempo de

inicio de morte e © valor D dos esporos.

Had nitida diferenga tanto nos tempos de inicio de morte,
quanto nos valores D. Assim, qualquer um desses pardmelros
pode ser usado para se avaliar a resisténcia dos esporos da
B. subtilis ATCC 19659 quandc se usam diferentes concen-

trag8es e valores de pH das soluefes de hipocloritoc de

stdio.

A equagdc de resdgrecsfo linear Y = -1,0945X + 1,35106
(rz de 0,99) exprime o lodaritmo decinal do tempo de inicio
de morte (YY), em minutos, dos esporos de B. sublilis ATCC
196539, sendo X o lodaritmo decimal da concentraglo de acido

hipocloroso em mg/l.

A equaegfoc de redress&o linear Y = -0,886%X + 11,1401
2

(r° de 0,99) exprime o lodaritmo decimal do valor D (YY) em

minutcs, dos esporos de B, subtilis ATCC 19659, sendo X

o lodaritmo decimal da concentragdo de &cido hipocloroso

em md/l.
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5.9. A equagi&c
md/1 cloro disponivel livre
T = antilog [-1,0943 log {(-—-———m—emm—m e Y + 1,51061
PH - 7)50
1 + 10
+
md/1 cloro disponivel livre
a {antilog [~0,8869 log (~———m—m—=oo———reom— e ) + 1,14011
pH - 7,30
1 + 10
exprime o tempo de contato (T); em minutos; do kipocloritoe
de sb&dio cor os esporos de B. subtilis ATCC 19639 neces-
s3rio para uma determinada redugdo decimal (a) do rdmero
desses esporos; conhecendo-se & concentraglo em cloro
disponivel livre e os valores de pH das solugbes.
5 10, A eficitnecia das solugdes de hipoclorito de sédio usadas

comc sanificantes na indnstria 4He alimentos pode ser

avaliada pelos esporos de B. sublilis ATCC 19639.
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7. APENDICE

QUADRO 1A -~ Redu
apds
md/1
cont

repe

Escherichia ¢

¢8es decimais e valores D em células vegdgetlativas

serem submetidas ao hiéoclorito de sdédio (105

de cloro disponivel livre, pH 9,8 e tenmnpo

ato de 30 sedundos a 30°C). Média de quatro

tigles.

Redugébes Valores D
rordanismo

decimais (sed)
s aureus ATCC 63538 > 6,51 { 4,61
gli ATCC 11229 > 6,40 { 4,69
phy ATCC 63539 5,12 5,86
loleraesius ATCC 10708 > 6,40 { 4,69
erudinosa ATCC 15442 Yy 6,63 { 4,83
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Hiroclorito Concentrazdoe em cloro Tewpo de cqntato no Reduglies decimais
corercial disponivel livre (ag/1) i laborattrio (win)
fintes fpds Antes fpds fntes bpbs
i 93 71 8,63 8,60 10 2,27 1,05
2 [ 57 8,50 8,50 15 3,16 1,37
3 160 114 11,49 11,3 143 & £
4 4 57 10,88 10,62 145 0,25 0,13
3 1 37 9,30 9,25 143 1,14 0,13
6 93 50 8,70 8,60 12 2,68 1,8
7 748 9,70 9,3 8 5,28 5,2
8 185 78 9,77 9,10 60 2,47 2,53
$ 100 86 8,20 §,60 ‘ 4 1,33 §
10 100 86 8,20 8,60 4 1,53 &

£ H3o houve reductn,

{ e 2 - Solugfes circuladas ex equipamentos de ordenha mecdnica durante J minutos,

3, 4, 5 e b - SolwBes circuledas no pasteurizador e na empacotadore de leite durante 10 minutos,
7 e & - SolugBes circuladas en equipamento de ulirafiltragfo de leite durante 30 winutos,

% e 10 - SolugBes circuladas, respectivamente, no misturador ¢ no cutter de uma indfstria de carnes durante

2 minutos,
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QUATED 3% - Tespos de  contate experiaentais e estinados pels equasfu¥ quando esporos de

B, subtilis foris submetides a formulacles de hipocloritos comerciais en

fisoclorite  Concentracio en cloro | edtes | Teso 6o contate (sin)
coxercial disponivel livre (£3/1) i - decipais exper;;;;tal esti;;é;
i 93 8,65 2,27 10 10,71
2 71 8,30 3,16 13 12,48
6 93 8,70 2,48 12 13,10
4 174 | 9,70 5,28 86 93,59
8 185 9,17 2,47 80 66,31
§elld 109 8,20 1,53 4 3,54

ra/1 de cloro dicronivel livre
T = antiles [ -1,0945 log (- ¥4 1,58106]
(nin) _ pH - 7,30
1410

ga/1 ¢& cloro disponivel livre
s {antilog [ -0,£3E9 Joa (- -3+ 1,1401 02
e - 7,9
1410
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