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RESUMO

Um dos problemas que enfrenta a industria de laticinios é a
recontaminacdo do leite decorrente da formacdo de biofimes em tanques de
armazenamento e trocadores de calor.

A tecnologia de esterilizagcdo de materiais por gas plasma tem sido
utilizada com sucesso na esterilizagdo de instrumentos cirurgicos, oftalmicos e
dentarios.

Os objetivos deste trabalho foram avaliar a eficiéncia de um sistema de
esterilizagdo a gas plasma sob células de Pseudomonas fluorescens aderidas em
placas de aco inoxidavel utilizando o leite como substrato. Foram avaliadas as
variaveis tempo de pré plasma, tempo de exposicdo ao plasma e poténcia do
mesmo na remoc¢ao do biofilme.

As placas de aco inoxidavel com a bactéria aderida foram submetidas a
um tratamento com gas plasma, que foi formado a partir de um produto comercial
composto por acido peracético, peroxido de hidrogénio e acido acético.

Dois sistemas modelo foram utilizados para simular a formacado de
biofilmes de Pseudomonas fluorescens, um dindmico e outro estatico, simulando
trocadores de calor e tanques de armazenamento, respectivamente. Através do
modelo estatico foi possivel obter contagens acima de 10° UFC por placa de aco
inoxidavel, mesmo apods trés ciclos de lavagem das placas em agua estéril sob
agitagao.

Foi observado um efeito positivo na inativagdo de P. fluorescens em
funcdo do tempo de pré-plasma do sanificante. Exposi¢cdes acima de 7 minutos
foram capazes de produzir redugbes superiores a dois ciclos logaritmicos na
inativagdo do microrganismo.

Através de um planejamento experimental fatorial 23 foi demosntrado que
as variaveis tempo de pré-plasma, tempo de exposicao ao plasma e poténcia do
plasma apresentaram efeitos positivos na inativacdo de Pseudomonas
fluorescens. O tempo de exposigcao (min.) apresentou o maior efeito na destruigao

da bactéria; mas sendo um pouco superior a poténcia do plasma (w).



ABSTRACT

One of the problems that food industry is facing is the milk recontamination
through biofims formation on storage tanks and heat exchanger.

The technology of sterilization for materials through gas plasma has been
used with succesfull for cirurgycal, ophathalmic and dentistry equipment.

The goals of this work was to evaluate the efficiency of a gas plasma
sterilization system on Pseudomonas fluorescens cells adhered on stainless steel
plates using milk as substrate. Time of pre plasma, plasma exposition and potency
(Watts) were evaluated as independent variables on cell destruction.

The stainless steel plates were submitted to gas plasma treatment
originated from a commercial product composed of peracetic acid, hydrogen
peroxide and acetic acid.

Two model systems were used to simulate a biofilm formation of
Pseudomonas fluorescens, one dynamic and one static, in order to simulate heat
exchangers and storage tanks, respectively. Through static model it was possible
to get counts over 10° UFC/plate after washing three times using sterile water
under stirring conditions.

It was observed a positive effect on P. fluorescens inactivation by pre-
plasma in a time dependent way. Expositions over seven minutes were capable to
produce reductions higher than two logarithmic cycles on microorganism
inactivation.

A 23 factorial design indicated that the pre-plasma time, time exposition
and potency showed positive effects on Pseudomonas fluorescens inactivation.
Time exposition (min) was the most effective variable on bacteria destruction,

being a little higher than plasma potency (w).
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3 Introdugao

Muitas contaminagdes ou recontaminagdes ocorrem em industrias de
diferentes tipos de alimentos, entre as quais esta a industria de processamento de
leite e seus derivados. Grande parte destes problemas esta diretamente ligada a
formacdo de biofilmes dentro da linha de processamento, onde a bactéria
Pseudomonas fluorescens, que faz parte da microbiota do leite, € um dos
microrganismos associados a este problema. O biofilme € descrito como um grupo
de bactérias que consegue colonizar uma superficie e multiplicar-se nas condi¢oes
e nutrientes encontrados nos préprios componentes dos alimentos que estdo
sendo processados (Hood & Zottola, 1997).

Os maiores problemas de contaminagédo registrados nas industrias de
alimentos estéo relacionados as industrias de leite, de carne bovina e de aves. A
utilizagcdo do calor através da pasteurizagcdo € uma das maneiras de inativar a
maioria dos microrganismos em leite cru, porém, falhas de processamento nesta
fase, como por exemplo o erro na aplicagdo do bindbmio tempo x temperatura,
acaba gerando uma contaminagdo por bactérias no produto final ou leva a
formacao de biofilmes que terdo a mesma consequéncia, posteriormente. Este tipo
de contaminagédo, além de ser considerada o fator limitante para manter a
qualidade de produtos de laticinio, é também um importante fator comercial e de
segurancga nestas industrias, assim como para a saude publica.

Desta maneira, muitas substancias esterilizantes vém sendo estudadas na
forma de gas plasma, considerado no momento como um promissor meio de
esterilizagdo. Este plasma vem sendo considerado por muitos autores como o
quarto estado da matéria, onde os outros trés estados sao sodlido, liquido e
gasoso. O plasma é definido com uma nuvem reativa de ions, elétrons e particulas
neutras (Crow & Smith, 1995 e Stoffels et al, 1995). Este pode ser formado a partir
da exposicéo dos sanificantes utilizados a uma descarga elétrica, magnética ou de
microondas. A utilizagdo de gas plasma como forma de esterilizagdo de
equipamentos e utensilios tem despertado o interesse de pesquisadores devido a

alguns fatores positivos de seu uso, tais como a utilizacdo de baixas temperaturas,



a rapidez em que o ciclo para a esterilizagdo acontece, nao desenvolver residuos

toxicos ou cancerigenos e ndo provocar corrosdo aos instrumentos esterilizados.



4 Objetivos

Objetivo principal:

e Avaliar a eficiéncia de um protétipo de esterilizador a gas plasma na
inativagdo de Pseudomonas fluorescens aderidas a placas de ago

inoxidavel.

Outros objetivos:

1. Determinar os parametros 6timos de temperatura e concentracéo de leite para
crescimento de Pseudomonas fluorescens.

2. Determinar o tempo e temperatura ideal para a formacéo do biofilme de
Pseudomonas fluorescens em placas de acgo inoxidavel em sistema estatico e
dinamico.

3. Avaliar a distribuicdo de gas plasma no interior de um esterilizador piloto.

4. Avaliar os efeitos do tempo de pré-plasma, poténcia e tempo de exposi¢cao ao

gas plasma na inativagdo de Pseudomonas fluorescens.



5 Revisao Bibliografica

5.1 Biofilmes na Industria de alimentos

Devido aos problemas vinculados a formacdo de biofilmes, seu
desprendimento e contaminacdo dos alimentos processados, os mesmos vém
sendo estudados com muito interesse por varios pesquisadores (Wirtanen et al.,
1996; Gandara, 1996; Hood & Zottola, 1997; Wong, 1998). A colonizagdo em
tanques de armazenamento do leite, adesao nos trocadores de calor e adeséo de
esporos na superficie de embalagens sdo alguns exemplos de problemas que
também estéo ligados aos biofiimes sob superficies, um ponto critico na industria
de laticinios (Kirtley & Mc Guire, 1989). Quando estes biofilmes sdo desprendidos
da superficie do equipamento trazem como consequéncia o aparecimento de
doencas infecciosas nos consumidores e 0 encurtamento da vida de prateleira do
produto, o que acaba resultando em perdas econémicas para os produtores e
consumidores.

A primeira publicacdo que descreve biofiimes foi escrita por Zobell em
1943, onde o autor iniciou estudos sobre a ades&do de bactérias marinhas em
cascos de navios principalmente e em diferentes tipos de superficies que incluiam
vidro, metal e plastico que estavam submersas (citado por Kumar & Anand, 1998;
Pontefract, 1991). Biofilme & descrito como um grupo de bactérias que conseguem
colonizar uma superficie e multiplicar-se, nas condi¢cdes e nutrientes encontrados
nos proprios componentes dos alimentos que estdo sendo processados.

Um biofilme néo inclui somente a coldnia de bactérias, mas todo o material
composto por substancias extracelulares poliméricas (SEP) produzidas na
superficie e os nutrientes capturados para a formagédo da matriz (Hood & Zottola,
1997). O material extracelular é geralmente formado por compostos
polissacaridicos e glicoproteinas. Estes polissacarideos podem ajudar a capturar
nutrientes e promover protegao fisica para o microrganismo aderido, apds o

biofilme formado.



Nas contaminagdes que geram problemas para as industrias de leite,
carne e aves, estdo as provocadas por Salmonella spp., Listeria monocytogenes,
Escherichia coli O 157: H7, Pseudomonas fragi, Pseudomonas fluorescens,
Bacillus cereus, Bacillus subitilis, Bacillus thuringiensis e Lactobacillus curvatus
(Wirtanen et al., 1996; Wong, 1998).

Wong (1998) realizou experiéncias para observar a ades&o e a formagao
de biofiimes de Listeria monocytogenes em dois tipos de superficies: o ago
inoxidavel, acabamento n° 4, tipo 304 e borracha buna-n. O principal alimento
utilizado foi o leite cru, ja que este é rico em nutrientes e assim propicia um
crescimento apropriado do microrganismo e meio PBS como padrao para
comparacao. O autor observou que as proteinas do leite geraram uma redugéo na
adesao quando comparado ao crescimento rapido no meio PBS, e que a presenca
de lactose nao interferia nessa adesao. O autor concluiu que apesar do leite ou
algum de seus componentes reduzir o grau de adesao do biofilme, as sujidades ou
residuos dos mesmos em locais que nédo foram adequadamente limpos, acabam
abrigando células de bactérias que irdo multiplicar-se e aderir-se as superficies
formando biofilmes.

No mesmo trabalho, Wong (1998) estudou a recontaminagdo em uma
linha de processamento de queijo Cheddar por Lactobacillus curvatus mesmo
apo6s a limpeza e sanitizagdo do equipamento. Para isto, foram acopladas placas
de aco inoxidavel em varios pontos da linha de processamento que foram
utilizadas como superficies de adesao pelos microrganismos existentes na cultura
utilizada. Apds o primeiro processamento, a primeira série de placas foi retirada
para a contagem e foram realizados o procedimento de limpeza e sanitizagao,
onde novas placas foram inseridas nos mesmos locais anteriores. Um novo ciclo
de processamento foi realizado sem acrescentar a cultura, e apos o procedimento
foi feita uma nova contagem. Esta contagem demonstrou a recontaminacdo no
processamento, justificando assim novos estudos para eliminar esta
contaminacao.

A utilizacdo do calor através da pasteurizagdo € uma das maneiras de

inativar a maioria dos microrganismos patogénicos em leite cru, porém falhas de



processamento nesta fase, como por exemplo o erro na aplicacdo do bindmio
tempo x temperatura, acaba gerando uma contaminagao por bactérias no produto
final ou a formacdo de biofimes que terdo a mesma consequéncia,
posteriormente. Algumas bactérias especificas envolvidas na contaminagdo do
leite sdo: Pseudomonas spp, Lactobacillus spp, Enterococcus spp, Bacillus spp e
coliformes.

Austin & Bergeron (1995), através de observagdes em microscopio
eletrénico de varredura, constataram que em linhas de processamento de leite que
utilizavam dois tipos de materiais diferentes, a contaminagcdo ocorria apds a
pasteurizagdo, devido a adesdo de microrganismo em diferentes componentes
dos equipamentos. Esta adesdo era facilitada pela presenca de fendas na
superficie dos materiais e pela deficiéncia da limpeza CIP utilizada. Este tipo de
contaminacao além de ser considerado o fator limitante para manter a qualidade
de produtos de laticinio € também um importante fator comercial e de segurancga
nestas industrias.

Assim, é necessario o emprego de procedimentos de sanitizagdo para
inativar a maioria dos microrganismos contaminantes que n&o foram removidos da
superficie dos equipamentos na limpeza com detergentes.

Porém, mesmo sendo prejudiciais em inumeros processos e locais, 0s
biofiimes sao necessarios para a realizagdo de outros processos, como por
exemplo, na producdo de vinagre, onde as espeécies de microrganismos utilizados
sdo Acetobacter e Gluconobacter e também na area ambiental como é a
descontaminacgao e limpeza de aguas que contenham residuos antes que estas
sejam langadas novamente a corregos e rios (Zottola & Sasahara, 1994). Biofilmes
tem também recebido consideravel atengcdo do ponto de vista da biorremediacao
de varios efluentes industriais (Sarnaik & Kanekar, 1995; Nigam & Marchant, 1995;
Nigam et al., 1996; citados por: Kumar & Amand, 1998).

A grande dificuldade para combater os biofilmes é devido a existéncia das
SEPs (substancias poliméricas extracelular). Estas substancias atuam como
barreira de protecdo frente aos agentes de limpeza e sanitizagdo. Para evitar a
formacao destes biofiimes é recomendada a utilizacdo de medidas preventivas



que minimizem as condigdes favoraveis de crescimento e multiplicacdo destes
microrganismos. Isto inclui: um bom design dos equipamentos, seus componentes
e tubulagdes; escolha do material dos equipamentos, correta construcéo e
automacao dos processos.

As abordagens de pesquisas para apontar solugdes nas diferentes etapas
do processamento que poderiam evitar a formacdo de biofilme poderao
representar um avango para a industria alimenticia. Na falta delas, as técnicas
para a remocgao eficiente dos biofilmes se tornam grandes aliadas na eliminagao

do problema.

5.2 Mecanismo de Formagao do Biofilme

A formacgdo do biofilme € um fenbmeno complexo que inclui diferentes
etapas, variando de duas até cinco (Marshall et al., 1971; Characklis & Cooksey,
1983; Lawrence et al., 1987; Busscher & Weerkamp, 1987; Notermans et al.,
1990).

Os de duas e trés etapas sao os mecanismos mais aceitos de adesao das
células de bactérias em superficies sélidas (Hood & Zottola, 1995). Neste modelo
de duas etapas, descrito por Marshall et al. (1971), na primeira etapa as bactérias
presentes no meio sdo transportadas perto o suficiente da superficie para
poderem ser adsorvidas em direcdo a mesma. Esta etapa é considerada
reversivel, ja que a bactéria pode ser removida através de uma simples lavagem.
Na segunda etapa, uma vez adsorvida a bactéria, o processo de formagéo é
tempo-dependente, isto €, quanto mais tempo se passar, mais aderidas a
superficie as bactérias estardo. Esta etapa envolve a producdo da substancia
extracelular polimérica (SEP) que funciona como ancora da bactéria na superficie.
Esta etapa é irreversivel, ja que as bactérias encontraram-se em condi¢des
propicias para sua multiplicacdo, aderindo-se fortemente a superficie,
multiplicando-se e formando inUmeras camadas que dificultam a remocgao.

O modelo de trés etapas proposto por Busscher & Weerkamp (1987)

aborda o processo em termos de distancia entre as bactérias e a superficie. Para



distancias acima de 50 nm, apenas for¢cas fracas operam e assim a adesao €
reversivel. Quando a distancia se aproxima a 20 nm, forgas fracas e eletrostaticas
estdo operando. Esta etapa pode ser reversivel, mas por ser também tempo-
dependente pode acabar tornando-se irreversivel. A terceira etapa ocorre em
distancias abaixo de 15 nm, onde forcas eletrostaticas e de van der Waals
comegam a agir e ha a produgcdo das SEPs que conduzem a uma adeséao
irreversivel. Em ambos os modelos, a etapa final depende da habilidade do
microrganismo de produzir o material aderente, as SEPs de possuir algum outro
sistema proprio que ajude a adesdo como fimbrias ou flagelos. Outras
caracteristicas bacterianas como a carga elétrica superficial, existéncia de flagelos
e hidrofobicidade também podem estar relacionadas com a adesao destas
bactérias em superficies (Elortondo et al. 1999).

Dados de experimentos realizados por Sasahara & Zottola (1993),
mostraram que a presenca de uma colénia primaria produtora de SEP, neste caso
a bactéria Pseudomonas fragi, ajudou adesdo da colbénia de Listeria
monocytogenes.

O biofilme pode ser formado de maneira estatica ou dindmica (Stone &
Zottola, 1985b; Wirtanen & Mattila-Sandholm, 1993; Gandara, 1995).

Stone e Zottola (1985b) realizaram um estudo com Pseudomonas fragi,
bactéria produtora de fimbrias. Foi utilizado para o crescimento bacteriano leite em
pd desnatado reconstituido a 10% esterilizado a 100°C por 30 minutos. A ades&o
dinamica foi feita através da agitacdo de um béquer de aco inoxidavel, onde nas
extremidades foram colocadas placas de ago inoxidavel 304 com acabamento n°
4, onde foi acrescentado 1 litro do leite inoculado. Este béquer foi colocado dentro
de um banho-maria giratério mantido durante 28 h a 25°C e velocidade de 100
rom. Em tempos pré-determinados duas placas foram sendo retiradas até o tempo
total para serem observadas através de microscopia eletrénica de varredura,
assim como 1 mL do leite, para a realizacdo da contagem da populagéo final
nestes tempos.

A adesao estatica ocorreu através da inoculacdo das placas de acgo
inoxidavel que ficaram dentro de placas de petri esterilizadas, inoculadas com o



mesmo leite inoculado utilizado para a adesdo dinamica. Estas placas foram
colocadas em ambiente com temperatura controlada durante 28 h a 25°C. Duas
placas de aco inoxidavel foram sendo retiradas a cada tempo pré-determinado
para serem observadas através da microscopia eletrénica de varredura e 1 mL do
leite para que fosse determinada a populagao do leite nestes mesmos tempos.

Assim, apds a microscopia eletrbnica de varredura e as contagens, duas
curvas de crescimento foram construidas onde os autores puderam observar que
a curva de crescimento dindmico teve uma razdo de crescimento acima do
crescimento estacionario. O tempo de geragdo do crescimento dinamico foi de
67,8 minutos e o estacionario 85,5 minutos. Desta maneira os autores concluiram
que a Pseudomonas fragi tem a habilidade de aderir-se ao aco inoxidavel em
ambos os tipo de adeséo.

O aco inoxidavel € uma das superficies mais utilizadas em operacgdes de
processamento de alimentos devido a sua maior resisténcia a corrosao devido ao
uso prolongado de sanificantes e a caracteristica de poder facilmente ser tratado
mecanicamente ou eletrostaticamente para tornar-se liso evitando a formacéao de
biofilme (Dunsmore et al., 1981). A boa qualidade e polimento da superficie séo
muito importantes para prevenir a formacao de biofilmes.

Apesar da aparéncia plana e lisa deste material a olho nu, o0 mesmo é
aspero quando visto ao microscopio possuindo fendas que podem abrigar células
bacterianas. Isto foi demonstrado por Stone & Zottola (1985¢c) em um estudo
realizado com varios tipos de placas de aco inoxidavel com diferentes polimentos,
onde dois tipos eram aqueles mais recomendados para a industria de alimentos. A
observacgao dos acabamentos foi feita com ajuda de um microscopio eletrénico de
varredura, existindo uma grande diferenga no numero de fendas, aspereza e cor, o
que afeta diretamente a capacidade de adesao dos microrganismos na superficie
e formacao de biofilmes.

Um dos tipos mais utilizados nas industrias de processamento de
alimentos é o acgo inoxidavel 304 com diferentes polimentos (Fatemi e Frank,
1999).



5.3 Sanificantes e sua Eficiéncia na Desativacao e Remogao de Biofilmes

Os mecanismos classicos de esterilizacdo como o calor umido de
autoclaves ou o calor seco de fornos fazem com que todas as formas vivas sejam
inativadas através da destruicdo do sistema metabdlico celular o que inclui
componentes enzimaticos(Moisan et al., 2001).

Os sistemas de calor umido requerem um conteudo de agua para produzir
100% de umidade relativa na temperatura de esterilizagdo. A inativagdo de
microrganismos por calor seco pode ser considerada primariamente um processo
de oxidagao(Moisan et al., 2001).

Esterilizacdo quimica é essencialmente um processo onde um material ou
objeto € imerso em um esterilizante ou exposto a um sanificante em forma de
vapor. Os sanificante mais utilizados neste tipo de esterilizacdo sao os
glutaraldeidos, peroxido de hidrogénio e 6xido de etilieno. A atividade do 6xido de
etileno é devido a alcalinizagdo de diferentes grupos quimicos dos esporos ou
células vegetativas (Moisan et al., 2001).

O “sistema de limpeza” é a pratica que mantém todas as superficies de
contato com o alimento em condi¢gdes de n&o alterar a qualidade do produto final
apos processamento. Este sistema inclui o uso de uma sequéncia especifica de
detergentes e sanificante de acordo com as caracteristicas do material do
equipamento e matéria-prima do produto (Dunsmore et al., 1981).

Os principios da limpeza enumerados por Swartling (1959) e Dunsmore et
al. (1981) séo: remogao dos residuos de alimentos que possam vir a servir como
nutrientes para qualquer bactéria remanescente na superficie; destruicdo ou
remogao fisica de bactérias aderidas a superficie; armazenamento seguro de
equipamentos durante o seu ndo uso e remover qualquer residuo das solugdes de
limpeza que possam vir a contaminar posteriormente o alimento.

As linhas de processamento de leite sdo geralmente tratadas com
procedimentos “Cleaning In Place” (CIP). Esta limpeza e sanitizagdo séao
realizadas pela combinacdo de processos mecanicos, quimicos e térmicos, onde

usualmente estdo incluidas as seguintes etapas: uma pré-lavagem com enxague
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do residuo grosso, uma lavagem com detergente, um enxague pos-detergéncia e
a utilizacdo de um sanificante. O tipo, as concentracdes e formulagdes dos
produtos quimicos utilizados serdao escolhidos de acordo com o tipo de residuo,
material utilizado na construgao do equipamento, metodologia de limpeza e dureza
da agua (Stone & Zottola, 1985a).

Por ser constituido de uma parte soluvel em acido (calcio, fosfato e outros
minerais), e uma parte soluvel em solugao basica (gordura e proteinas), o residuo
de leite nos equipamentos deve ser limpo com um detergente alcalino seguido por
um detergente acido (Stone & Zottola, 1985a). Porém, a limitacdo do CIP é devida
a aderéncia de proteinas desnaturadas, lipidios, sais naturais do leite ou bactérias
nas superficies de contato, com a consequente formacéo do biofiime (Passos,
1994; Austin & Bergeron, 1995).

Segundo Moisan et al. (2001) um sanificante para ser considerado ideal
devera promover: um tempo de esterilizagcdo mais curto ou equivalente do atual
método mais utilizado em algumas areas, como por exemplo, autoclaves ou
métodos de calor seco (aproximadamente de 60 minutos); uma temperatura igual
ou mais baixa utilizada com éxido de etileno (menor que 55° C); a possibilidade de
utilizar o método em uma variedade grande de objetos e materiais, e um menor
risco operacional tanto para os operadores, paciente e materiais esterilizados.

Os sanificante sdo mais eficientes quando os compostos organicos sao
removidos anteriormente das superficies com solugdes alcalinas, agentes
tensoativos, e quando sé&o retirados residuos minerais depositados na linha de
processamento. A origem desta deposigdo ocorre devido as caracteristicas da
agua utilizada durante a limpeza, a alguns componentes do préprio alimento e as
préprias solugbes de sanitizagdo. Isto pode ser evitado com o uso de agentes
complexantes como o EDTA (acido etilenodiaminotetraacético) ou de solugdes
acidas (Andrade & Macédo, 1996).

Os sanificante tém sua atividade ligada a redugao a niveis considerados
seguros a saude, de qualquer microrganismo deteriorador ou patégeno das
superficies dos equipamentos e utensilios que entrardo em contato com o

alimento.
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A solugcdo de peroxido de hidrogénio tem sido muito utilizada como
bactericida e possui propriedades esporocidas. Comercialmente existe a solucéo a
3% utilizada na esterilizacdo de superficies. A industria de alimentos vem
empregando este sanificante em forma de vapor para esterilizar materiais de
embalagens, em conjunto com o envase asséptico, porém para a industria de
alimentos o residuo que este tipo de sanificante deixa diminui a seguranga do
produto final sendo um risco para o consumidor tornando-se um ponto critico de
controle e preocupacéo (Purevdorj et al., 2002).

Alguns materiais como o propilieno e poliester sdo susceptiveis a
acumular residuo do sanificante requerendo maior periodo de aeragcdo pos-
esterilizagdo (Schneider, 1993).

A busca de sanificantes e técnicas de sanitizacido tornaram-se muito
necessarias para a redugao de custos, aumento da efetividade e garantia de
quantidades baixas de residuos toxicos, e por este motivo o plasma tem se
mostrado uma potente técnica de esterilizacdo devido ao uso de baixa
temperatura e a ndo geragao de residuos toxicos mesmo quando o peréxido de
hidrogénio é utilizado para a formagao deste plasma (Purevdorj et al., 2002).

O acido peracético tem-se demonstrado um dos sanificante mais
promissores para a industria de alimentos devido a sua efetividade e outras
vantagens como baixa toxicidade, nao ser irritante, por possuir um amplo espectro
de acéo, inclusive sobre esporos bacterianos e agir em baixas temperaturas
(Andrade & Macédo, 1996). E um forte agente oxidante de componentes celulares
dos microrganismos (Andrade & Macédo, 1996) e esta sendo um dos principios
ativos mais utilizados como componente de sanificantes nestes ultimos anos
frente a bactérias, bolores e leveduras (Fatemi e Frank, 1999). A atividade do
acido peraceético, como outro sanificante, € mantida na presenca de agua dura e é
levemente reduzida na presenga de compostos orgénicos, como as proteinas dos
alimentos, a gordura, o sangue, as fezes, entre outros. Ele € decomposto em
oxigénio, agua e acido acético (Schneider, 1993).

Tem sido sugerido que o acido peracético, quebra a ligagao sulfidril (-SH)
e disulfeto (-S-S) das enzimas celulares, quebrando importantes componentes da
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membrana das bactérias (Davis et al.,, 1980). Na industria é utilizado em
concentragdes variando entre 300 e 700 mg/L, onde uma das caracteristicas
positivas deste tipo de sanificante € ndo atacar o aco inoxidavel e ter eficiéncia
elevada em temperaturas abaixo de 30°C em pH 2 e 4, sendo necessarios de 10 a
15 minutos de contato com a superficie para que o acido peracético atue
(Microrganismos Patogénicos nos Alimentos, s.d.).

O uso de sanificantes deve entdo ser muito bem estudado antes do
emprego nas industrias, ja que a sanitizagao € um ponto critico e inumeros fatores
acabam influenciando no poder destes agentes frente aos biofilmes. A agéo
destes sanificantes pode variar de acordo com a natureza da superficie, o
microrganismo presente, a idade do biofilme, a temperatura utilizada no
procedimento de sanitizacao, dentre outros fatores.

Os fatores que influenciam a eficacia dos desinfetantes convencionais,
depois da limpeza umida, incluem concentracdo do desinfetante, tempo de
contato, temperatura, pH, dureza da agua, detergentes residuais, quantidade e
tipo de material orgéanico, tipo de superficie e espécies e niveis de microrganismos
a serem inativados (Uni&o Internacional das sociedades de Microbiologia, APPCC,
1997). Vale a pena lembrar que ndo basta aumentar a concentragédo do sanificante
ja que muitas vezes este aumento pode acarretar um risco a saude dos
manipuladores, pode possibilitar um aumento residual no produto apdés o
procedimento de sanitizacdo, o que nao é permitido, e aumentar o custo do
produto, o que é uma desvantagem para a industria e para o consumidor, e ainda
uma elevada concentracdo quimica ndao necessariamente ira resultar no aumento
de eficiéncia da sanitizagao (Kirtley & McGuire, 1989).

Assim, inumeros autores tém se dedicado ao estudo destes sanificantes
frente aos microrganismos mais comuns nas industrias de alimentos para obterem
parametros de sanitizagdo efetivos promovendo a minimizagcdo da formagao do
biofilme (Mattila et al., 1990; Andrade et al., 1998; Lindsay & Holy, 1999, Petrus,
2000).

Mattila et al. (1990) demonstraram que bactérias isoladas de linhas de

processamento de leite foram suscetiveis a sanificantes quando expostas na
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forma de suspensédo, poréem foram resistentes aos mesmos reagentes quando
estavam aderidas a uma superficie.

Lindsay & Holy (1999) estudaram o efeito de trés sanificantes sob células
de Pseudomonas fluorescens aderidas em placas de ago inoxidavel. Os
sanificantes utilizados foram gluconato de clorohexidina, um iodoforo e uma
mistura de acido peracético com peroxido de hidrogénio. As células aderidas
foram testadas com cada um dos sanificantes nos tempos de exposi¢cao de 1, 3 e
5 minutos e a eficiéncia de cada sanificante foi verificada através de contagem em
placas e através da microscopia eletrénica de varredura. Os resultados obtidos
mostraram que a mistura de acido peracético com peroxido de hidrogénio apos 1
minuto de exposicao foi o sanificante mais efetivo frente as células aderidas,
matando 99,5% destas.

Petrus (2000) através do processamento de uma bebida isotonica verificou
a efetividade do uso de diferentes sanificantes em garrafas PET pré-processo,
para melhorar o tempo de vida de prateleira deste produto ja que a intengéo era
desenvolver esse produto sem o uso de qualquer conservante. O autor testou os
seguintes sanificantes: Asepticper® (35% de peréxido de hidrogénio), Proxitane®
1512 (mistura de 15,6% de acido peracético e 23,3% de peroxido de hidrogénio) e
Vortexx® (mistura de 4,7% de &acido peracético e 6,1% de peréxido de hidrogénio)
frente a uma contaminagdo de 2,6x 10° UFC/mL da cultura de Enterobacter
aerogenes. Os tempos de exposigdo e a concentracdo destes sanificantes foram
variados, mas os resultados indicaram que o produto com melhor desempenho foi
a solucao feita a partir do produto Proxitane® 1512 na concentracdo de 0,3% de
acido peracético e 0,46% de peroxido de hidrogénio com o tempo de exposigao
por imersédo de 3 segundos, sem deixar valores residuais do sanificante que
pudessem ser prejudiciais ao produto ou a saude do consumidor.

Varios trabalhos tém mostrado que o sucesso da utilizagdo de um agente
sanificante depende da sua habilidade de inativar e remover biofilmes (Bourion &
Cerf, 1996; Frank & Chmielewski, 1997 e Fatemi & Frank, 1999).

Problemas podem ocorrer se células remanescentes de processos de

limpeza deficientes sdo transferidas aos alimentos, uma vez que podem gerar
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impactos negativos na qualidade de conservagcdo e seguranca deste alimento.
Controlar a aderéncia destes microrganismos nas superficies de contato € um
importante passo para a obtencido de resultados positivos no processamento de
alimentos.

Em adigdo aos problemas de limpeza e higiene de materiais, sabe-se que
os biofilmes acabam acelerando a corrosdo e a deterioragdo de materiais em

equipamentos, sensores e detectores.

5.4 Uso de Plasma na Inativagao de Biofilmes

As técnicas de esterilizacdo hoje comumente utilizadas por terem
inumeras limitagcbes acabaram favorecendo o desenvolvimento de técnicas
alternativas como no caso da esterilizagao por gas plasma (Moisan et al., 2001).

O uso de plasma oferece realmente uma alternativa como esterilizacao
devido as propriedades intrinsecas deste meio. O método consiste em expor os
microrganismos a espécies geradas por descargas elétricas em um gas. Estas
espécies reativas desaparecem apos alguns milésimos de segundos depois que
estas descargas sao interrompidas o que mostra que nao € necessario tempo de
ventilacdo e que portanto apresenta pouquissimo perigo para o manipulador. As
condigbes de operagdo da esterilizagdo a plasma devem estar condicionadas a
uma eficiente inativagdo dos microrganismos, enquanto minimiza os danos aos
materiais submetidos ao método (Moisan et al., 2001).

Os primeiros experimentos realizados com o plasma utilizaram gases
inertes com o argbénio e o hélio, porém na década de 70 iniciou-se o uso de
halogénios como o cloro, bromo, iodo com o acréscimo de uma camara
esterilizadora aumentando assim a eficacia do processo. O primeiro artigo que
descrevia 0 plasma como um agente esterilizante foi escrito por Menasi (1968),
onde o autor utilizou argénio como gas formador do plasma. Na década de 80

muitos autores, como Jacobs & Lin (1987) usaram peroxido de hidrogénio em
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solucdo aquosa de 1,8 mL para a concentracdo de 58% do volume para formar o
plasma, aplicando descargas de radio frequéncia (Moisan et al., 2001).

O plasma ¢é definido por alguns autores como uma nuvem de elétrons,
ions, particulas neutras e radicais livres, gerada por ondas eletromagnéticas do
tipo de radio frequéncia, ou microondas, aplicadas ao gas sobre baixa pressao
(Crow & Smith, 1995 e Stoffels et al, 1995). Estas descargas quando agem sobre
um gas, que na sua estrutura molecular contenha oxigénio, produzira um plasma
rico em espécies de oxigénio ativadas tais como: O, O~ e O3~ (Stoffels et al.,
1995). Estas espécies, altamente reativas, se difundem por toda a céamara e
consequentemente pelos materiais nela contida. Inicialmente o oxigénio ativado
reagira com as paredes das células dos microrganismos a serem eliminados,
rompendo as ligagdes dos hidrocarbonetos. Em seguida as espécies atacam as
partes internas das células até que toda a estrutura vital do microrganismo seja
destruida (figura 1) (Chapman B.N et al., 1980; Crow & Smith Ill, 1995). Alguns

destes componentes celulares sdo as membranas celulares, enzimas e acidos

0'2 C02 WM O'z

.

nucléicos (Vassal et al., 1998).

CO O 0., CO,

(7 OH 0} OH

Figura 1: a) Representacdo de espécies ativadas de oxigénio produzidas no
plasma atacando paredes das células do microrganismo. b) representacdo de
espécies ativadas de oxigénio atacando as estruturas internas das células do

microrganismo (Chau et al.,1996).
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A utilizacdo do plasma como forma de esterilizacdo de equipamentos e
utensilios tem despertado o interesse de pesquisadores (Krebs et al, 1998 e
Moisan et al, 2001) devido a alguns fatores positivos de seu uso, como:

- utilizacido de baixas temperaturas, o que reduz os custos do sistema;

- rapidez em que o ciclo acontece para realizar a esterilizagao;

- além de destruir bactérias e virus dos instrumentos submetidos a este tipo
de esterilizacdo, também elimina da superficie esterilizada os compostos
pirogénicos;

- nao tem efeito sob as dimensdes de materiais ou sobre as propriedades
intrinsecas dos polimeros;

- elimina a necessidade de um periodo de aeracdo apds o ciclo de
esterilizacao;

- nao desenvolve residuos toxicos ou cancerigenos e

- nao provoca corrosao nos instrumentos esterilizados

O procedimento da esterilizagao a plasma esta dividido em duas fases: a
fase de difusado e a fase do plasma (Bathina et al., 1998).

Alguns estudos mostram que podem haver trés mecanismos envolvidos
na inativacdo de microrganismos pela utilizagdo do plasma: a-) destruigdo direta
pela irradiacdo UV do material genético do microrganismo, b-) erosdo do
microrganismo, atomo por atomo, através da fotodesorgao intrinseca a irradiagéo
UV formando compostos volateis combinando aos atomos do microrganismo e
c-) erosdo do microrganismo, atomo por atomo, através de desgaste formando
compostos volateis resultantes de combustdo lenta por atomos de oxigénio ou
radicais emanados do plasma (Moisan et al., 2001).

O plasma vem sendo muito utilizado na area hospitalar, dentaria e
oftalmica onde é extremamente necessario que a esterilizacdo dos instrumentos
cirargicos como tesouras de aco inoxidavel, instrumentos de irrigacéo e aspiragao
e cateteres que serao utilizados e introduzidos em pacientes que ja se encontram
debilitados por doengas e facilmente adquirirdo uma infeccdo se entrarem em

contato com qualquer microrganismo (Bialasiewicz et al., 1995; Vassal et al., 1998
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e Bathina et al., 1998). Além disto, os custos sdo mais baixos quando comparados
aos métodos tradicionais de esterilizagao (Adler et al., 1998).

O plasma pode ser formado por diversas substancias (Ratner et al., 1990)
e gases como peréxido de hidrogénio, argdnio, acido peracético e até misturas
destes sanificantes, que ja existem comercialmente, como por exemplo, o
Proxitane® 1512, mistura em equilibrio de 15,6% de &cido peracético, 23,3% de
peréxido de hidrogénio, acido acético e agua (Schneider, 1993; Petrus, 2000).

A esterilizagdo por plasma de peroxido de hidrogénio utiliza baixas
temperaturas, umidade e gas plasma (Bathina et al., 1998). Na fase de difusdo o
peréxido de hidrogénio € injetado aproximando-se dos materiais a serem
esterilizados. Na segunda fase sao criados os radicais livres hidroperoxil (HOO') e
hidroxil (OH’), que sédo os principais responsaveis pela esterilizacdo (Crow &
Smith, 1995 e Bathina et al., 1998). O produto final destas reacbes € basicamente
vapor de agua e oxigénio, em pequenas quantidades que sdo bombeadas para o
exterior pelo sistema de vacuo (Chau et al., 1996).

Alguns fatores fisicos externos como o tipo de gas utilizado, a intensidade
do vacuo e a temperatura utilizada no momento da geragcdo do plasma sao
variaveis importantes que podem determinar a efetividade deste processo
(Schneider, 1993 e Purevdorj, et al., 2002).

Desta maneira Purevdorj et al. (2002), realizaram experimentos para
verificar comparativamente a destruicao de células de Escherichia coli, utilizando
plasma formado a partir de oxigénio e argdnio. Segundo os autores, o aumento da
poténcia das microondas formador do plasma aumenta a eficiéncia de destruicéo
dos microrganismos.

Células bacterianas sao higroscépicas e isto implica em que o vapor de
agua em ambientes gasosos consiga se condensar facilmente sobre suas
superficies. Desta mesma maneira vapores de peroxido de hidrogénio e acido
peracético podem condensar-se nos sitios de nucleacédo das células bacterianas,
desde que a pressao e temperatura ambiente sejam propicias e consigam inativa-
las (Moisan et al., 2001).
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O unico cuidado que se deve sempre levar em conta € que nao pode
existir qualquer tipo de contaminag&o por material organico, como sangue, e / ou
de cloreto de sodio, ja que a presenga destes prejudica a eficiéncia da
esterilizacdo. Porém por ter demonstrado ser uma técnica eficiente de
esterilizacdo, inumeros autores estdo desenvolvendo pesquisas nesta area
(Scheider, 1993; Holler et al., 1993; Bialasiewicz et al., 1995; Gogolewski et al.,
1996; Southwood & Baxter, 1996; Chau et al., 1996; Alfa et al., 1997; Bryce et al.,
1997; Goldmam & Pruitt, 1998).

Vassal et al. (1998) apds verificarem que os endoscopios eram veiculos
de transmissdo de varios microrganismos intestinais, onde se inclui
Cryptosporidium parvum realizaram experimentos para avaliar a efetividade da
esterilizacdo deste protozoario na forma de oocistos que apds cresceram no
intestino de ratos e aderidos nos endoscépios foram submetidos ao plasma. O
processo de esterilizagdo possuia 5 estagios que utilizavam 75 minutos para
serem concluidos e o gas formador de plasma foi o peréxido de hidrogénio. Os
autores observaram que o plasma foi efetivo em desinfetar os endoscopios com as
fezes contaminadas com o protozoario.

Bialasiewicz et al. (1995) utilizaram como bactéria contaminante os
esporos de Bacillus pumilus em diferentes instrumentos oftalmologicos. Estes
instrumentos foram contaminados através de contato direto durante 10 minutos a
temperatura ambiente em uma suspensdo de sangue de carneiro e cloreto de
sodio em diferentes concentragbes. Os autores observaram que, em instrumentos
complexos a redugao logaritmica obtida foi abaixo de 2 ciclos, independente da
suspensao contaminante utilizada. Em instrumentos simples, contaminados
apenas com o sangue de carneiro, a reducao logaritmica obtida foi abaixo de 4
ciclos e nos contaminados com cloreto de sodio a redugéo logaritmica obtida foi
abaixo de 2. Assim os autores puderam verificar que o plasma nao e efetivo a
niveis desejaveis na presencga de algum destes componentes nos instrumentos.

Bathina et al. (1998) realizaram experimentos para avaliar a seguranga da
utilizacao e a efetividade do gas plasma de peréxido de hidrogénio para esterilizar
cateteres eletrofisiologicos. Estes cateteres foram reutilizados 5 vezes apds a
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esterilizacdo a plasma realizada no equipamento Sterrad®, utilizando uma radio
frequéncia de 400 Watts. O tempo gasto na totalizagdo do ciclo foi de
aproximadamente uma hora. Foram realizados experimentos com bactérias
aerObias e anaerdbias (B. stearothermophilus, B. subitilis, B. pumilus e C.
sporogenes) e com os virus da poliomelite (hidrofilico), do virus do herpes
(lipofilico) e HIV-1 para testar a efetividade do procedimento. Para avaliar a
possivel formagao de residuos quimicos, os cateteres foram enxaguados em agua
deionizada por 4 horas imediatamente apds o processo de esterilizagdo e a
solucédo foi analisada através de cromatografia gasosa.

Os resultados indicaram que a bactéria mais resistente a esta técnica de
esterilizacdo foi o Bacillus stearothermophilus. Quanto aos virus da poliomelite e
do herpes conseguiu-se uma nao apresentacao destes apds 20 minutos do ciclo
de esterilizagdo. E apdés 25 minutos o virus do HIV — 1 foi completamente
inativado. O unico residuo quimico encontrado logo apos a esterilizagao foi
peréxido de hidrogénio na concentragao de 0,22%.

Holler et al. (1993) utilizaram placas de aco inoxidavel inoculados com
diferentes bactérias, com diferentes resisténcias, entre as quais estavam Bacillus
subitilis, Bacillus pumilus e Aspergillus niger. Estes microrganismos foram
preparados em diferentes solugbes, como sangue de carneiro, e em diferentes
concentragdes de sal e ainda verificaram se a posicao destas placas na camara
do plasma alteraria a efetividade do processo. O plasma utilizado foi peréxido de
hidrogénio.

Apbs o experimento os autores verificaram que concentracbes de sal
iguais ou acima de 0,9% de cloreto de sédio reduziram a eficiéncia, assim como a
presengca de sangue de carneiro nas diferentes concentragbes. Diferentes
posi¢cdes das placas dentro da camara esterilizadora ndo € um fator que influencia
diretamente o processo, nas condi¢cdes deste experimento.

Existe porém a restricdo de utilizagdo de plasma em alguns materiais que
possuam tubos longos e estreitos, como endoscépios flexiveis; em materiais que

absorvem liquidos como o nylon e poliéster, naqueles compostos por fibras
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vegetais, como o algodao, e em gases e produtos de papel (Schneider, 1993;
Crow & Smith, 1995).

Schneider (1993) verificou a esterilizagdo por plasma de diferentes
materiais para embalar instrumentos cirurgicos, aonde chegou a conclusao de que
nenhum tipo de papel pode ser utilizado ja que este tipo de material absorve o
composto utilizado no plasma.

Chau et al. (1996) desenvolveram um equipamento para esterilizagdo que
utiliza plasma formado a partir de microondas. As bactérias utilizadas neste estudo
foram Escherichia coli, Proteus vulgaris, Pseudomonas fluorescens e Bacillus
stearothermophilus. Laminas de vidro foram incubadas com 0,1 mL de cada
cultura contendo a carga de 10° UFC/mL e foram secas & temperatura ambiente
durante 3 horas dentro de placas de petri estéreis. O plasma utilizado era formado
por N2O, pressodes de 40, 220 e 400 mTorr foram testados tempos de exposicao
de 2, 5, 10, 15 e 20 minutos. Apds o procedimento de esterilizagdo as placas
retiradas da camara eram imediatamente cobertas com agar nutriente e colocadas
novamente dentro de placas de petri para permanecerem a 35° C durante 48 h
para observar se haveria crescimento e assim verificar a eficiéncia do
procedimento. Apds este periodo a observacdo das laminas em estereoscopios
foram realizadas para avaliar a superficie. Os microrganismos presentes nas
placas tratadas foram repassados para meios em placas em triplicata.

Os autores verificaram os seguintes resultados: a Escherichia coli ja foi
inativada a partir de 2 minutos de exposicao na pressao de 40 mTorr; Proteus
vulgaris a partir de 10 minutos de exposicédo, Pseudomonas fluorescens a partir de
15 minutos e Bacillus stearothermophilus a partir de 20 minutos de exposig¢ao.
Assim, das células vegetativas, a Pseudomonas fluorescens foi a que mostrou
maior resisténcia frente ao plasma enquanto que a Escherichia coli foi a mais
sensivel.

Bryce et al. (1997) avaliaram a eficiéncia de um sistema que combinava o
uso de vapor de acido peracético com plasma para obter a esterilizacdo. O
sistema é conhecido como AbTox Plazlyte Sterilization System®. Foram utilizadas

varias espécies microbioldgicas inoculadas em diferentes tipos de materiais
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carreadores e materiais cirurgicos que foram submetidos ao ciclo Il e Ill do
Sistema AbTox. O ciclo Il durava duas horas e ndo era absorvente, utilizado para
materiais sensiveis ao calor. O ciclo Ill durava cinco horas e era um ciclo
absorvente.

A morte dos microrganismos foi mais efetiva em carreadores porosos de
papel do que em materiais ndo porosos como o vidro, metal ou superficies de
plasticos e, quando existia qualquer residuo de sais ou compostos organicos
ocorreu falha na esterilizacdo em ambos os ciclos.

Adler et al. (1998) desenvolveram o estudo para comparar trés meios de
esterilizagdo que foram o plasma de peroxido de hidrogénio, solugado de 6xido de
etileno e o vapor de formaldeido. Foram considerados primeiramente os custos de
cada processo, sem considerar o tempo gasto por cada esterilizador, onde em
ordem decrescente verificou-se o seguinte resultado: primeiro o 6xido de etileno,
seguido do plasma e por ultimo o formaldeido. Quando foram considerados o
tempo gasto em cada um dos esterilizadores, os autores observaram que
custo/tempo beneficiou a utilizagdo do plasma em todos os esterilizadores, ja que
o sistema a plasma tinha o ciclo mais curto e portanto teve o custo mais baixo.

Rutala et al. (1998) realizaram experimentos para comparar quatro
tecnologias de esterilizacado com uso de baixas temperaturas, abaixo de 60°C: o
oxido de etileno liquido com hidroclorofluorocarbono, um sistema de imersao com
acido peracético e dois processos de esterilizacdo com plasma de perdxido de
hidrogénio (Sterrad 100® e Sterrad 100s®). Os autores utilizaram como material de
estudo suportes de ago inoxidavel que foram inoculados com Bacillus
stearothermophilus. Apdés o tratamento destes suportes com cada um dos
sanificantes foram feitas culturas em Tripticase Soya Broth (TSB) com fenol
vermelho e foram incubadas durante 14 dias a 55°C para confirmar se os
compostos sanificantes foram efetivos. O esterilizador com o6xido de etileno
operava a uma temperatura de 54°C durante duas horas seguido por aeragao
durante 12 a 14 horas a 55°C. O Sistema Sterrad 100® operava com um vacuo de
aproximadamente 0,5 mmHg. A radio frequéncia utilizada na formacgéo do plasma
foi de 13,6 MH,. Os produtos finais formados apds o ciclo foram agua e oxigénio.
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O acido peracético estava a uma concentracédo de 0,2% que circulou pela camara
do sistema durante 12 minutos e os suportes foram enxaguados quatro vezes com
agua filtrada. O Sistema Sterrad 100S® utilizava em um ciclo dois estagios para a
formacao do plasma, um que era o estagio de difusdo e outro o estagio do plasma
propriamente dito. Os autores chegaram a conclusdo que o Sterrad 100 S® foi
significativamente superior ao Sterrad 100 e equivalente ao 6xido de etileno com
hidroclorofluorocarbono.

Outros dois tipos de esterilizadores a plasma foram utilizados em
pesquisa: HP pb. Sterrad® (Jacobs & Lin, 1987), esterilizador este que utiliza
peréxido de hidrogénio e o PA bp. Plazlyte® esterilizador que utiliza acido
peracetico (Campbell & Moulton, 1995; Moisain et al., 2001).

Gogolewski et al. (1996) verificaram que outras técnicas de esterilizagédo
como a vapor, agua quente e irradiagdo com alta energia, acabam deformando o
material plastico de implantes ou provocam degradacdo de outros tipos de
polimeros. Desta maneira desenvolveram um trabalho para observar se a
esterilizagcdo com gas plasma de diferentes composicoes afetava as propriedades
moleculares ou mecanicas destes implantes além de ser ou nao efetivo. Para
estes experimentos foi utilizado o processador de plasma modelo 440 RF e os
gases argonio, nitrogénio, oxigénio e didxido de carbono.

O resultado obtido quanto a efetividade foi o seguinte: 100% das amostras
tratadas com plasma de oxigénio ou diéxido de carbono foram esterilizadas apés
15 minutos de exposigcdo com o tratamento a 100W. Ja no uso de plasma de
nitrogénio e argdnio apenas 70% das amostras tratadas foram esterilizadas apos
15 ou 30 minutos de exposicdo. Quanto a alteragdo molecular, os autores
puderam observar que nas condi¢cdes utilizadas neste experimento ndo houve
nenhuma diminuigdo ou aumento significativo no peso molecular de nenhuma das
amostras e quando ocorreu houve um leve aumento no peso molecular dos
polimeros. Todos os polimeros tratados com os 4 tipos de plasma com um tempo
de exposicao de 15 ou 30 minutos ndo mostraram qualquer evidéncia de mudanca

em suas propriedades mecanicas.
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Goldmam & Pruitt (1998) compararam o efeito das esterilizagées por
radiagdo gama e gas plasma de peréxido de hidrogénio, a baixa temperatura, na
estrutura e propriedades mecanicas de equipamentos ortopédicos de polietilenos
de peso molecular ultra elevado. Outro ponto observado foi a oxidagdo deste
material apdés ambos os métodos de esterilizacdo. Todos os resultados foram
comparados com polietilenos que nao sofreram esterilizagao.

A radiagdo gama resultou em um aumento da densidade do material
esterilizado que permaneceu neste estado por 6 meses. Por outro lado, a
esterilizagdo a plasma n&o causou alteragao significativa da densidade e nenhuma
alteracao foi detectada com o tempo. A estrutura principal do polietileno foi afetada
com a radiagdo gama enquanto que com tratamento de gas plasma isto nao
aconteceu. A oxidagao que ocorreu durante a esterilizagdo com radiacdo gama
continuou a ocorrer mesmo apos alguns meses da esterilizagdo, enquanto que por
gas plasma nao aconteceu a oxidagao do polietilieno nem mesmo durante a
esterilizacdo ou apos 6 meses.

Os autores Krebs et al.(1998) utilizaram Bacillus stearothermophilus,
Bacillus subitilis e Bacillus pumilus como bioindicadores para testar o perdxido de
hidrogénio em forma de plasma no equipamento Sterrad 100®. O equipamento
funcionou na fase do plasma durante 15 minutos com poténcia de 300 Watts. A
temperatura da camara estava em 45° C +- 2° C. Todas as bactérias foram
aplicadas em trés diferentes carreadores: tiras de papel 740 E, tubos usados para
hemolise e tiras de polietileno. Todas as amostras apds o experimento foram
analisadas pela metodologia de fragdo negativa. Analisando todos os resultados,
pode-se confirmar que o peréxido de hidrogénio no Sterrad 100® é extremamente
esporocida e exibe uma consistente cinética de dose efeito. A inativacdo do
Bacillus subitilis foi rapidamente alcangada, enquanto que o Bacillus pumilus e
Bacillus stearothermophilus, apresentaram uma resisténcia maior. Notou-se ainda
que o tipo de carreador nao influenciou em nada nos resultados.

Assim a esterilizacdo a plasma vem sendo considerada como uma

alternativa para esterilizacdo de materiais termosensiveis e que absorvem os
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residuos toxicos e que hoje sao esterilizados com 6xido de etileno (Purevdorj et
al., 2002).

A tecnologia de esterilizagéo a plasma vem sendo desenvolvida no Brasil
para reduzir ainda mais os custos deste tipo de esterilizacdo. Este tipo de
esterilizador apresenta muitas vantagens e podera ser adotada nas industrias
farmacéuticas e de alimentos, levando a uma melhoria de qualidade dos produtos

processados.

5.5 Modelos Experimentais na Formagao do Biofilme

Varios sistemas modelo experimentais foram criados com o intuito de
obter a formacgao ideal de biofiimes em diferentes superficies (Stone & Zottola,
1985a e 1985b; Gandara, 1995; Macédo et al., 1996).

Macédo et al. (1996) criaram um modelo para simular as condigdes de
funcionamento de uma linha de processamento que utiliza o processo CIP de
higieneizacdo, para avaliar assim a efetividade deste processo. O sistema foi
montado utilizando laminas de aco inoxidavel que ficaram distribuidas em
diferentes locais da tubulac&o. Estas laminas foram utilizadas como superficie de
crescimento dos biofilmes que apds a contagem inicial foram submetidas ao
contato dos sanificantes que circularam pelo sistema.

Stone & Zottola (1985a) verificaram a eficiéncia da sanitizacdo de dois
diferentes processos CIP em um modelo experimental que simulou uma linha de
processamento de leite. A linha de processamento foi construida com tubulagdes
de aco inoxidavel 304, acabamento 4, onde foram fixadas placas pequenas do
mesmo aco inoxidavel, com um furo em um dos extremos, nos cotovelos das
tubulagdes e nas se¢des T do plugue liga-desliga. Estas placas foram fixadas com
um tipo especial de fita adesiva e amarradas com fio dental sem cera pelo orificio
para que fossem mais facilmente retiradas apds o procedimento de sanitizagao da
tubulagdo. Pseudomonas fragi foi inoculada em 15 litros de leite em pd desnatado
reconstituido a 10% que ficou circulando pelo sistema durante 8 horas. Nos

tempos 30 minutos, 3 horas e meia, 4 horas e 7 horas e meia, placas foram
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retiradas para serem observadas através microscopia eletrénica de varredura para
quantificarem o numero de células aderidas as placas. A cada nova batelada de
placas, o sistema foi submetido aos processos de sanitizacéo e o leite recirculado.
Quando completadas os tempos estipulados, o procedimento de contagem de
células foi repetido.

Os autores puderam verificar que quanto maior o intervalo de tempo entre
uma sanitizagado e outra, maior foi o depdsito de residuos e assim maior foi a
dificuldade de qualquer procedimento de sanitizacdo para retirar possiveis
biofilmes formados nas tubula¢des dos equipamentos.

Géndara (1995) desenvolveu seu trabalho baseado na formacédo de
biofiilme em placas de aco inoxidavel, em um modelo experimental, onde o
tratamento de limpeza CIP, utilizado em industrias foi testado com hipoclorito de
sodio 100 ppm como sanificante. As placas de ago inoxidavel foram colocadas de
maneira a ficarem suspensas, através de ganchos, dentro de jarras de vidro
contendo leite como meio de crescimento a uma agitagao de 500 rpm em banho-
maria a 45° C. A bactéria formadora do biofilme foi Streptococcus thermophilus.

De maneira asséptica foi acrescentado a cultura do microrganismo a este
sistema, o qual foi mantido sob agitagdo por um periodo de 6h, simulando a
continuidade do processo realizado em industrias de leite. Amostras foram sendo
retiradas em periodos de tempo diferentes para determinar o tempo ideal para a
formacao do biofilme.

Neste experimento as placas foram submetidas a um procedimento de
limpeza e sanitizagdo. A contagem final das bactérias de cada etapa deste
experimento foi realizada através de inoculagao em placas. A autora verificou que
ja havia inicio de adesao a partir de 3 horas inoculagdo, porém a maior adesao
ocorreu no final das 6 horas. A reprodutividade do experimento sé era conseguida
quando todos os passos eram rigorosamente repetidos.
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5.6 Caracteristicas do Microrganismo

Pseudomonas fluorescens pertence a familia das Pseudomonadaceae.
Estas podem ser encontradas em diferentes ambientes como o solo, a agua, os
vegetais e seus produtos industrializados; a pele animal, os alimentos marinhos e
utensilios, mas sem duvida as fontes principais sao o solo e a agua.

As Pseudomonas spp sao bastonetes Gran negativos, aerdbias, catalase
e oxidase positivas, lactose negativas. Diversas cepas deste género estido
relacionadas com a deterioracdo de alimentos refrigerados por serem
psicrotroficas, crescendo em temperaturas entre —5° C e 5° C, embora sua
temperatura 6tima varia entre 25° C e 30° C (Sneath et al., 1986; Jay, 1994) e o
seu crescimento & quase nulo em temperaturas acima de 43° C (Frazier &
Westhoff, s.d). Devido a esta sua caracteristica de crescer a baixas temperaturas,
as Pseudomonas tém causado inumeros problemas na industria de laticinios, pois
muitas espécies como a Pseudomonas fluorescens produzem enzimas
termoresistentes que afetam a estabilidade e qualidade do leite, principalmente
alterando as caracteristicas organolépticas dos produtos (Criado et al., 1994;
Almeida et al., 2000). Porém além do problema direto com o alimento o problema
como este tipo de bactéria se torna mais amplo ja que a maioria dos
microrganismos patdgenos que provocam problemas de infecgdo em hospitais
derivam de espécies de bactérias originarias de alimentos. O risco de infecgéo
vem essencialmente de bactérias que possuem um elevado potencial de
adaptacdo. Todas as espécies deste género e especialmente aquelas presentes
em abundancia no meio ambiente como a Pseudomonas fluorescens possui esta
caracteristica de adaptacgéao (Picot et al., 2001).

A presenca de bactérias psicrotréficas no leite cru ou leite pasteurizado é
comum devido a dificuldade de elimina-las durante o processamento. A baixa
temperatura de estocagem e constante agitagcao nos tanques acaba por aumentar
o nivel de oxigénio do leite 0 que favorece o crescimento destes microrganismos,

onde Pseudomonas é o género que predomina (Stone & Zottola, 1985b).
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As Pseudomonas possuem baixa resisténcia térmica e assim, quando
encontradas em alimentos processados sao indicadoras de contaminagao pos-
pasteurizagao.

A Pseudomonas fluorescens produz a enzima lipase que atua diretamente
em trigliceridios resultando na rancificagdo destas gorduras que € o principal
motivo da deterioragdo do leite. Esta bactéria é produtora de pigmentos
fluorescentes amarelo-esverdeados, outra de suas caracteristicas (Franco &
Landgraf, 1996).

Algumas alteragcdes causadas por outras cepas de Pseudomonas sao o
odor a batata no leite pela Pseudomonas mucidolens, a formagéao de pigmentos
verdes ou azulados pela Pseudomonas syncyanea e a formagdo de uma
limosidade superficial em alimentos refrigerados com alta atividade de agua pela
Pseudomonas alcaligenes (Franco & Landgraf, 1996).

As Pseudomonas fluorescens e fragi produzem alteragdes organolépticas
em pescado devido a formacdo de compostos volateis como a trimetilamina e
ésteres (Franco & Landgraf, 1996). Esta constitui cerca de 60% e 80% da
microbiota nas carcagas de aves frescas durante o seu congelamento e s&o
facilmente isoladas de superficies de equipamentos em que estas aves sao
processadas (Lindsay & Holy, 1999).

Chau et al. (1996) detectaram que a Pseudomonas fluorescens foi a mais
resistente das células vegetativas testadas quando aplicado plasma como método
de esterilizagao.

28



6 Material e Métodos

6.1 Preparo do Inéculo

Neste trabalho foi utilizada uma cultura de Pseudomonas fluorescens |B
2312 do Instituto Biolégico de Sao Paulo. Foram inicialmente avaliados TSA
(Triypyc Soy Agar, Merck) e NA (Agar Nutriente, Merck) para a escolha do melhor
meio de cultura para utilizar na manutencdo em tubos com rampa da cultura mae.
Optou-se finalmente pelo NA devido a melhores contagens finais.

A fim de avaliar as melhores temperaturas e concentracao do leite para o
crescimento do microrganismo, testes foram realizados em temperaturas de 23°C
e 30°C, nos leites reconstituidos nas concentragdes de 1% e 12% (p/p), onde a
contagem final foi feita ap6s o plaqueamento por superficie placas de TSA. Os
resultados, expressados em UFC/mL, serviram para a obtencdo dos parametros
6timos para o crescimento do microrganismo.

O indculo foi preparado a partir de uma algada da cultura mae inoculada
em um erlenmeyer contendo 20 mL de leite esterilizado (leite em p6 Molico
desnatado reconstituido a 12% p/p) e incubado em estufa, por um periodo total de
24 h a temperatura de 30° C, temperatura e concentragdes estas determinadas

nos experimentos iniciais.

6.2 Placas de Aco Inoxidavel

As placas de aco inoxidavel foram confeccionadas a partir de uma chapa
de aco inoxidavel 304 com 2mm de espessura (doadas pela empresa Osmec,
Campinas, SP). Estas foram cortadas em placas menores de 2 x 8 cm e polidas
grana 180. Anteriormente ao uso as placas foram lavadas com solugéo alcalina
(hidroxido de sédio 1% SYNTH, PM 40) e acida (acido nitrico 0,5% CHEMCO, PM

63,01) e esterilizadas em autoclave durante 15 minutos a 121°C.
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6.3 Curva de Crescimento Bacteriano

Para a obtengdo da curva de crescimento foi utilizada a seguinte
metodologia: um erlenmeyer contendo 20 mL de leite esterilizado (leite em pdé
Molico desnatado reconstituido a 12% p/p) inoculado com uma algada da cultura
mae e incubado em estufa, por um periodo total de 24 h & temperatura de 30° C,
temperatura esta determinada nos experimentos iniciais.

Amostras do leite foram retiradas nos intervalos de tempo pré-estipulados
de 3, 6,9, 12 e 24 h. As amostras foram plaqueadas em TSA e incubadas por 24h
a 30° C, onde os resultados foram expressos em UFC/ mL.

6.4 Formacao do Biofilme

Foram avaliados dois sistemas modelo para a formacao de biofilme nas
placas de acgo inoxidavel: um estatico e um dindmico, simulando um tanque de

estocagem de leite e uma linha de processamento continuo, respectivamente.
6.4.1 Modelo Estatico

Neste modelo, inoculou-se 1 mL do inoculo inicial feito no elermeyer
(descrito no item 6.3) em um béquer de 2 L com o mesmo volume de leite
reconstituido a 12%, fechado com material esterilizado, onde seis placas de aco
inoxidavel ficaram imersas por ganchos de ago inoxidavel durante 96 horas a
30°C. Apds este periodo, todas as placas foram submetidas a trés enxagues
consecutivos em agua destilada estéril, para isto, estas placas foram colocadas
em béqueres (sucessivamente) com 1,5 L sob agitagao de 600 rpm por 5 minutos.
Apos este procedimento, as placas foram retiradas dos recipientes e deixadas
para escorrer o excesso de agua por 10 minutos dentro do fluxo laminar. A
contagem de células aderidas nas placas foi realizada pelo método de swab, o

qual consistiu em esfregar de maneira uniforme uma haste de plastico com
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algodao estéril na superficie da placa de aco inoxidavel com intuito de recuperar
as bactérias aderidas na mesma e proceder a posterior contagem. Apos este
procedimento, a recuperagao das bactérias da haste foi realizada utilizando um
tubo de ensaio com 10 mL de solugao de tampao fosfato e Tween 80. As demais
diluicdes foram realizadas somente com tampéao fosfato.

As contagens foram realizadas por superficie em placas descartaveis com
TSA (Trypic Soy Agar). Para cada diluicado foram realizadas duplicatas das placas
estas foram incubadas a temperatura 30°C durante 24 h e com os resultados

obtidos foram realizadas médias e estes expressos em UCF/ mL.

6.4.2 Modelo Dinamico

Seguindo o modelo utilizado por Gandara (1995), o leite em pé desnatado
foi reconstituido a 12% (p/p), esterilizado e colocado em um recipiente cilindrico de
vidro (volume para 2 L, com 18 cm de diametro e 15 cm de altura) sob agitagao
constante (600 rpm), mantido em banho-maria na temperatura de 30° C. Seis
placas de aco inoxidavel foram submetidas ao tratamento de limpeza com os
detergentes alcalinos (hidroxido de sédio 1% SYNTH, PM 40) e acido (acido
nitrico 0,5% CHEMCO, PM 63,01) e esterilizacdo (em autoclave a 121° C por 15
minutos) para depois serem penduradas por ganchos de ago inoxidavel, de
maneira a ficarem submersas no leite para que fosse simulada uma linha de
processamento. A carga inicial inoculada no leite foi aproximadamente 10°
UFC/mL.

A cada intervalo de tempo predeterminado (6 ou 12 h conforme o
experimento) duas placas foram retiradas para que fosse feito o acompanhamento
da formacéao do biofilme. Apds a retirada das placas do leite foram realizados trés
enxagues com 1,5 L de agua destilada estéril por cinco minutos sob agitagéo
(600rpm) para retirada de depdsitos de leite ou células que estivessem aderidas
de maneira fraca as placas. A contagem de células nas placas foi realizada

através da metodologia de swab descrita no item 7.4.1.
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6.4.3 Microscopia Eletrénica de Varredura

Seguindo a mesma metodologia de formagédo do biofime do modelo
estatico do item 6.4.1, oito placas de aco inoxidavel foram submetidas a
microscopia eletrbnica de varredura preparadas segundo a metodologia de
Tavares (2003) apos as mesmas lavagens em agua destilada para a remogao das
bactérias aderidas de maneira fraca as placas e nao possivelmente na forma de
biofilme.

As placas de aco inoxidavel foram mergulhadas em agua estéril e em
seguida deixadas por duas horas para fixagdo em glutaraldeido 2,0% em fosfato
de sdodio 0,1 M pH 7,13. Apds duas lavagens de 15 minutos em tampéo fosfato 0,1
M as placas foram submetidas a uma pés-fixacdo em Tetroxido de Osmio 1% em
tampao fosfato 0,1 M por uma hora. Duas novas lavagens em tampao fosfato
foram feitas por 15 minutos para iniciar-se a desidratagao alcodlica em série, que
iniciou-se em solugao de etanol 50% durante 8 horas e seguiu para duas solugdes
de etanol a 70% por 15 minutos, duas solugbdes de etanol 90% por 15 minutos,
duas solugdes de etanol 95% durante 15 minutos e em trés solugbes de etanol
100% durante 10 minutos.

Todas as amostras foram para o equipamento de CPD (Critical Point
Dehydration) em meio de acetona para desidratagdo final para entdo serem
montados os stubs e a metalizacdo em 100s/40mA com ouro e realizada a
observagdo no Microscopio Eletronico de Varredura JEOL 5800LV (presséao
variavel de 0,3-30 KV).
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6.5 Esterilizacao a Plasma

6.5.1 Sistema de Esterilizagdo a Plasma por Descarga de Radio Frequéncia

O esterilizador utilizado no estudo foi um protétipo construido pela Valithec
Industria e Comércio Ltda o qual estava em fase de desenvolvimento pela referida
empresa com financiamento da FAPESP no programa FIPE.

O sistema de esterilizacdo a plasma é formado por uma camara de vacuo
(reator), uma fonte de radio frequéncia com acoplador de impedancia e wattimetro
direcional e um mecanismo de alimentacdo do material formador de plasma

(figura2).

MATERIAL FORMADOR

DO PLASMA

FONTE DE DESCARGA DE
| RADIO FREQUENCIA

PLASMA_— |

CAMARA DE VACUO Y
(REATOR)

BOMBEAMENTO

Figura 2: Diagrama esquematico do sistema de esterilizagdo por descarga de

radio frequéncia.

O esterilizador é constituido por uma camara de aco inoxidavel 304 de 50
cm de didmetro x 60 cm de comprimento local onde foram colocados os materiais
a serem esterilizados, um sistema de alto vacuo com uma bomba mecanica de

duplo estagio vazdo 12m%h e pressao de até 10> mBar um sistema de RF (0 a
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500W de poténcia e frequéncia de 13.56 MHz) e um acoplador de impedancia e
wattimetro direcional.

O plasma do sanificante Proxitane® 1512 (mistura de 15,6% de &cido
peracético e 23,3% de peroxido de hidrogénio) foi gerado no interior da camara
entre dois eletrodos cilindricos concéntricos. O suporte dos materiais estava ligado
eletricamente a um dos eletrodos. O sistema de injecdo do sanificante foi
constituido por um reservatério graduado conectado a camara através de uma

valvula agulha (figura 3).

DOSADOR DE ACIDO PERACETICO
] WATTIMETRO
VALVULA ELETRODOS DIRECIONAL
CILINDRICOS
SENSOR PIRANII
JANELA AGULHA AMOSTRAS
FONTE DE RF
VENTILAGAO
SUPORTE DE MATERIAIS Pl

‘b@—’

CAMARA DE VACUO )
E 9 VALVULA MANUAL

SENSOR PIRANI

BOMBA ROTATIVA DE
DUPLO ESTAGIO

J CONDENSADOR

Figura 3: Diagrama esquematico do protétipo do esterilizador a plasma de

descarga por radio frequéncia.
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6.5.2 Preparo dos Bioindicadores

Os bioindicadores utilizados para a avaliacdo da efetividade do
esterilizador foram preparados a partir da cultura de Pseudomonas fluorescens em
leite em po reconstituido a 12% (p/p), que ficou em crescimento durante 24 h a 30°
C e diluido em série em dois tubos de agua peptonada, para atingir uma
populagdo inicial de 1x10” UFC/ mL. Foi espalhado 0,1 mL deste inoculo, de
maneira uniforme sob as placas de acgo inoxidavel, tornando a populacéao final dos
bioindicadores de aproximadamente 1x10° UFC/ mL. Estas placas eram deixadas
para secar dentro de placas de petri estéreis a temperatura ambiente por 24h.

6.5.3 Verificagdo da Efetividade dos Métodos de Esterilizagéo

Para todo o experimento em suas diferentes etapas foi utilizada a
metodologia de swab e contagem em placas para avaliar a destruicdo da bactéria
pelo plasma (efetividade do plasma). Este método consistiu em esfregar de
maneira uniforme uma haste de plastico com algodao estéril na superficie da placa
de aco inoxidavel com intuito de recuperar as bactérias aderidas na mesma e
proceder a posterior contagem. Apds este procedimento, a recuperagdo das
bactérias da haste foi realizada com solugao de 0,250 mL do tampao fosfato 0,5 M
(0,68 g/10 mL), 230 mL de agua destilada e 0,23 g de Tween 80.

As contagens foram realizadas por superficie em placas descartaveis com
TSA (Trypic Soy Agar). O TSA foi preparado em garrafas de vidro com tampas de
rosca com capacidade de 1 L, esterilizado em autoclave a 121°C por 15 minutos e
depois espalhados nas placas de petri descartaveis.

Para cada diluicdo foram realizadas duplicatas das placas e estas foram
incubadas a temperatura 30°C durante 24 h.

A eficiéncia de destruicdo das bactérias foi avaliada através do Numero de

Reducgdes decimais (NRD), calculado como segue: NRD = Log (UFC no controle) -
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Log (UFC apos a esterilizagdo), sendo UFC o numero de unidades formadoras
de colbnia encontradas em cada placa.

6.5.4 Processamento

A cada processo, trés placas de bioindicadores foram colocadas dentro da
camara para avaliar o processo de esterilizacdo. As placas foram colocadas
sempre nas posi¢oes 3, 4 e 5 (Figura 4). Outras trés placas foram usadas como
controle para que a contagem e reducgao logaritmica fossem obtidas para cada
processo.

Experimentos foram realizados utilizando o sanificante Proxitane® 1512
como material formador de plasma. O ciclo do processo foi formado pelas

seguintes etapas:

A- Inicialmente foi feito vacuo na cadmara para sua limpeza. Nos
experimentos realizados foram suficientes dez minutos para atingir uma pressao
menor que 6x10 mBar, utilizando bomba de vacuo mecanica. A pressao inicial
devera ser a minima possivel para obter a limpeza da caAmara e maior difusao do

gas através dos materiais a serem esterilizados.

B- Em seguida, o sanificante foi injetado e expandido no interior da
camara. A expansao deste leva a uma nova e maior pressdo de equilibrio,

estabelecida em torno de 1 a 2 mBar.
C - O terceiro estagio corresponde a um periodo de espera denominado

pré-plasma. Esse tempo depende da quantidade e do tipo do material a ser

esterilizado.
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D - O quarto estagio iniciou-se com a descarga elétrica formando o
plasma. Inicialmente a pressdo foi diminuida para 2x10”" mBar para depois ser

aplicada uma descarga elétrica de radio frequéncia que gerou plasma.
E - O processo foi finalizado desligando a descarga e ventilando a camara.

Apo6s cada processo as placas foram retiradas da camara de maneira
asséptica e recolocadas em placas de petri estéreis para novamente serem

levadas a camara de fluxo laminar para realizagao da contagem de sobreviventes.

6.5.5 Verificagao da Uniformidade de Destruicdo do Plasma

A verificagdo da uniformidade de destruicdo do plasma foi realizada
colocando-se cinco placas estrategicamente distribuidas no interior da camara,
conforme a figura 4. Foram realizados trés ensaios avaliando-se o numero de
reducdes decimais sempre nas mesmas condicdes de operagcdo do equipamento:
poténcia 75W, tempo de pré-plasma de 4 minutos e tempo de processo no plasma
de 10 minutos. As médias foram avaliadas através do teste de Tukey utilizando-se
o STATISTICA (StatSoft, Inc.).

Camara

S _, ©
e | 5 G 2

Figura 4: Posi¢cbes das amostras na camara (vista de topo)
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6.5.6 Planejamento Fatorial 2

Um planejamento fatorial 22 foi realizado a fim de estudar o efeito da
poténcia e tempo de exposicdo ao plasma na inativacao das células aderidas. As
faixas escolhidas para as variaveis independentes foram baseadas em
experimentos preliminares uma vez que o equipamento estava em fase de
desenvolvimento e, além do pouco conhecimento do processo, havia uma
limitacdo, a poténcia maxima de operacdo em 100 Watts. Sendo assim, foram
determinadas as seguintes faixas de operagéo para poténcia entre 50W e 100W (-
1 +1) e tempo de exposi¢cdo ao plasma entre 5 e 15 minutos (-1 +1) . O ponto
central foi realizado em ftriplicata. A variavel de resposta foi o numero de reducdes
decimais do microrganismo.

Neste estudo, apds a obtencdo do vacuo no interior da camara (6x10'2
mBar), o sanificante (0,8 mL) foi injetado na mesma e o processo de formagao do
plasma iniciado imediatamente.

A Tabela 1 apresenta os niveis escolhidos para as variaveis

independentes.

Tabela 1: Niveis das variaveis independentes.

Ponto
Variaveis independentes | Nivel -1 central Nivel 1
Poténcia (W) 50 75 100
Tempo de exposicao
ao plasma ( min.) 5' 10' 15'
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A reducgdo central rotacional composta foi realizada pela metodologia de
Box et al. (1978). Os efeitos sinérgicos e antagdnicos entre a poténcia e tempo de
exposicao ao plasma foram avaliados por meio do estudo da tabela de efeitos e

interacdes gerados pelo programa STATISTICA (StatSoft, Inc.).

6.5.7 Efeito do Tempo de Pré-plasma

Foi avaliado nesta etapa o efeito do tempo de exposigdo ao sanificante
durante o tempo de difusdo (antes da descarga para a formag&o do gas plasma)
dentro da camara sob as células aderidas as placas. Trés placas do bioindicador
foram colocadas no interior da camara, nas posigdes 3, 4 e 5 (figura 4) e 0,8 mL
do sanificante foi injetado apds a obtencéo do vacuo (6x102 mBar) no interior da
mesma. Foram avaliados os tempos de residéncia de 3, 5, 7 e 10 minutos.
Decorridos os tempos de tratamentos, a cadmara foi aberta e a contagem de
sobreviventes foi realizada nas placas submetidas aos processos. Placas controle
(sem o referido tratamento) foram preparadas para o calculo do numero de

reducdes logaritmicas.

6.5.8 Planejamento Fatorial 2°

Um planejamento experimental fatorial 23 foi realizado com a finalidade de
estudar o efeito das variaveis: tempo de pré-plasma, tempo de exposicdo e
poténcia do plasma no numero de redugdes logaritmicas do microrganismo. A
tabela 2 apresenta os niveis utilizados para as variaveis independentes (+1 -1). O
ponto central foi realizado em ftriplicata. A variavel de resposta foi o numero de

reducdes decimais.
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Neste estudo, apds a obtencdo do vacuo no interior da camara (6x10'2
mBar), o sanificante (0,8 mL) foi injetado na mesma e o tempo de pré-plasma para
cada condigao era entdo aplicado e posteriormente iniciada a descarga para a

formacao do gas plasma.

Tabela 2: Niveis das variaveis independentes.

Variaveis independentes Nivel -1  Ponto central Nivel 1
Poténcia (w) 50 75 100
Tempo de exposigao
ao gas plasma (min.) 5' 10' 15'
Tempo de pré-plasma (min.) 3' 4' 5'

A reducgdo central rotacional composta foi realizada pela metodologia de
Box et al. (1978). Os efeitos sinérgicos e antagdnicos, entre a poténcia e tempo de
exposicao ao plasma foram avaliados por meio do estudo da tabela de efeitos e

interagdes gerados pelo programa STATISTICA (StatSoft, Inc.).
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7 Resultados e Discussao

7.1 Determinacao das condigoes 6timas de temperatura e concentragao do
leite para crescimento de Pseudomonas fluorescens

As tabelas 3, 4, 5 e 6 apresentam o crescimento em 24 h de
Pseudomonas fluorescens em diferentes concentragdes de reconstituicdo do leite
em p6 desnatado a 1% e 12% e a temperaturas de 23° C e 30° C.

Tabela 3: Crescimento de Pseudomonas fluorescens a 30° C em leite
reconstituido a 12% (24 h).

Concentragcao do  Temperatura Contagem

leite (%) ‘c) (UFC/ mL)

Experimento 1 12% 30°C 1,94E+08
Experimento 2 12% 30°C 1,13E+08
Experimento 3 12% 30°C 2,90E+08
Experimento 4 12% 30°C 1,90E+09
Média 6,24E+08
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Tabela 4: Crescimento de Pseudomonas fluorescens a 23° C em leite
reconstituido a 12% (24 h).

Concentracao do Temperatura Contagem

leite (%) ‘c) (UFC/ mL)

Experimento 1 12% 23°C 1,88E+08
Experimento 2 12% 23°C 3,15E+08
Experimento 3 12% 23°C 8,00E+07
Experimento 4 12% 23°C 3,15E+08
Média 2,25E+08

Tabela 5: Crescimento de Pseudomonas fluorescens a 30° C em leite
reconstituido a 1% (24h).

Concentragao do Temperatura Contagem

leite (%) ‘c) (UFC/ mL)
Experimento 1 1% 30°C 1,00E+05
Experimento 2 1% 30°C 4,40E+07
Experimento 3 1% 30°C 2,55E+07
Média 2,32E+07
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Tabela 6: Crescimento de Pseudomonas fluorescens a 23° C em leite
reconstituido a 1% (24h).

Concentragao Temperatura Contagem

do leite (%) ‘c) (UFC/ mL)

Experimento 1 1% 23°C 2,69E+07
Experimento 2 1% 23°C 1,09E+07
Experimento 3 1% 23°C 1,95E+07
Média 1,91E+07

Observando-se as tabelas 3 e 4 podemos notar que as contagens de
Pseudomonas fluorescens em leite reconstituido a 12% apods 24 horas estdo em
torno de 108 UFC/mL (média de 2,25x108 a 23°C e 6,24x10% a 30°C). No entanto,
nas tabelas 5 e 6 podemos observar que o crescimento em leite reconstituido a
1% a populacao final foi inferior, atingindo média de 1,91x10" a 23°C e 2,32x10" a
30°C. Sendo assim, decidimos por utilizar leite reconstituido a 12% e temperatura
de crescimento de 30°C para a formacdo dos biofilmes, uma vez que
microrganismo apresentou as maiores médias finais de populagdo nestas

condigdes.

Uma vez determinadas as condi¢cdes otimas de cultivo do microrganismo,
através dos resultados encontrados nos experimentos 1,2,3 e 4; experimentos
foram realizados para avaliar o perfil da curva de crescimento do mesmo nestas
condigbes. A figura 5 apresenta as curvas de crescimento realizadas para
crescimento de Pseudomonas fluorescens em leite reconstituido a 12% a 30°C
durante 24 h.
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Curva de crescimento de P. fluorescens

log (UFC/mL)

3h 6h 9h 12 h 24 h
Tempo (horas)

Figura 5: Curvas de crescimento da bactéria Pseudomonas fluorescens em leite
reconstituido a 12% a 30° C.: Experimento 1: ; Experimento 2: B ; Experimento

3: A; Experimento 4: e

Através da figura 5 podemos observar que embora as concentragdes inicias
nao tenham sido iguais, as curvas apresentaram comportamento similar com suas
fases Lag muito bem definidas e as fases exponenciais semelhantes com valores

finais de concentragdes entre 10°e 10" UFC/mL.
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7.2 Formacao do biofilme

7.2.1 Modelo estatico

A figura 6 apresenta os resultados de 4 ensaios para a formagéo de biofilme
de Pseudomonas fluorescens através do modelo estatico. Nela estdo
apresentadas as contagens do microrganismo no meio de crescimento (leite a
12%), nas trés aguas de enxague e nas placas de ago inoxidavel. Podemos
observar que a cada enxague as ceélulas foram sendo desprendidas das placas
para a agua. Porém, a contagem final obtida através da metodologia de swab
mostrou que o numero de bactérias aderidas nas placas foi superior aquelas
obtidas no ultimo enxague, o que nos indicou uma possivel formagao de biofilme.

As figuras 7 e 8 apresentam micrografias de colonias de Pseudomonas
fluorescens em residuo de leite sob placa de ago inoxidavel (microscopia
eletrbnica de varredura). Pode-se notar nas referidas micrografias estruturas que
indicam a formacdo de substancias substancia extracelular polimérica (SEP).
Segundo o modelo de formagao descrito por Marshall et al. (1971), na segunda
etapa do mesmo, uma vez adsorvida a bactéria, o processo de formacao & tempo-
dependente. Esta etapa envolve a produgao da substancia extracelular polimérica
(SEP) que funciona como &ancora da bactéria na superficie. Esta etapa é
irreversivel, ja que as bactérias encontraram-se em condigdes propicias para sua
multiplicacdo, aderindo-se fortemente a superficie, multiplicando-se e formando

inimeras camadas que dificultam a remocéo.
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Crescimento do biofilme em modelo estatico
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Figura 6: Pseudomonas fluorescens (UFC/mL) no meio de crescimento (leite a
12%), nas aguas de enxagle e nas placas de ago inoxidavel pelo modelo estatico.
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Figura 7: Micrografia de colénias de Pseudomonas fluorescens em residuo de leite

sob placa de acgo inoxidavel (microscopia eletrénica de varredura)
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Figura 8: Colbnias de Pseudomonas fluorescens aderidas a placa de aco
inoxidavel onde podem ser notadas estruturas que indicam formacado de SEP

(substancias exopoliméricas).
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Na figura 9 a qual apresenta as médias de todos os experimentos
apresentados na figura 6, a afirmacédo feita anteriormente fica mais facil de ser
visualizada. E possivel observar que mesmo apoés trés lavagens em sistema com
agitacado, o numero de células que permaneceram aderidas a placa €, em média,

superior a 10° UFC por placa.

Numero de bactérias em cada etapa de formacao do
biofilme no modelo dinamico
1,00E+09
1,00E+07
—
il
=
a 1,00E+05
LL
=
N d
1,00E+01 - : : : |:| :
Leite apés Enxague 1 Enxague 2 Enxague 3 Bactérias
incubacao Aderidas

Figura 9: Médias dos experimentos realizados para formacéo do biofilme através

do modelo dinamico.

Existem inumeras teorias sobre os parametros que influenciam a adesao
das bactérias em superficies, tais como: contato com nutrientes, sujidades
acumuladas, topografia da superficie incluindo fendas ou rachaduras e o fluxo de
passagem do meio em que estes se encontram. Assim existe uma grande
variabilidade de fatores em um mesmo sistema levando a uma distribuicdo nao

uniforme do microrganismo nas superficies (Stone & Zottola, 1985a).
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7.2.2 Modelo dinamico

Varios experimentos foram realizados seguindo o0 modelo experimental de
Gandara (1995) utilizando Pseudomonas fluorescens, porém os resultados nao
foram satisfatérios, ndo sendo possivel encontrar reprodutividade entre as placas
do mesmo experimento e experimentos realizados em dias diferentes. Outro
problema enfrentado foi o tempo de crescimento necessario para 0 microrganismo
iniciar sua adesao as placas (acima de 72 horas), 0 que propiciou o crescimento e
contaminacédo do leite por outras bactéria e fungos, ficando inviavel a continuagéo

deste modelo.

7.3 Esterilizacao a Plasma

7.3.1 Verificagdo da Uniformidade de Destruicao Bacteriana pelo Plasma no

Interior da Camara

A uniformidade de distribuicdo do plasma dentro de um sistema fechado é
importante uma vez que todos objetos presentes dentro da camara deveriam
receber um tratamento igual para que a destruicao microbiolégica de todo material
sendo processado atinja um minimo determinado. Este € um procedimento
comum na validagédo de autoclaves que utilizam vapor de agua ou agua aquecida
para esterilizagdo de materiais cirdrgicos ou alimentos. Holler et al. (1993)
realizaram experimentos alternando as posi¢cdes dos carreadores dentro da
camara do esterilizador, utilizando diferentes bactérias e gas plasma de perdxido
de hidrogénio, porém a posicdo nao teve influéncia direta na efetividade do
plasma.

Trés experimentos colocando cinco placas em cada processo distribuidas
conforme a figura 4. No protétipo de esterilizador utilizado, havia apenas uma
bandeja para suporte de material, a qual localizava-se na regido central da camara

(diametral). Os trés experimentos foram conduzidos nas mesmas condigbes de
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operagao do equipamento (poténcia de 75 Watts, pré-plasma 4 minutos e tempo
de exposicéo de plasma de 10 minutos).

A tabela 7 apresenta as médias de redugdes decimais de P. fluorescens
obtidas para cada posicdo das placas dentro da camara de esterilizagao.
Podemos observar que as posi¢des 3 e 4 foram as que apresentaram as menores

meédias e a posicdo 1 a maior delas.

Tabela 7: Avaliagcao de destruicdo das bactérias pelo plasma em diferentes

posi¢des na camara em fungdo do numero de redugdes decimais.

Processo
Posigoes 1 2 3 Média
1 3,0 1,5 1,4 2,0
2 2,6 1,6 1,3 1,8
3 1,8 1,5 1,7 1,7
4 1,4 1,4 1,7 1,5
5 2,7 0,8 1,8 1,8
Média 2,3 1,4 1,6 1,7
DP 0,65 0,32 0,22 0,17
cVv 29% 23% 14% 10%

Um teste de Tukey para médias foi realizado e o resultado indicou néo
existir uma diferenca significativa (p<5%) entre as mesmas. Isto nos leva a
concluir que nas condicdes utilizadas néo exista diferenca entre as posicdoes em
termos de eficiéncia de inativagao da bactéria. No entanto, podemos observar pela
tabela 7 que os desvios padroes encontrados, e consequentemente os
coeficientes de variagdo, foram bastante significativos (CV > 29%). Com isto

concluimos que existe uma deficiéncia em termos de distribuigdo da eficiéncia do
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plasma dentro da céamara. Este fato pode estar relacionado a uma pobre
distribuicdo do sanificante dentro da cadmara, o qual foi injetado por uma valvula
localizada em uma das extremidades da mesma. Cristianini (2002) mencionou
que no desenvolvimento do segundo protétipo em desenvolvimento pela mesma
empresa, o qual tem uma camara de volume muito superior (800 a 1000L), foi
utilizado um novo artificio para melhorar a distribuicdo do sanificante evitando este
tipo de problema.

Segundo Moisan et al. (2001), a espessura da camada de bactérias
presentes em uma superficie ou objeto influencia diretamente na capacidade do
plasma penetrar na célula bacteriana e romper seu DNA. Isto implica em que
materiais cobertos por microrganismos aumenta o tempo necessario para que a
esterilizagao seja atingida.

Foram escolhidas as posi¢des 3, 4 e 5 (figura 4) para dar sequéncia nos
experimentos, uma vez que estas posigdes foram as que apresentaram menores

médias, ou seja, estariam sujeitas as menores inativagdes do microrganismo.

7.3.2 Planejamento Fatorial 2

Um planejamento experimental fatorial 22 foi realizado com a finalidade de
estudar o efeito das variaveis: tempo de exposicdo e poténcia do plasma no
numero de redugdes logaritmicas do microrganismo. A tabela 8 apresenta os
niveis utilizados para as variaveis independentes (+1 —1) e os resultados obtidos

para o numero de redugdes decimais na populagao de P. fluorescens.
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Tabela 8: Niveis utilizados para as variaveis independentes codificados
(+1 =1) e numero de redugdes decimais (NRD) obtidos na populagédo de
P. fluorescens.

Ensaio Poténcia Tempo de exposicao ao plasma NRD
1 1 1 2,56

2 1 -1 1,66

3 -1 1 1,79

4 -1 -1 1,70
5(C) 0 0 0.75
6 (C) 0 0 0.62
7 (C) 0 0 0.93

A tabela 9 apresenta os efeitos lineares para poténcia e tempo de
exposicao ao plasma, bem como a interagdo de duas vias. Em negrito os valores
significativos a 5%.
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Tabela 9: Analise dos efeitos lineares da poténcia e tempo de exposicdo ao

plasma no numero de redugdes decimais (NRD) de P. fluorescens.

Efeitos Estimados: variavel de resposta NRD
R?=0,75; Ajuste:0,51

Limite de Limite de
confianga confianga
Efeito Erro puro (2) p -95,% +95,%

Média/lnteragcées 1,7991  0,0229 78,2561 0,0001 1,7002 1,8980

(1)Poténcia (L) 0,3683 0,0608 6,0561 0,0261 0,1066 0,6300

(2)Tempo
exposigao (L) 0,4933 0,0608 38,1100 0,0148 0,2315 0,7550

1L por 2L 0,4097 0,0608 6,7366 0,0213 0,1480 0,6714

Em negrito: valores significativos (p<0,05)

Podemos observar pela tabela 9 que os efeitos das variaveis
independentes poténcia e tempo de exposicdo ao plasma, bem como a interacéo
linear entre elas (1L por 2L) foram significativos (p<0,05). Ainda, podemos
observar que o R? encontrado foi de 0,76. Este valor pode ser explicado, primeiro,
por se tratar de estudos envolvendo contagens microbianas, ou seja, todos os
erros experimentais e conceituais envolvidos em uma analise deste tipo. Segundo,
por se tratar de um estudo exploratério e de um equipamento em fase de
desenvolvimento, onde tanto o processo, quanto os equipamentos de controle e
ajuste do sistema estdo em exploragao de uso.

Analisando-se os efeitos da tabela 9 podemos observar que na faixa de
estudo utilizada para as variaveis independentes, tanto a poténcia quanto o tempo
de exposicao ao plasma tiveram efeitos positivos. O tempo de exposicao teve um

efeito maior na destruicdo do microrganismo, porém, vale ressaltar aqui que esta
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ultima é uma variavel temporal. Este fato também impede de considerar a
interacao encontrada entre poténcia e tempo de exposi¢cdo ao plasma como sendo

sinérgica.

7.3.3 Efeito do Tempo de Pré-plasma

Testes preliminares indicaram que havia um efeito de inativacdo da P.
fluorescens pela acdo do sanificante mesmo antes da descarga elétrica e
formacdo do plasma. Alguns autores (Jacobs & Lin, 1987; Campbell e Moulton,
1995; Moisain et al., 2001) apresentam ciclos de operagdo de equipamentos
comerciais (Sterrad® ) nos quais utilizam um chamado tempo de difusdo do
sanificante. Este tempo € aquele compreendido entre a injecdo do sanificante na
camara e a descarga elétrica pra a formacéo do plasma (podem chegar até 40-50
minutos), onde além de melhorar a difusdo do gas no interior da camara, 0 mesmo
pode exercer um efeito sanificante.

Sendo assim, foi avaliado nesta etapa o efeito do tempo de difuséo do
Proxitane® 1512 dentro da camara sob as células aderidas as placas. Trés placas
do bioindicador foram colocadas no interior da camara (nas posi¢oes 3, 4 e 5,
figura 4) e 0,8 mL do sanificante foi injetado apds a obtencéo do vacuo no interior
da mesma. Foram avaliados os tempos de residéncia de 3, 5, 7 e 10 minutos.

A figura 11 apresenta uma curva com o numero de reducdes decimais

obtidas em fungao do tempo de exposi¢cao ao gas de Proxitane® 1512.
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Figura 10: Avaliagdo do efeito do tempo do gas de Proxitane® na inativacéo de P.

fluorescens.

Podemos observar na figura 10 que existe um efeito positivo na inativagcéo
de P. fluorescens em funcédo do tempo de exposicao ao pré-plasma do sanificante.
Acima de 7 minutos foi possivel obter reducdes superiores a dois ciclos
logaritmicos na inativagdo do microrganismo.

Segundo Moisan et al. (2001), o carater higroscopico dos microrganismos
favorece a condensacao de vapores na superficie dos mesmos. Isto significa que
o vapor de acido peracético pode condensar-se nos aglomerados de
microrganismos exercendo uma fungao bactericida. Este mecanismo € o principio
utilizado pelos esterilizadores a plasma comerciais quando aplicam um tempo de
pré-plasma. Segundo o autor, dois sistemas disponiveis comercialmente, o
Sterrad® (o qual utiliza peréxido de hidrogénio) e o Plaz-lyte® (o qual utiliza acido
peracético) utilizam este efeito para alcancar grande parte do efeito bactericida em
seus processos, nos quais estes tempos de exposicdo podem chegar a 40-50

minutos.
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7.3.4 Planejamento Fatorial 2°

Uma vez que observado um efeito de inativacdo da P. fluorescens pelo
tratamento de pré-plasma (item 7.5.7), decidimos por avaliar o efeito deste pré
tratamento em sinergia com os efeitos da poténcia e tempo de exposicédo ao
plasma encontrados no estudo realizado anteriormente (item 7.5.6). Sendo assim,
um planejamento experimental fatorial 23 foi realizado com a finalidade de estudar
o efeito das variaveis tempo de pré-plasma, tempo de exposicao e poténcia do
plasma no numero de redugdes logaritmicas do microrganismo. A faixa de
poténcia utilizada neste estudo foi o mesmo do estudo realizado no item 7.5.6.
uma vez que esta era uma limitagdo do protétipo em desenvolvimento, segundo
informacdes do fabricante. As faixas de tempo de pré-plasma e de exposi¢ao ao
plasma também foram reduzidas para que fosse possivel observar os efeitos de
reducdes logaritmicas no microrganismo. Faixas maiores poderiam eliminar
totalmente os mesmos uma vez que a contagem inicial dos bioindicadores era da
ordem de 10° UFC.
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A tabela 10 apresenta os niveis codificados (+1 —1) utilizados para as
variaveis independentes e o numero de redug¢des decimais obtidas na populagao
de P. fluorescens.

Tabela 10: Analise dos efeitos da poténcia, tempo de exposicdo ao plasma e

tempo de pré-plasma no numero de redugdes decimais (NRD) de P.

fluorescens
Varidveis independentes r‘g’;i‘::;
Tempode  Tempo de pré-
Ensaios Poténcia  exposigéo plasma NRD
1 ! 1 1 5,16
2 ! 1 -1 4,36
3 ! -1 1 2,00
4 ! -1 -1 1,81
> - 1 1 2,20
° - 1 -1 1,71
! . -1 1 1,91
° . -1 -1 1,76
9 (C) 0 0 0 2,09
10 (C) 0 0 0 1.54
11 (C) 0 0 0 1.50
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Tabela 11: Analise dos efeitos lineares da poténcia, tempo de exposi¢cao ao
plasma e tempo de pré-plasma no numero de redugdes decimais (NRD)
de P. fluorescens.

Efeitos estimados; Variavel de resposta : NRD
R2=0,90; Ajuste:0,75

Limite de Limite de
Efeito Confianga confianga
Efeito puro T(2) p -95,% +95,%

Média/lnteracdo 2,3657 0,0989 23,9306 0,0017 1,9403 2,7910

(1) Poténcia (L) 1,4404 0,2318 6,2132 0,0249 0,4429 2,4380

(2) Tempo de
Exposicao (L) 1,4859 0,2318 6,4091 0,0235 0,4884 2,4834

(3) Pré-plasma (L) 0,4070 0,2318 1,7557 0,2212 -0,5905 1,4046

1L por 2L 1,3646 0,2318 5,8859 10,0277 0,3671 2,3621

1L por 3L 0,0848 0,2318 0,3660 0,7495 -0,9127 1,0824

2L por 3L 0,2394 0,2318 1,0327 0,4103 -0,7581 1,2369

Em negrito: valores significativos (p<0,5)

Podemos observar pela tabela 11 que os efeitos das variaveis
independentes poténcia e tempo de exposicdo ao plasma, bem como a interacéo
linear entre elas (1L por 2L) foram significativos (p<0,5). Ainda, podemos observar
que o R? encontrado foi de 0,90 explicando uma boa correlagao entre os dados. A
analise do modelo através de uma tabela ANOVA néo foi realizada neste estudo.

Esta analise ndo faz sentido neste momento devido as faixas de operacédo que
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foram escolhidas. Por se tratar de um equipamento em fase de desenvolvimento
nosso maior interesse foi estudar os efeitos das variaveis independentes dentro
das faixas de estudo que nos permitia contagens de sobreviventes.

Analisando-se os efeitos das variaveis (tabela 11), podemos observar que
todos foram positivos na faixa de estudo. O tempo de exposi¢gao apresentou o
maior efeito sendo um pouco superior a poténcia do plasma, em concordancia
com os resultados apresentados no planejamento 22 (tem 8.3.2). Isto sugere que
para sistemas onde o aumento de poténcia seja um fator econémico forte a ser
considerado, o tempo de processo pode ser aumentado, resultando, porém, em
perda de produtividade.

O tempo de pré-plasma apresentou efeito significativo de p< 0,22. Embora
a analise dos efeitos tenha sido feito para p<0, 5, considerando que este € um
estudo de desenvolvimento de equipamento e todos os erros envolvidos em
analises microbioldgicas, podemos considerar um intervalo de 78% de confianga
aceitavel para este efeito. Este efeito foi positivo, porém inferior as outras variaveis
independentes dentro das faixas estudadas.

Foram obtidas placas onde nao foi possivel obter a recuperagao das
bactérias submetidas ao plasma (nos limites superiores das variaveis no

planejamento), indicando que houve uma completa inativagdo do mesmo.
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8 Conclusoes

» O crescimento de Pseudomonas fluorescens em leite reconstituido a 12%
apos 24 horas foi satisfatorio, obtendo-se populacées finais em torno de 10°
UFC/mL (média de 2,25x10® UFC/mL a 23°C e 6,24x10® UFC/mL a 30°C).

» Através de um sistema modelo estatico de crescimento de Pseudomonas
fluorescens em leite foi possivel obter contagens acima de 10° UFC por
placa de ago inoxidavel, mesmo apds trés ciclos de lavagem das placas em

agua estéril sob agitagao.

» Um teste de médias mostrou n&o haver diferencga significativa (p<0,05) de
destruicdo do microrganismo pelo plasma dentro da camara. Porém, existe
uma deficiéncia na distribuicido do mesmo, uma vez que os coeficientes de

variagao encontrados foram altos.

» Foi observado um efeito positivo na inativagao de P. fluorescens em funcao
do tempo de pré-plasma do sanificante. Exposicdes acima de 7 minutos
foram capazes de produzir redugdes superiores a dois ciclos logaritmicos

na inativagdo do microrganismo.

» Um planejamento experimental fatorial 2% mostrou que as variaveis tempo
de pré-plasma, tempo de exposicdo ao plasma, e poténcia apresentaram
efeitos positivos na inativagao de Pseudomonas fluorescens. O tempo de
exposicao apresentou o maior efeito, sendo porém, pouco superior a
poténcia do plasma. Isto sugere que para sistemas onde o aumento de
poténcia seja um fator econémico forte a ser considerado, o tempo de

processo pode ser aumentado.
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