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RESUMO - O uso do COsupercritico (C@SC) como agente esterilizante € uma das
técnicas mais promissoras para a esterilizacdoigiedds e materiais sélidos e tem
recebido especial atencdo de pesquisadores nassiiiécadas. Esta tecnologia apresenta
potencial para substituir os processos quimic@sritos utilizados atualmente, os quais
sao eficientes, porém podem promover danos ao iadagsterilizado. O presente trabalho
investigou o efeito do CE5C em pressao de 300 bar, diferentes temperd80as60°C)

e tempos de tratamento (60, 120 e 180 min) navegdd de esporos d@acillus subtilis
inoculados em implantes-teste (placas de acgo-indxl cm). Ciclos de
pressurizacao/despressurizacdo e a adicdo de urteagaimicrobiano (nisina) tambéem
foram testados. Observou-se uma reducdo na coac@&atde esporos superior a 7 ciclos
logaritmicos no tratamento com &O6C a 300 bar e 60°C em combinag¢do com nisina e 4
ciclos de pressao (30 min cads? = 300bar).

1. INTRODUCAO

Nos ultimos anos, as técnicas de esterilizacdotérimeas tém despertado um crescente
interesse por parte das indastrias farmacéutickes aimentos com o intuito de garantir a seguranca
microbiologica dos produtos sem que haja deter@mrata qualidade dos mesmos (Mun et al., 2011).
Neste sentido, o uso da tecnologia de, &percritico (C@SC) tem sido amplamente reconhecido
como um método de desinfeccdo alternativo bastpraenissor, devido a possibilidade de se
trabalhar em temperaturas e pressées moderadas.

O uso de C@pressurizado como agente esterilizante tem denaolosaltas taxas de inativacao
para uma vasta gama de microrganismos como bagtériegos filamentosos e leveduras (Zhang et
al. 2006). No entanto, o emprego de £X3T na esterilizacdo de micro-organismos em suador
vegetativa tem-se mostrado muito mais satisfat@io que na descontaminacdo de esporos
bacterianos. Varias hipdteses tem sido propostas esgplicar o mecanismo de inativacdo de
microrganismos pela acéao de fluidos pressurizattwang et al. (2006) compilou uma extensa revisdo
de estudos de esterilizacao utilizando,@€ssurizado.

Diversos trabalhos na literatura tém proposto o dssaditivos como forma de aumentar a
eficiéncia de inativacdo de esporos bacterianopr@cessos de esterilizacdo por £ (Whiteet



al., 2006; Zhanget al, 2006; Qiuet al, 2009; Checinskat al, 2011). Além disso, existe uma
tendéncia crescente no sentido de se desenvolwsslogias alternativas que possam ser aplicadas
juntamente com conservantes naturais (Yastal, 1998; Garrigeet al, 2002). A nisina € uma
bacteriocina produzida por certas linhagensagococcus lactise inibe o crescimento de bactérias
Gram-positivas e esporos @dostridium e Bacillus (Delves-Broughton, 1990). No entanto poucos
trabalhos envolvendo a acdo combinada do-80O e nisina tém sido publicados até o presente
momento (Liet al, 2012).

O presente trabalho investigou o efeito do,SC em diferentes temperaturas e tempos de
tratamento na inativacéo de esporo8deillus subtilisinoculados em placas de aco inoxidavel com a
proposta de ser utilizado como método de estegdizado-térmico de implantes cirdrgicos. Ciclos de
pressurizacao/despressurizacéo e a adicdo de umicaobiano (nisina) também foram testados.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Materiais

A cepa enslantsdo Bacillus subtilis(ATCC 6633) foi adquirida da Fundacdo André Tassel
(Campinas, Brasil). O dioxido de carbono liquidegsurizado (99,5%) foi fornecido pela White
Martins Ltda (Campinas, Brasil). Todos os outrodemais e reagentes usados na preparacdo dos
experimentos, na cultura do micro-organismo e maagem sdo de grau analitico. O antimicrobiano
nisina (Nisapliff) foi gentimente cedido pela empresa Danisco (Bim@a). Os implantes-teste
utilizados foram placas de aco inoxidavel de 1 chem.

2.2 Preparo da solucéo estoque de esporos

Inicialmente, a cepa foi transferida dlant com auxilio de uma alca de cobre e estriada em
aproximadamente 10 placas de Petri contendo agaemte (Nutrient Agar, NA, ACUMEDIA 7145)
contendo MA" para a esporulacdo. As placas foram incubadastiti@era 35°C por 48/72 h, e
posteriormente, mantidas a temperatura ambient@-fi0rdias. Apds atingir um nivel de esporulacdo
de 90-99%, 2-3 mL de solucédo fisiologica salind88%9 NaCl) foram adicionados as placas e a
biomassa foi raspada e transferida para um frasaeudtrifuga estéril e a suspenséao foi centrifugada
a 10.000 rpm por 10 min. O sobrenadante foi dembare ogelletsde esporos foram transferidos
para um frasco tipshotcontendo 50 mL de agua destilada e esferas de. Edta solu¢do estoque de
esporos foi mantida em geladeira a 4°C e foi @iilz para inocular a superficie dos implantes-teste.

Apés o preparo, realizou-se a contagem do numeresgeros viaveis na suspensao estoque
pelo método de diluicdes decimais e contagem pasiréplacas (Silvat al, 2010). Para garantir a
ativacdo dos esporos e a eliminacdo das célulastate@s realizou-se um choque térmico na
suspensédo (80°C/10 minutaeguida de imersdo em banho de gelo) antes dageomtaAs placas
foram incubadas invertidas a 35°C por 48 h. Umgacinicial de aprox. TQUFC/mL foi obtida

2.3 Inoculacéo dos esporos na superficie dos imptas-teste

Para a inoculacdo dos esporosBaeillus subtilisna superficie dos implantes-teste, realizou-se
a aplicacdo sequencial de trés aliquotas de 50audollicdo estoque de esporos com um tempo de
secagem de 1 hora entre cada aplicagdo em cambtwaaé&minar.



2.4 Contagem dos esporos viaveis na superficie diogplantes-teste

Para avaliar a eficiéncia do processo de estgdizaforam preparados (inoculados com
esporos da bactéria) oito implantes-testes porrerpeto. Cinco sdo utilizados como controle e trés
usados para o tratamento com A£3L. Para a quantificagdo dos esporos viaveis,mantes
submetidos ao tratamento e os implantes contraderfdransferidos para tubos de ensaio contendo 10
mL de &gua peptonada 0,1% e esferas de vidro isstragitados no vortex por 30s até que 0s
esporos que estavam aderidos na superficie dosntepl fossem totalmente transferidos para a
solugéo. A contagem dos esporos viaveis foi deteada pela técnica de contagem padrdo em placas
de Agar Triptona Glicose (Triptone Glucose Extrégar, TGE, 7242, Acumedia, EUA) ap0s
incubacdo por 48h a 35°C. A eficiéncia do processaesterilizacdo foi avaliada pelo numero de
unidades formadoras de coldnia de esporos viavetontrole (N) e apos o tratamento (N), expressa
em termos de reducdes decimais, ou seja, IgNjN

2.5 Tratamento com CQ-SC

Um aparato que opera em batelada, com controlgpémdiente de temperatura e pressao foi
usado nos experimentos de esterilizacdo. O equiganiei projetado e construido pelo grupo de
pesquisas de processos de fluidos supercriticdSEQZUNICAMP e pela AUTIC (Automacédo e
Instrumentacado Industrial Ltda., Brasil). Um supacilindrico macico de acgo inoxidavel (Figura 1)
foi confeccionado para acomodar e introduzir oslamies-testes no reator diminuindo assim o
volume vazio do reator e consequentemente reduznindmpo de pressurizacdo do sistema. Antes de
cada experimento, o sistema era esterilizado paoo e circulacdo de etanol 70% a 30°C por 30
minutos. A seguir, 0os implantes-teste (placas deiagxidavel) eram transferidos para o suporte
(Figura la) e colocadas cuidadosamente dentroadorré~igura 1b). A tampa do reator era fechada
em condicdes estéreis e todo o sistema era aqueudauma resisténcia elétrica. Quando a
temperatura desejada era atingida, a bomba emaligavalvula de entrada era aberta e a de saida
fechada, assim o fluido preenchia o reator. Quamgowessado desejada era atingida, a valvula de
entrada era completamente fechada e a bomba €digadas Passado o tempo de tratamento, a
valvula de saida, era imediatamente aberta atS@dg completa do sistema. O suporte era entdo
retirado em condi¢cOes assépticas e 0s implantes-ggam coletados para posterior contagem
microbioldgica.

Figura 1 - Suporte para acomodacédo dos implantesetld: (a) detalhe dos orificios para disposi¢éao
dos implantes, (b) introducao do suporte no reétdprista frontal do reator com o suporte.



2.5.1 Ensaios com realizacéo de ciclos de pressao

Os experimentos de esterilizacdo que utilizaranoside pressédo foram realizados da mesma
forma que os ensaios a pressao constante. Porpois die atingida a pressdo maxima do ensaio, esta
foi mantida por um determinado periodo de tempon&icea valvula de saida foi aberta para
proporcionar uma rapida descompressdo do sistessEimAgue a pressao atingia o nivel minimo
desejado a valvula de saida foi imediatamente fieckaa valvula de entrada foi aberta permitindo o
bombeamento com G@té a pressdo maxima ser novamente atingidapEstedimento foi repetido
pelo niumero de ciclos programado para o experimdato todos os ensaios o tempo total de
tratamento foi de 2 horas, a pressdo maxima f80f@ebar e a temperatura de 60°C.

2.5.2 Ensaios com adi¢ao de nisina

Experimentos com C&65C a pressao de 300 bar, 4 ciclos de pressao daeirBQos QP =
300bar), temperatura de 60°C e com adicdo de risiaan realizados com o intuito de aumentar a
eficiéncia de esterilizacdo. Para definicdo do maue das concentracbes da solugdo de nisina
utilizadas nos testes de esterilizagdo com-80, estudou-se o efeito da aplicacdo de solugées d
nisina em diferentes concentra¢des (0, 0,01, @A%, 0,20 e 0,50%) na inativagdo dos esporos de
Bacillus subtilisinoculados na superficie dos implantes metaliépgs a inoculacdo e secagem da
solucéo de esporos na superficie do implante,100a solucédo de nisina foram aplicados sobre o
implante. As placas foram entdo submetidas a centalg esporos e os resultados foram comparados
com o controle (sem nisina). Nos ensaios com-80, 10@L de solucdo de nisina (0,01% e 0,05%)
foram aplicados na superficie do implante inoculaigtes do tratamento do com £8C.

2.6 Microscopia eletronica de varredura

As amostras foram preparadas conforme o procedamanseguir. Os implantes metalicos
inoculados com o0s esporos bacterianos foram tnaghsfepara tubos de ensaio contendo 10 mL de
agua peptonada 0,1% e esferas de vidro. AliquiEe®0 pL da solugdo foram entdo depositadas na
superficie de laminulas de vidro (d=13 mm) em camdarfluxo laminar. Apds 2h, as amostras foram
fixadas em 4% paraformaldeido/2.5%glutaraldeidgionfosfato pH 7,4 por 2 horas. Foram
realizadas 3 lavagens de 15 min com tampdo PBSIgeada3 lavagens de 10 min com agua
deionizada. As amostras foram desidratadas em areade lavagens com etanol em concentracdes
crescentes: 50% (1x - 15 min), 70% (1x - 15 mim%9(1x - 15 min) e 100% (2x - 15 min). As
laminulas foram entdo submetidas a secagem no@edadponto critico (BAL-TEC, CPD 030,
Liechtenstein). Por fim, as laminulas foram fixadas suportessubg de aluminio e recobertas com
ouro a 25°C por 180s. A morfologia dos esporosaf@liada utilizando-se um microscépio (LEICA,
modelo DMLM, EUA) acoplado ao computador LEICA QBG0O

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Nos primeiros ensaios de esterilizacdo com-SO avaliou-se o efeito da temperatura (30 e
60°C) e do tempo de tratamento na inativacdo dowres (1, 2 e 3 horas), mantendo-se constante a
pressdo de 300 bar (limite operacional do equip&e®s resultados obtidos nestes ensaios estédo
apresentados na Tabela 1. Pode-se observar quepmdigdes testadas a reducdo na contagem dos



esporos foi muito baixa (menor que 1 ciclo logaidtrpara todas as condi¢des), demonstrando uma
alta resisténcia dos esporos ao tratamento comSTO Entretanto, € possivel observar um discreto
aumento na eficiéncia de inativacdo com o aumemtemperatura e do tempo de tratamento.

Tabela 1 — Eficiéncia do tratamento com 3T (300 bar) na inativagéo de esporo8deillus
subtilisinoculados na superficie de implantes metalicos.

Contagem (UFC/mL)

Tempo(ﬂirgzgamento TemE)Oee:r)atura Artes do ApGs log(No/N)*
tratamento tratamento
1 30 3,1210 2,8410 0,04
1 60 3,2010 2,1810 0,17
2 60 2,6810’ 1,0510 0,41
3 60 3,5610 1,1010 0,51

* (No/N) é a razao entre a contagem antes e aprdsamento.

White et al. (2006) ndo observaram nenhuma reducdo na poputkgd@sporos d8acillus
subtilisapés o tratamento com G@ilizando uma presséao de 100 bar por um periodat&&2h em
temperaturas de 50-60°C. Em outro trabalho, Spédngipet al (2003) também observaram uma alta
resisténcia de esporos Bacillus subtilisem suspensdo (10FC/mL) ao tratamento com GSC.

Até mesmo tratamentos prolongados (até 48h) a gwede 120 bar e temperatura de 50°C néo
afetaram significativamente a sobrevivéncia doomesp No entanto, aumentando-se a temperatura
para 75°C, um tratamento a pressdo de 70 bar pmras foi capaz de esterilizar totalmente a

suspensédo de esporos. No presente estudo ndo sdecon a possibilidade de testar temperaturas
>60°C pois o0 objetivo seria validar um processesterilizacado para materiais termossensiveis.

Considerando os resultados obtidos nos ensaioseapaelos na Tabela 1, estudou-se o efeito de
ciclos de presséo no tratamento comy{SC sobre a resisténcia dos esporos. Os resultddin®s
nos ensaios com ciclos de pressdo estdo apresemaddabela 2. E possivel observar que a
utilizacdo de ciclos de pressdo aumentou a efigédo tratamento, em relacdo aos tratamentos
realizados a presséo constante (Tabela 1), por@nebde inativagdo ainda néo foi satisfatorio.

Tabela 2 — Eficiéncia do tratamento com£3L com ciclos de pressédo e tempo total de trat@men
de 2 horas (300 bar/60°C) na inativacdo de esmBacillus subtilis

Contagem (UFC/mL)

n° de ciclos AP (bar) Tempo* Antes do Apés 0 log(No/N)**
tratamento tratamento
4 300 30 3,000’ 1,1910° 1,40
8 300 15 3,030’ 2,8810° 1,02
16 300 7.5 3,440 1,0310° 1,52
30 100 4 3,800 2,5010° 1,18

* tempo em que o sistema permanecia ha pressaomaixi
** (No/N) é a razdo entre a contagem antes e ajitatamento.



Com o intuito de aumentar a eficiéncia de inativadas esporos, realizou-se experimentos
utilizando CQ-SC com adig&o de nisina. Inicialmente estudou-skeito da aplicacdo de solucdes de
nisina em diferentes concentracdes na inativac&o edporos déBacillus subtilisinoculados na
superficie dos implantes metélicos. Os resultadiabdla 3) demonstram uma reducéo de trés ciclos
log na populacédo de esporosBlacillus subtilispara os implantes que receberam a solucéo denisin
na concentracdo de 0,05% e a inativagdo completdbfmla utilizando-se o aditivo na concentracao
de 0,20%.

Tabela 3 - Eficiéncia da aplicacdo de solu¢cdessieay em diferentes concentracdes, na superficie
dos implantes inoculados com esporo8deillus subtilis
Bacillus subtilis

Concentracdo da solugao de

nisina (%)* (Cl:Janct:a/l?neLr)n log (No/N)**

0 (controle) 23010 0
0,01 3,3010° 0,84
0,05 1,4410° 3,20
0,10 8,7010" 2,42
0,20 ND >7
0,50 ND >7

* 100 puL desta solucdo eram aplicados na superficie d@antgteste.
** (No/N) é a razdo entre a contagem antes e apdieacao da nisina.
ND -N&o detectavel.

Os resultados dos ensaios de esterilizacdo comtmmanso da nisina com GEC encontram-
se na Tabela 4. Observa-se um efeito sinérgice entQ-SC e a nisina, obtendo-se a inativacéo
completa dos esporos no final do processo. Estedtados apontam um potencial para o uso do
processo de esterilizacdo de implantes metélictss gEio combinada do G@EC e da nisina em
condicdes moderadas de pressao e temperatura e dengatamento de 2h.

Tabela 4 - Eficiéncia dos tratamentos com{3Q/nisina realizando 4 ciclos de presséo de 30
minutos cada (300 bar/60°C) na inativacdo de espieBacillus subtilis

Contagem (UFC/mL)

log(No/N) log(No/N)

Micro-organismo Antes
Apés nisina* nisina/CO2-SC**
Sem nisina  Com nisina
B. subtilis® 2,7310 9,210 ND 1,47 >7
B. subtilis® 3,7510 1,1510° ND 2,51 >7

ND - N&o detectavel.

* log(No/N)nising € @ razéo entre a contagem antes e apoés a aplidagasina.

**|og(NO/N) nisinaicoz-sc€ @ razéo entre a contagem antes e apés o trataooen CQ —SC.

& aplicacdo de 1QQ da solug&o de nisina 0,01% na superficie do implantes do tratamento com G&SC.
® aplicacdo de 1QQ. da solucao de nisina 0,05% na superficie do intplantes do tratamento com GESC.



As micrografias dos esporos Bacillus subtilisinoculados na superficie dos implantes antes e
apos os diversos tratamentos comySQ estao apresentadas na Figura 2. A exposicéesgosos a
pressao, turbuléncia e ao fluido supercritico sugepactos na estrutura fisica das células. No
entanto pela observacdo das micrografias dos esppercebe-se que o0s esporos totalmente
inativados pelo tratamento com €6C/nisina mantiveram-se intactos (Figura 2(c)je&sesultados
corroboram com os resultados de Wiital. (2006) que nao observaram alteracdes morfolégioas
MEV em células deSalmonellainativadas por tratamento com &8Ca 96 bar/35°C/60 min
contando 0,02% de acido peracético e 0,8% de &psailtados similares também foram encontrados
para outros micro-organismos inativados porSQ (Tarafeet al, 2010, Dillowet al., 1999).

Varias teorias tém sido propostas para 0 mecangenmativacdo bacteriana com £8C,
incluindo ruptura celular, acidificacdo, extraca@lighidios de substancias intracelulares (Spiligber
e Bertucco, 2003). Destas teorias, a ruptura gekdan sendo descartada tendo em vista que a
estrutura celular permanece intacta. Consideraademaperaturas relativamente baixas e as pressoes
moderadas utilizadas nos tratamentos por,-80, outros componentes sugerem o modo de
inativacdo dos esporos, incluindo o efeito da udedgue estaria contribuindo para melhorar a
transferéncia de massa de {a presenca de aditivos (neste caso a nisinaafgtem a viabilidade
celular. Estes fatores apontam a formacao de @eidmnico como uma etapa chave no processo de
inativacdo. A acidificacdo pode ser responsavel jmeltivacao microbiana através da acidificacdo do
interior da célula e/ou da inativacdo de enzimasresais. Este transporte de massa facilitado pelo
CO; no interior da célula pode colaborar também pammemtar a acdo da nisina como agente
esporicida, sendo esta hip6tese consistente cofeito sinérgico observado entre o £8C e a
nisina na inativacdo dos esporos bacterianos.

(@) (b)
Figura 2 - Micrografias dos esporosBicillus subtilis (a) sem tratamento, (b) apos tratamento com

CO,-SC (300 bar/4 ciclos de 30 min/60°C),(c) aposiranto com C®SC (300 bar/4 ciclos de 30
min/60°C/0,01% nisina na placa)
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