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RESUMO

A contaminagdo em laboratérios devido a ma esterilizacdo € um problema
critico que pode comprometer a saude publica e a integridade de pesquisas de fins
cientificas e académicas. A principal causa da problematica consiste em
equipamentos defeituosos. Os objetivos deste trabalho foram construir uma
incubadora de testes bioldgicos para fins didaticos para melhor compreenséo da
importancia do processo de esterilizagdo e avaliar o processo da autoclave da
Faculdade de Tecnologia de Bauru (Fatec Bauru). A incubadora foi criada a partir
de um molde de plastico oval para acomodacao geral, bloco térmico de massa
plastica com trés furos para acomodacao dos indicadores, onde foram dispostos
sensores de temperatura NTC e sensor de ar condicionado, relé para controle
ON/OFF do sistema, Arduino Nano como microprocessador e display para
monitorizacao visual. Incubadora conforme analise de detalhes deve funcionar para
testes. Futuramente podera ser feita a continuidade no projeto para realizagédo dos
testes com indicadores biolégicos durante o periodo de 24 horas. Conforme
analisado durante a criagdo do projeto todo o sistema esta funcionando e deve
funcionar como previsto para futuros testes.
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1 INTRODUGAO

A contaminagdo cruzada em utensilios laboratoriais ocorre quando
microorganismos indesejados contaminam materiais, amostras ou equipamentos.
Para a eliminagédo dos microrganismos € fundamental a etapa de esterilizagdo, de
modo que o processo elimina contaminag¢des cruzadas e interferéncia em resultados
experimentais nos laboratérios, onde ha manipulacdo constante de amostras
biolégicas, reagentes entre outros materiais.

A esterilizacdo € um processo crucial que visa a eliminacdo completa de
diversos tipos de agentes contaminantes, incluindo os mais resistentes, de maneira
que o procedimento pode ser realizado de forma eficaz por meio de estufas de calor
seco e autoclaves, que utilizam vapor umido sob presséo (Fernandes, 2021).

A autoclave é o dispositivo mais utilizado no processo de esterilizacdo de
vidrarias, meio de culturas e solu¢gdes em laboratoérios clinicos ou académicos, tal
qual necessitam ficar livres de contaminantes. Os materiais considerados
reutilizados sao considerados bens duraveis, portanto necessitam de comprovacdes
de sua integridade e funcionalidade, além do seu processo de esterilizagédo e
desinfecgao (Fenner; Zimmer, A.; Zimmer, C., 2019).

Os indicadores biolégicos sdo o método de comprovagdo do processo de
esterilizagdo por vapor umido mais eficaz. Os indicadores consistem em ampolas
com tiras de papel impregnadas da bactéria Bacillus stearothermophylus esporulada,
que sao inativadas quando eliminadas pela exposi¢gao ao vapor a 121° C por 12
minutos (Neto; Kern; Santos, 2004).

A incubadora de testes bioldégicos € um equipamento projetado para ser
utilizado apds o ciclo de esterilizagao, fornecendo um ambiente controlado ideal para
o crescimento de microrganismos na ampola. Sua fungao é gerar um ambiente ideal
para uma tentativa de proliferagdo dos microorganismos na ampola n&o esterilizada,
possibilitando a comparacdo com a ampola que passou pela esterilizacdo, dessa
forma, é possivel comprovar a eficacia do processo da autoclavagao (Pinheiro,
2013).

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) dispde no Art. 98 da
norma regulamentadora RDC N°15, de mar¢o de 2012, segdo X, que se trata de
monitoramento do processo de esterilizagcdo, estabelece que, para garantir
eficiéncia, deve ser adicionado um indicador biolégico em cada carga e deve ser
liberada para utilizagdo somente apds leitura ser negativada por indicador bioldgico
(Brasil, 2012).

A conscientizacdo da importancia do processo de esterilizacdo adequada
para estudantes é fundamental para a seguranca individual e da comunidade ao
redor (dentro e fora da instituicdo), dado que como futuros profissionais de saude, os
estudantes tém responsabilidade com a saude coletiva. Para o estudante
manipulador de microorganismos, € importante que esteja familiarizado com as
normas regulamentadoras em vigéncia para uma boa aula pratica (Rodrigues et
al.,2016).

O projeto em questao visa desenvolver uma incubadora de testes bioldgicos
para fins didaticos, para auxilio de futuros testes de esterilizacdo dos laboratorios de
biologia e microbiologia da Faculdade de Tecnologia de Bauru (Fatec Bauru). Nesse
sentido, proporcionar uma melhor interagdo com o projeto e criar integragdo de
tecnologia educacional, em busca de elevar a qualidade de metodologia,
aprendizado e auxiliando na eficacia dos procedimentos de esterilizagao.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

A esterilizacdo é o processo que elimina todas as formas de vida
microscopica, como bactérias, virus, fungos e esporos, de superficies, objetos.
Segundo Pinto, Kaneko e Ohara (2003, apud Martinho, 2007) a morte microbiana
decresce de forma exponencial de acordo com o tempo de exposi¢do ao agente
esterilizante, em adicdo de um bom planejamento para maiores chances de uma
esterilizacdo de sucesso.

2.1 Autoclave

Autoclave é um equipamento amplamente utilizado para esterilizacdo de
materiais em ambientes laboratoriais, hospitalares e industriais. Seu funcionamento
dispbe de temperaturas elevadas através de vapor de agua sob alta presséao, a
temperatura do calor umido esta de 121 a 134°C, nesse sentido, os materiais
sensiveis ao calor tém seu uso limitado (Grunchinski, 2022).

O tempo de funcionamento de uma autoclave, comumente chamado de ciclo
de esterilizagdo, varia conforme os utensilios a serem esterilizados, a carga e o
modelo do equipamento. O ciclo basico de uma autoclave geralmente segue as
etapas mostradas na Figura 1.

Figura 1 - Ciclo de esterilizacao.
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Fonte: Amorim et al., (2017).

3 INDICADORES BIOLOGICOS

Indicadores bioldgicos (IB) ou ampolas de testes bioldgicos, sdao preparagoes
padronizadas contendo uma quantidade especifica de esporos de bactérias
resistentes a determinados processos de esterilizacdo. Esses esporos servem como
um desafio para o processo, indicando se as condi¢cdes de esterilizacdo foram
suficientes para eliminar todas as formas de vida microbiana. As bactérias utilizadas
nesses indicadores sdo cuidadosamente selecionadas por suas caracteristicas de
resisténcia e facilidade de cultivo, garantindo a confiabilidade dos resultados. (Silva
etal., 2014)

Essas ampolas sdo posicionadas em locais estratégicos dentro da autoclave
juntamente com os pacotes de materiais para execugao correta do teste dentro do



equipamento. Contém uma preparagdo com 0O microrganismo Bacillus
stearothermophilus, com uma concentracado de 10° UFC/frasco esporos por unidade
de papel filtro (Mizuta et al., 2020).

Estas bactérias sdo as mais utilizadas para uso de IB para comprovagao do
processo de autoclavacdo. Apds o processo na autoclave, esses esporos
bacterianos sao cultivados para verificagdo da presenca de vida ou morte do
microrganismos presentes na ampola, de modo que se o cultivo ndo indicar
crescimento, isso confirma que a esterilizagao foi bem sucedida (Callizaya, 2020).

Os IB sao as ferramentas mais adequadas e indicadas para comprovacao da
esterilizacdo, pois avaliam diretamente a capacidade de eliminacdo de
microorganismos viaveis. Além da avaliagdo do processo, é necessario garantir a
confiabilidade, de modo que resultados errbneos geram danos econdmicos e
operacionais (Silva et al., 2014).

3.1 Bacillus stearothermophilus

Dentro da biologia existe a denominagéao de bactérias termofilicas, que sao
dadas aos esporos de microorganismos capazes de sobreviver a temperaturas
elevadas. A bactéria Bacillus stearothermophilus faz parte desta denominacgao, sao
do formato de bacilos/bastonetes gram-positivo, podendo ser tanto aerdbicas ou
anaerdbicas facultativas, capazes de prevaleceram a temperatura de 33 a 70°C
(Fraiha; Ferraz; Biagi, 2010). Por ser termofilico, o esporo de Bacillus
stearothermophilus é utilizado para comprovar a eficacia da esterilizagcdo em vapor
saturado a altas temperaturas.

3.2 Descarte da ampola apés o uso

A ANVISA, por meio da RDC N° 222 de margo de 2018, no capitulo IV,
Secao |, sobre residuos de servigos de saude do grupo A, subgrupo A1, determina
que culturas e estoques de microrganismos, residuos de fabricacdo de produtos
bioldgicos (exceto hemoderivados), meios de cultura e instrumentos usados em
manipulacdo genética devem ser tratados para reduzir ou eliminar a carga
microbiana, utilizando processos validados e equipamentos compativeis com o
Nivel Il de inativagao microbiana (Brasil, 2018).

4 OBJETIVOS

O objetivo do presente trabalho é desenvolver uma incubadora de testes
biolégicos para fins didaticos, com o intuito de incorporar tecnologia educacional e
aprimorar os futuros controle dos processos de esterilizagdo na instituicdo. O
objetivo final visa fornecer uma ferramenta pratica e acessivel para o ensino,
permitindo que os estudantes compreendam e apliquem conceitos criticos de
esterilizacdo, enquanto contribui para a melhoria dos padrbées de qualidade e
seguranga nos procedimentos laboratoriais da instituicao.



5 MATERIAIS E METODOS

O dispositivo construido realiza o controle térmico para a incubacado de
esporos bacterianos Bacillus stearothermophilus. Esses esporos proliferam melhor
na faixa de temperatura entre 33° e 70°C. Dessa forma, a incubadora foi projetada
para operar na temperatura minima ideal de 37°C, evitando a ultrapassagem dos
limites térmicos que poderiam comprometer o comportamento do esporo.

Os materiais utilizados na construgdo do dispositivo incluem componentes
para garantir o controle preciso da temperatura e a durabilidade do equipamento. A
lista de materiais utilizados para construgcao do projeto segue no Quadro 1.

Quadro 1 - Lista de materiais utilizados no projeto de incubadora para testes biolégicos.

MATERIAIS

UTILIDADE

Arduino Nano

Placa microcontroladora

Botdes

Liga/Desliga do sistema

Buzzer

Dispositivo eletrénico com efeito sonoro

Cartucho de resisténcia
12V

Modulo termoelétrico gerador de calor

Display 16x2 1C2
Soldado

Amostrador de informacgao do sistema de aquecimento e
sistema

Filamento PETG

Material de impressao

Massa plastica

Preenchimento do bloco térmico

Molde Oval

Responsavel por acomodacéao de todo o sistema da
incubadora

NTC 10K e Sensor de ar
condicionado

Indicador de temperatura

Rele 5V

Atua como interruptor para controle do circuito eletrénico

6 RESULTADOS

Fonte: Autores (2024).

Os resultados obtidos a seguir compdem a confecgédo da estrutura final do
dispositivo, circuito eletronico, resultados da sua eficiéncia e resultados do teste de

esterilizacao.



6.1 Construcao da incubadora para testes biolégicos

A estrutura da incubadora para testes bioldgicos se baseia em um design
oval, proporcionando uma distribuicdo térmica uniforme e ambiente controlado
para o crescimento do esporo na ampola. O formato oval otimiza o ar interno e
garante condigdes ideais para propagacao de calor, além de maior eficiéncia do
uso do espaco. Essa disposigao na estrutura permite que os microrganismos em
avaliagdo sejam expostos de maneira homogénea aos parametros de controle,
fator crucial para precisao e repetibilidade dos resultados esperados.

Molde oval utilizado no projeto de incubadora segue nos padrboes conforme a
Figura 2 e Figura 3.

Figura 2 - Molde oval fechado. Figura 3 - Molde oval aberto.
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Fonte: Autores (2024). Fonte: Autores (2024).

Os moldes complementares incluem uma secio especifica para o cartucho
de resisténcia e as ampolas de indicadores bioldgicos. Essas divisbes foram
cuidadosamente projetadas e fabricadas em PETG por meio de tecnologia de
impressao 3D e sobrepostas uma a outra para futuros acabamentos (Figura 7).
Design do molde principal antes do acabamento para compartimento de ampolas
de indicadores bioldgicos ilustrado na Figura 4.

Figura 4 - Desenho 3D de sec¢é&o para cartucho de resisténcia.

Fonte: Autores (2024).



O molde do compartimento de suporte dos indicadores bioldgicos foi
desenvolvido utilizando tecnologia de impressdo 3D, projetado especificamente
para acomodar 2 ampolas conforme o tamanho padrao de ampolas adotado pela
maioria dos fabricantes no mercado disponivel em fichas técnicas. As dimensoes
detalhadas incluem um didametro de 8,45 mm e uma altura total de 5,5 cm para a
ampola inteira, a tampa possuindo um diametro de 10,35 mm e altura de 1,3 cm,
conforme ilustrado na Figura 5.

Figura 5 - Desenho 3D de se¢éo para compartimento de ampolas.

Fonte: Autores (2024).

A impressdo 3D em PETG permitiu a criagdo de um suporte preciso e
adaptado as exigéncias dos testes e garantindo estabilidade durante o manuseio e
armazenamento dos indicadores. O material escolhido oferece resisténcia e
durabilidade, assegurando o desempenho ideal do sistema ao longo das avaliagcbes
de processos com a incubadora. Os demais orificios sdo exclusivos para a
passagem de fios.

Para garantir um aquecimento uniforme ao redor dos indicadores bioldgicos,
foi desenvolvido um bloco térmico que utiliza uma camada de massa plastica sobre
o molde principal (Figura 4). O design final do bloco térmico ilustrado na Figura 6.

Figura 6 - Bloco térmico.
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Fonte: Autores (2024).




Apos a confecgdo do bloco térmico, foi realizado um processo de
acabamento, no qual o bloco passou por lixamento para garantir sua uniformidade.
Com o molde adequado para as 2 ampolas dos indicadores biolégicos (Figura 5) e
com os demais orificios para a passagem de fios e um adicional para o cartucho de
resisténcia, o bloco foi perfurado utilizando uma broca especifica, de modo a criar
os compartimentos necessarios para o posicionamento das ampolas e para o
aquecimento. Esses compartimentos permitem que as ampolas fiquem
corretamente inseridas no bloco térmico, garantindo que o aquecimento seja
eficiente e uniforme durante a incubagdo dos indicadores biolégicos. Design com
acabamento na Figura 7.

Figura 7 - Bloco térmico com acabamento.

YA o, £t
TR e b
g £ A4 AR

Fonte: Autores (2024).

O cartucho de Peltier foi inserido em um dos furos do bloco térmico. Em
seguida, o bloco foi cortado ao meio para evitar a dissipagédo de calor para o lado
sem o cartucho. Na metade sem o cartucho, sera acoplada uma estrutura fabricada
com tecnologia 3D, destinada a acomodar o display 16x2 e os botdes de controle
do temporizador. Imagem ilustrada na Figura 8 e Figura 9.

Figura 8 - Bloco térmico com cartucho. Figura 9 - Molde acomodador de display.

Fonte: Autores (2024). Fonte: Autores (2024).



6.2 Aquecimento

O aquecimento com sistema ON/OFF é uma metodologia amplamente
utilizada para o controle de temperatura em diversas aplicacdes. Este sistema
opera em ciclos, alternando entre os estados "ligado" (ON) e "desligado" (OFF)
para manter a temperatura dentro de um intervalo especifico. Quando a
temperatura do cartucho de resisténcia ultrapassa o limite maximo de 37°C, o
sistema € desligado. Por outro lado, quando a temperatura cai abaixo do limite
minimo de 33°C, o sistema € ativado, fornecendo calor até que a temperatura
retorne a um nivel adequado, momento em que o aquecedor & novamente
desligado. Essa abordagem permite um controle eficiente da temperatura,
essencial para garantir o desempenho adequado nas aplicacoes.

O objetivo principal deste sistema é monitorar e controlar a temperatura em
uma area especifica usando um termistor. Quando a temperatura medida estiver
abaixo do valor definido (setpoint), o sistema ativa um relé (pino d7) para acionar
um aquecedor, elevando a temperatura até alcancar o setpoint desejado,
mantendo-a estavel. Durante o processo, um display 16x2 LCD exibe informagdes
sobre a temperatura e o aquecimento. O sistema inclui um temporizador para
limitar o tempo de operagéo e, ao final desse periodo, desliga o relé e aciona um
buzzer (pino d8) para alertar o usuario.

Para o funcionamento do sistema funcione, foram importadas as bibliotecas
para configuragdes dos componentes:

a) #include <Wire.h>: Facilita a comunicacéao via I2C com o display 16x2

b) #include <LiquidCrystal_12C.h>: Permite manipular o display

c) #include <Thermistor.h>: Facilita leitura da temperatura medida pelo
sensor de temperatura/termistor.

Ao definir as variaveis e objetos sdo configurados para definir o hardware e
as devidas operagdes do sistema. O sensor de temperatura € inicializado no pino
analdgico 2, ja o IC2 (display) € configurado conforme o seu padrdo de 16 colunas
e duas linhas.

Essas variaveis incluem pinos de conexao para cada componente utilizado
no projeto. O setpoint de temperatura de 37°C com o temporizador de 1 minuto e
variaveis para formatacdo da saida do display. A fungdo “setup()’ configura os
pinos, inicia a comunicagdo com o display e exibe a mensagem de inicializacéo,
conforme mostrado na Figura 10.

Figura 10 - Inicializacao




Na funcao “loop()” foi aplicada a légica principal do sistema para controlar o
relé, monitorar a temperatura, ajustar o setpoint e gerenciar o temporizador. Na
exibicdo “Aquecendo...” no display o relé é acionado enquanto a temperatura esta
abaixo do setpoint ilustrado na Figura 11.

Figura 11- Tela de aquecimento com temperatura indicador de temperatura.

Fontes: Autores (2024).

O sistema permite ao usuario ajustar o setpoint de temperatura entre 33 e
37°C, utilizando botdes especificos para aumentar ou diminuir o valor. Quando a
temperatura atinge o setpoint definido, o display exibe a mensagem "Estabilizado" e
o relé é automaticamente desligado, indicando que o processo chegou ao ponto
desejado. Além disso, o temporizador pode ser iniciado pressionando-se o botdo de
inicio, e o display mostrara tanto a temperatura atual quanto o setpoint, permitindo
um monitoramento continuo durante o funcionamento do sistema. Interface do
sistema estabilizado na Figura 12.

Figura 12 - Sistema estabilizado.

Fontes: Autores (2024).

Ao longo do processo, o sistema verifica constantemente a temperatura e
ajusta o relé conforme necessario: o relé é ativado se a temperatura estiver abaixo
do setpoint e desligado quando atinge ou ultrapassa o valor definido. O tempo
decorrido é atualizado e exibido no formato de horas, minutos e segundos, o que
facilita o acompanhamento em tempo real. Caso o tempo limite seja atingido, o relé
€ desligado e o buzzer é acionado, emitindo um alerta sonoro para sinalizar o
término do processo, mostrado na Figura 13.



Figura 13 - Sistema estabilizado.
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Fontes: Autores (2024).

A parte interna do display € composta por um conjunto de componentes
eletrbnicos que garantem seu funcionamento. Ela abrange a ligacédo do display com
os botdes de comando, permitindo a interacdo do usuario com o dispositivo. Esse
sistema eletrénico é projetado para assegurar a comunicagao entre os botdes e a
interface de exibigdo. Figura 14 ilustra a parte traseira e interna do display com

ligagao dos botdes.
Figura 14 - Sistema do display.

Fontes: Autores (2024).

Para otimizar a acomodacao do sistema como um todo, foi realizada uma
modificagdo no lado oposto do bloco térmico (lado sem componentes como o
cartucho de resisténcia, o NTC e o sensor de ar condicionado). Para essa
mudanca, uma diviséria foi inserida com o objetivo de aumentar significativamente
a distadncia dos componentes do sistema em relagdo ao calor. O propdsito da
alteracdo visa limitar a exposicdo térmica dos componentes o maximo possivel
para garantir a melhor eficiéncia e minimizar a chance de comprometimentos
futuros devido ao calor. O sistema completo consiste no Arduino Nano controlando
o relé, cartucho e os medidores de temperatura. Figura 15 ilustra a acomodagéao
do circuito e Figura 16 a acomodacao do display.



Figura 15 - Acomodacgéo do circuito. Figura 16 - Acomodacéo do display.
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Fontes: Autores (2024). Fontes: Autores (2024).

Os botdes na parte traseira do display funcéo de Preset comumente usada
em projetos com Arduinos e displays. Eles s&o utilizados para ajustar parametros e
selecionar modos de operagao.

7 DISCUSSAO

A realizagdo de testes com as ampolas indicadoras biolégicas ndo foram
viabilizadas por motivos externos a instituigdo, o que incluiu a interdicao de salas e
laboratorios necessarios para a pratica. Foi realizada uma analise de todas os
terminais, conexdes e componentes fundamentais para o funcionamento da
incubadora. Dentre os itens avaliados, destacou-se o temporizador, que foi testado
para garantir a contagem da minutagem até atingir o total de 24 horas de teste dos
indicadores. Além disso, verificou-se o funcionamento do relé, responsavel por ligar
e desligar o sistema de acordo com os parametros programados no cédigo do
sistema. Esses testes foram fundamentais para corresponder a futuros testes que
possam ser feitos.

No entanto, durante os testes, observou-se que a fonte inicial de 5V nao era
capaz de aquecer uniformemente o bloco térmico, comprometendo a eficacia do
processo. Foram realizadas experimentacbes com uma fonte de 12V, mas
constatou-se que sobrecarregou o cartucho de resisténcia e seguiu a inércia
térmica chegando a 44 °C, ultrapassando a temperatura ideal de 33-37°C, podendo
causar danos ao sistema a longo prazo. Apdés mais avaliagbes, concluiu-se que a
utilizacdo de uma fonte de 9V apresenta um desempenho mais equilibrado,
garantindo aquecimento uniforme.

8 CONCLUSAO

Conforme os testes de revisdo de funcionamento a incubadora deve
funcionar conforme o esperado, podendo o usuario utilizar em bancada dos
laboratorios dispostos na instituicdo. Teste que serdo realizados futuramente
possuem permissao para alterar ou melhorar qualquer funcéo para uso.

O objetivo deste projeto foi contribuir para a criagdo de novos equipamentos
que possam ajudar no desempenho dos processos de esterilizagdo futuros que
possam ser feitos e melhor performance na interacdo de alunos e equipamentos
para fins didaticos.
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