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“METODO DE PRODUCAO DE UM PO DE MINHOCA SECO”

A presente invengao refere-se a um método de producao de um

p6 de minhoca seco, em particular, a um método de producdo de um pé de
minhoca seco inofensivo ao suprimir a inativacdo das enzimas contidas em

5 uma minhoca.
As minhocas sdo usadas desde os tempos antigos em paisés

orientais como farmacos para a prevengao e tratamento de varias doengas,

- —
———— e

e se encontraram aplicagdes como agente estimulante-de-liberagdo_e__

conti'agéo do calculo intracistico, agente anti-coloplania,. parturifaciente,

10  tbnico, tbénico para crescimento capilar, contaminacdo, antifebril, agente
para tratamento de espasmos, acelerador de fluxo sanguineo, agente para
tratamento de hemiplegia, analgésico indireto, agente de melhoramento de
urinagdo, agente anti-asma bronquial, agente anti-hipertensdo e outros.

| E necessario remover a sujeira da minhoca que permanece nos

15 tratos'digestivos, o depdsito sobre a pele, e outros para a produgdo de um
remédio para administracdo oral através da utilizacdo da minhoca como a
matéria-prima, e varios métodos para este propdsito foram apresentados.

Os exemplos dos mesmos propostos até o momento incluem
métodos de produgao de um pd de minhoca seco Gtil como um agente

20 anti-diabetes, agente anti-hiperlipidemia ou agente para ajuste de pressao
sanguinea, através da imersdo de corpos vivos de minhocas em uma
solugdo aquosa de um sal alcalino como sal de sédio ou sal de potassio, de
modo a permitir que as mesmas excretem o calculo nos tratos digestivos,
da trituragdo a molhado das minhocas e da secagem por congelamento da

25 suspensao obtida deste modo sob vacuo (JP64-47718A, IJP64-47719A,
JP64-47720A e JP01-268639A), e um método de producdo de um remédio

g PArA_pacientes com trombose, através da imersdo de corpos vivos de
—— T T T e

e i,

e b i

minhocas em uma solucdo acida aquosa mantida de 6 a~26°C*por 0sl=a«5u—m——

horas, de modo a permitir que as mesmas excretem o cdlculo nos tratos
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digestivos, triturar as minhocas, desgaseificar o0 homogenato e secar a
vacuo o homogenato, enquanto a temperatura é elevada gradualmente
(JP03-72427A).

Os inventores também propuseram um método para fazer com

'a minhoca excrete seu conteldo no trato digestivo ao colocar a minhoca

sob um ambiente em condigdo de habitat desagradavel gerado como acido

organlco (JP2008-081476A).

i "Mh__

No entanto, os pés de minhoca produzidos-através dos. metodos%:_,?ﬁ_ﬁ

de producdo convencionais tém um problema de que os microbios contidos
na minhoca nao sao suficientemente esterilizados, dependendo da etapa de
secagem através da secagem por congelamento a vacuo e similares.
Embora sejam tomadas as medidas como esterilizagdo a alcool, estas
medidas também tém problemas de trabalho aumentado e periodo
alongado e, entdo, de custo aumentado e, portanto, houve uma demanda
por medidas que resolvessem os problemas.

Um objetivo da presente invengao é fornecer um método de
produgao simples e facil de um pdé de minhoca seco inofensivo, ao suprimir
a inativagdo das enzimas contidas na minhoca.

Apés estu}dos intensivos para resolver o problema acima, os
inventores concluiram que é possivel resolvé-lo através do aquecimento do
pé de minhoca a uma temperatura particular apdés secagem por
congelamento, e propuseram a presente invengao.

Geralmente, as enzimas sao comumente conhecidas por serem
frageis ao aquecimento, a excegdo daquelas em alguma bactéria termofilica
e, entdo, o termotratamento até cerca de 80°C foi conduzido, porém o
termotratamento a uma temperatura mais elevada que isto ainda néo foi

..discutido. Contudo, os inventores focaram no fato de que o

e » oo

termotratamento é mais seguro, mais simples e mais conveniente'método:

dentre os métodos estudados de esterilizagdo de um pé de minhoca e
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estudaram a temperatura de aquecimento mais adequada. Como

resultado, os mesmos concluiram que a atividade das enzimas contidas em

um pdé de minhoca foi preservada mesmo se o pé de minhoca foi aquecido

a uma temperatura drasticamente mais elevada que aquela usada em

5 outros métodos. | v |

Especificaménte, o método de produgdo de um pé de minhoca

seco, de acordo com a presente invengdo compreende as etapas de triturar...—————==-

minhocas vivas _em__um-—homogenatd; ~secar por congelamento o .

“~ "homogenato; e tratar por aquecimento o produto submetido 5 secagem a

10" uma temperatura que se situa na faixa de 110°C ou mais elevada, porém
mais baixa que 130°C.

De preferéncia, o método de produgdo de um pé de minhoca
seco, de acordo com a presente invengdo, compreende adicionalmente um
processo para preparagdao das minhocas vivas, que precede a etapa de

15  trituragdo, que compreende as etapas de:

manter as minhocas vivas sob luz por 10 a 50 horas;

remover a sujeira formada na pele das mesmas,

colocar as minhocas em contato com um acido organico por 30
segundos ou menos;

20 diluir o dcido com a adigdo de dgua para ajustar o pH da solugao
acida aquosa a um pH que se situa na faixa de 2 a 5;

manter a mistura de minhoca sob a condigao de pH por 3 a 180
minutos; e, entdo, lavar.as minhocas com agua.

o Alternativamente, o método de produgdo de um pé de minhoca
25 seco, de acordo com a presente invengdo, compreende adicionalmente um

processo de preparacdo das minhocas vivas, que precede a etapa de

trituragdo, que compreende as etapas de:

o —H-W
____manterassminhocas’vivas sob luz por 10 a 50 horas;
M

T T

remover a sujeira formada na pele das mesmas,
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imergir as minhocas em uma solucdo de um acido organico que
tem um pH previamente ajustado que se situa na faixa de 2 a 5;
manter a mistura de minhoca sob a condi¢cao de pH por 3 a 180
minutos; e, entdo, lavar as minhocas com agua.
5 Além disso, p método de produgdo de um p6é de minhoca seco,
de acordo com a presente invengdo, compreende adicionalmente um

processo para a preparagao das minhocas vivas, que precede a etapa de,,,_-.-—»w

trituragdo, que compreende as-etapas de: =~ e

e

e T T
T T “manter as minhocas vivas sob luz por 10 to 50 horas

10 remover a sujeira formada na pele das mesmas,

colocar as minhocas .em contato com um pé de Aacido
hidroxicarboxilico cristalino por 30 segundos ou menos;

diluir o dcido com a adigdo de dgua para ajustar o pH da solugao
acida aquosa a um pH que se situa na faixa de 2 a 5;

15 manter a mistura de minhoca sob a condigdo de pH por 3 a 180
minutos; e, entdo, lavar as minhocas com agua.

Adicionalmente, no método de producdo de um pé de minhoca
seco, de acordo com a presente invengao, € preferivel que a lavagem com
dgua seja executada com agua que contenha bolhas em micro-nano.

20 Mais adicionalmente, no método de produgdo de um pdé de
minhoca seco, de acordo com a presente invencdo, é preferivel que a
secagem por congelamento seja executada sob vacuo apés o homogenato
ser congelado a -18°C a -35°C por 20 a 240 horas.

A presente invengdo pode fornecer um método de produgao

25 simples e facil de um pé de minhoca seco inofensivo ao suprimir a
inativagdo das enzimas contidas na minhoca. .

No desenho: S

iR
A anura,l é.um:grafico'que mostra os resultados nos Exemplos

MW T
le2eo0 Exemplo Comparativo 1.
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Doravante, sera descrito detalhadamente o método de
producdo de um p6é de minhoca seco, de acordo com a presente invengao.

No método de acordo com a presente invengdo, as minhocas
vivas sdo usadas como a matéria-prima, e exemplos das minhocas vivas
incluem Lumbricus rubellus, Lumbricus terrestris, Eisenia foetidé,
Allolobophora caliginosa, Dendrobaena octaedra, Allolobophora japonica
Mlchaelsen Drawida hattamimizu Hatai, Pheretima d/vergens M|chaelsen,M

Pheret/ma commun/SS/ma, Pheretima agréstis, ., Pheretima sieboldi Horst,

,4‘_____..__—

Pheret/ma h/lgendorf/ Pontodrilus matsushimensis Ilzuka, Tubifex hattai

Nomura, L/mnodr//us gotoi Hatai (L. socialis Stephenson) e assim por

diante.
A preparacdo das minhocas vivas para o uso no método

inventivo antes da trituragdo ndo €, em particular, limitada, porém pode ser
executada, por exemplo, da seguinte forma. Primeiramente, as minhocas
vivas coletadas de um leito de cultivo sao transferidas para uma caixa plana
como uma caixa de pao, e sdo mantidas na mesma por 10 a 50 horas, de
preferéncia, por um dia. O conteldo das minhocas vivas na caixa deve ser
uma quantidade que corresponde a uma espessura de 30 a 60 mm, de
preferéncia, 40 a 50 mm. Devem ser prestados os cuidados para
assegurar que nenhum material do exterior como areia e lama
permanecam na caixa plana, e a caixa plana deve ser mantida iluminada a
noite, como nas culturas sob iluminagdo, devido ao fato de que as minhocas
sao noturnas e ativas em atividade de vida em local escuro e, deste modo,
se pode consumir sua forga fisica. As minhocas vivas mostram sua fungao
de auto-protegao sob o tratamento, para preservar seu ambiente de vida ao

excretar o material da digestao que permanece nos tratos digestivos, cobrir

e

todo o corpo com a excregdo e, deste modo, evitar a vaporizagdo,da,agua;====="""
_M

e € finalmente_possivelsremover-quasé que completamente o material da

e ST T
P

digestdo nos tratos digestivos e os corantes depositados em suas peles, ao
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remover os corantes, isto €&, a excregdo, cobrindo as minhocas
repetidamente através da utilizagdo um meio adequado. A remogao dos
corantes depositados sobre a pele pode ser executada ao cobrir as
minhocas vivas, por exemplo, com um tecido ndo-tecido e permitindo,

5 deste modo, a absorgao dos corantes.
Entdo, as minhocas vivas, das quais o0s corantes foram

removidos, sdo, de preferéncia, expostas diretamente a um ambiente de___ . ——

vida desagradavel as_minhocas-vivas. ~Tal tratamento faz com que as ,

‘minhocas tentem aprimorar o ambiente de vida ao excretar o fluido

—

PO

10 ‘corpodreo através da sua funcdo de auto-protecdo e, deste modo, é possivel
fazer com que as minhocas excretem ndo apenas o material da digestao
remanescente nos tratos digestivos, mas também amoénia, uma causa de
odor asqueroso, bem como o fluido corpéreo que contém arsénico que é
téxico ao corpo.

15 Um exemplo do método de geragdo de um ambiente de vida
desagradavel é fazer com que as minhocas vivas entrem em contato com
um acido orgdnico. Um ambiente de vida desagradavel para as minhocas
vivas pode ser formado imediatamente ao colocar as minhocas em contato
com o acido organico. Quanto para o contato com o acido organico, um pé

20 de acido orgéanico pode ser diretamente aspergido ou como uma solugdo de
acido organico aquosa concentrada nas minhocas vivas. Os exemplos dos
acidos orgénicos usados incluem, entdo, acido aéético, acido malico, acido
citrico, acido latico, acido maldnico, acido succinico e similares. Estes
acidos podem ser usados sozinhos ou como uma mistura de dois ou mais

25 4acidos. O acido organico particularmente favoravel é o acido citrico. Se

for gerado tal ambiente de vida desagraddvel conforme descrito acima, um

contato prolongado entre as minhocas vivas e um pé de dcido orgénico.ou-———== -
umqﬂg%acudo:orgamco-‘aquosa concentrada induz a morte das

minhocas com perda das fungdes vitais e, deste modo, a ndo excregao do
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material da digestdo nos tratos digestivos e, portanto, o acido organico
deve ser diluido em agua o mais rapido possivel, normalmente dentro de 30
segundos ou menos, de preferéncia, 20 segundos ou menos, para ajustar o
pH da solugdo acida aquosa a um pH que se situa na faixa de 2 a 5. E
preferivel o uso da seguinte dgua em micro-nano que contém bolhas como

a agua para a diluigdo do acido orgénico, devido ao fato de que induz a um

aumento da quantidade do fluido corpdéreo excretado das mintha_sz_r e

PSSR

Ao invés de colocar as-minhocas em contato com o p6 de acido

organico ou a solugdo de acido organico aquosa concentrada seguido pela

“diluicao mais rapida possivel conforme descrito acima, uma solugdo de
acido organico aquosa pode ser previamente preparada para ter um pH
ajusta'do que se situa na faixa de 2 a 5 e as minhocas podem ser imersas na
mesma, e a solugdo de acido organico aquosa que contém bolhas em
micro-nano também pode ser usada. O periodo em que a minhoca viva
exibe a fungao de auto-protegao varia em certa medida, devido ao fato de
que cerca de 65% do tecido de minhoca viva é umidade e, deste modo, ha
alguma concessdo periddica para a fungdo de auto-protegdo. Contudo,
devido ao fato de que € indesejavel a morte das minhocas vivas, cuidados
devem ser dados ao controle do periodo durante o qual as minhocas vivas
sdo colocadas sob um ambiente de vida desagradavel. O periodo pode
variar-de acordo com a condigdo usada, mas normalmente se situa na faixa

de 3 a 180 minutos. Além da diluicdo em agua, o pH pode ser ajustado

através da neutralizacdo com base alcalina ou com o uso de solugdo tampdo.

O uso de tal acido organico é eficaz para fazer com que a minhoca excrete
o material digestivo remanescente no 6rgao digestivo, conforme descrito
acima e também na esterilizagdo n3o desejado de micrébios que n&o

podem ser removidos através da lavagem com agua devido ao fato,da.agao
a deviey

microbicida_do.acido-organicos=""

e

e T
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As minhocas vivas podem ser colocadas em contato com um
acido hidroxicarboxilico, conforme o método de geragdo de um ambiente de
vida - desagradavel. Neste caso, o contato com with 4&cido
hidroxicarboxilico pode ser executado por qualquer método, mas, de

5 preferéncia, através da aspersdo de um pé de acido hidroxicarboxilico »

cristalino sobre as minhocas vivas seguido pela adicdo de &gua

imediatamente para a diluigdo do acido hidroxicarboxilico para ajustar o pH_—— =

da solug&o acida aquosa.a.um-pH-que sesitua hafaixade2a5e a mistura
e e T T T o

7 77 "de minhoca € armazenada sob a condigdo de pH por 3 a 180 minutos. O
- 10 contato prolongado entre as minhocas vivas e o pdé de 4acido
hidroxicarboxilico leva a morte das minhocas com perda das fungdes vitais
e, deste modo, a ndo excregao do material de digestdo nos tratos digestivos
e, portanto, o acido hidroxicarboxilico deve ser diluido em agua o mais
rapido possivel, normalmente dentro de 30 segundos ou menos, de
15  preferéncia, 20 segundos, ou menos, para ajustar o pH da solugdo acida
aquosa a um pH que se situa na faixade 2 a 5. Além da diluicdo em agua,
0 pH pode ser ajustado da neutralizagdao com base alcalina ou com o uso de
solugdo tampdo. E preferivel o uso da-seguinte 4gua em micro-nano que
contém bolhas como a dgua para a diluigdo do acido organico, devido ao
20 fato de que a mesma induz a um aumento da quantidade do fluido corpéreo
excretado da minhoca. Se for usado tal acido hidroxicarboxilico, sua forte
acidez decompde a pela das minhocas vivas e sua atividade esterilizadora
induz a geragdao imediata de um ambiente de vida desagradavel para as
minhocas tal que a minhoca tenta aprimorar o ambiente de vida através da
25 excregdo de seu fluido corpéreo sob funcdo de auto-protegdo. O

tratamento de contato também ¢é eficaz na redugdo dos micrébios

patogénicos contidos no corpo da minhoca. O &cido hidroxicarboxilico=—==
que pode formar.compostos:complexos com metais pesados, ligacdes aos

metais toxicos como merclrio, cddmio e chumbo presentes no corpo da
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minhoca, de modo a excretar vantajosamente estes metais para fora do
corpo. O acido hidroxicarboxilico cristalino usado em tal caso nao se limita,
particularmente, ao nimero dos grupos de hidroxila ou grupos de carboxila
contidos no mesmo, se o composto € cristalino sob a condigdo utilizada.
5 Deste modo, pode ser um acido monocarboxilico monohidréxi, um acido

~_policarboxilico monohidréxi, um &cido monocarboxilico polihidréxi ou um

acido policarboxilico  polihidréxi. Os exemplos dos acidos _ . -
T T

hidroxicarboxilicos _incluem. _acido- -glicélico, ~ &cido ldtico, &cido

T T
--——===7="B-hidroxipropidnico, acido a-hidroxi-n-butirico, dcido B-hidroxi-n-butirico,

10 4cido a-hidroxi-n-valérico, acido B-hidroxi-n-valérico, acido malico, acido
a-metilmdlico, acido a-hidroxiglutarico, acido B-hidroxiglutarico, acido
citrico e similares, dentre os quais o acido latico, acido malico e acido citrico
sao preferiveis, do ponto de disponibilidade. Estes acidos
hidroXicarboxilicos podem ser usados sozinhos ou como uma mistura de

15  dois ou mais acidos. _

Entdo, os corpos vivos da minhoca, apdés a remogao
praticamente completa dos depdsitos, sdo lavados com agua purificada e,
entdo, aterrados em um homogenato do tipo em pasta ou liquido. A
trituragdo €& executada, por exemplo, em um homogenizador, um

20 misturador, um misturar para homogeneizagdo do tipo “homomixer”, uma
maquina de amassar, ou uma fresa celular de alta pressdo, normalmente a
uma temperatura de 1 a 25°C, de preferéncia, 2 a 15°C. O homogenato é
submetido, entdo, a secagem por congelamento. J& que as enzimas
contidas nos corpos vivos da minhoca estdo inativas quando as células

25 ainda estdo vivas, mas reagem instantaneamente com as células mortas

para gerar calor e odor putrefato forte através da putrefagdo, para a

prevengdo disto, é preferivel o uso da secagem por congelamento._sob-——-~

processo a vacuo em_que.o-homogenato'pode ser rapidamente resfriado a
_,,;_:___—-“‘__"“:———-*"“"““

T
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uma temperatura de -18°C a -35°C a fim de inibir as acdes da enzima e a
secagem por congelamento.
Para pulverizagdo sem deterioracdo na agdo farmacoldgica
inerente a minhoca, o homogenato deve ser submetido a secagem por
5 congelamento rapidamente, mas, por outro lado, o congelamento
extremamente rdpido é desfavoravel, devido ao fato de que quando o
homogenato é congelado em um periodo de tempo excessnvamente curto,n,ﬁ’—-—r:f

as impurezas presentes_juntamente -com" “as protelnas que sé o

A A

T co‘nﬁﬁEﬁente prmcupal da pasta de minhoca, podem nao ser separadas
-10- enquanto formam regides descongeladas manchadas. Por este motivo, o
congelamento é, de preferéncia, realizado a uma baixa temperatura de
-18°C a -35°C em um periodo de 20 a 240 horas, mas preferencialmente, de
50 a 170 horas.
_ Durante secagem por congelamento sob vacuo, importante
15  selecionar uma condicdo que permita a remocgdo favoravel de agua bem
como impurezas. Para este propdsito, € vantajoso realizar a secagem por
congelamento sob vacuo através do aumento gradual da temperatura que
se situa na faixa de -60°C a +90°C sob uma pressao de 50 Pa, ou menos,
tomando de 10 a 60 horas.
20 Por exemplo, conforme descrito acima, o homogenato é
congelado a uma temperatura de -18°C a -35°C em um periodo de 20 a 240
horas e é realizada a secagem por congelamento sob vacuo por 10 a 60
horas através da alteragdo gradual da temperatura e da pressdao que se
situam na faixa de -60°C a +90°C e 40 a 25 Pa, respectivamente, a fim de
25 obter um pé de minhoca seco amarelo palido no estado estéril.

As minhocas vivas para uso na presente invengdo sdo, de

e - plleaiito

preferéncia, lavadas com agua, por exemplo, apds tal tratamento_acima.e——-==—-

antes da pulverizagdo,.mas;=em=talcaso, a dgua em micro-nano que
W -
contém bolhas pode ser usada de maneira favoravel como a dgua usada.
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O uso de tal dgua tem uma vantagem que a eficacia da lavagem é
aprimorada. A bolha em micro-nano significa, no presente documento,
uma bolha que tem um diametro de 0,01 a 100 um, e a bolha pode ser uma
bolha de ar ou uma bolha de oxigénio. A &gua em micro-nano que contém

5 bolhas pode ser preparada, por exemplo, através de um método de |
- produgdo das mesmas ao destruir as microbolhas sob alta pressdao ou

através de um método de produgdo de bolhas através da utilizagéo_c_:l_e_ﬁqr_pi_,,%:-,—,

filme da SPG (shirasu porous glass).--Um exemplo do apéufélho’ qu" pr'oduizA

et

- --TTT3 dgua que coriAté‘m microbolhas é um sistema de alta qualidade

10 dissolvente/de Q'éragéo de bolhas dotado de um dispositivo de produgdo de

bolhas em incisdo incorporado, como o sistema fabricado pela SPG
Technology Co., Ltd.

O método de produgdo de um p6é de minhoca seco, de acordo

com a presente invengdo, € caracterizado pelo termotratamento de um

15 produto de minhoca seco, que € obtido através da secagem de um

homogenato das minhocas vivas lavadas, a uma temperatura de 110°C, ou

mais elevada, porém mais baixa que 130°C, de preferéncia, de 115 a 125°C.

Quando a temperatura de aquecimento é mais baixa que 110°C, o produto

seco pode ser insuficientemente esterilizado, enquanto, quando é de 130°C,

20 ou mais elevada, as enzimas contidas no produto de minhoca seco pode ser,

de modo desfavoravel, inativado, o que leva a uma diminuigdo em suas

atividades. O método de aquecimento ndo se limita, em particular, e

exemplos do mesmo incluem métodos para assoprar ar quente, através da

utilizagdo de uma jaqueta de aquecimento, ao aquecer através do

25 aquecedor sobre uma bandeja e similares, através da utilizagdo de um

forno de temperatura constante e similares.

o

O periodo de aquecimehto é, de preferéncia, 30 segundos a 130 ="

minutos, mais preferencialmente~30*"minutos a 90 minutos, e ainda com
W
' mais preferéncia de 60 minutos a 90 minutos. De modo desfavoravel, um
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periodo de aquecimento excessivamente curto pode induzir a uma

esterilizagdo insuficiente, enquanto um periodo excessivamente longo a

inativagao das enzimas.
Aplicabilidade Industrial
5 O p6 de minhoca seco produzido pelo método de produgdo de
acordo com a presente invencgdo é util, por exemplo, como um agente de

ajuste de pressao sanguinea, um agente anti- hlperhpldemla um agenteM

anti-diabetes e um agente trombolitico; similarménte aos pos de mmhoca

i

—
- -—-—==secos preparados através de metodos convencionais. Também é possuvel

10 usar os pés como um ingrediente ativo em remédios, cosméticos e
suplementos, através da extragdo do pd, por exemplo, com agua purificada
ou alcool, centrifugando a solugdo obtida e fracionando os ingredientes por
peso molecular.

Doravante, a presente invencdo sera especificamente descrita

15 com referéncia aos Exemplos, mas deve ser compreendido que a invengao

ndo se limita a estes Exemplos.

Preparagao de produto de minhoca seco
30 Quilogramas de minhocas vivas do tipo Lumbricus rubellus
20 preparadas ao serem mantidas sob luz por 10 a 50 horas e que tem
removidas a sujeira formada na pele das mesmas foram colocados e
espalhados a uma espessura de aproximadamente 5 cm em uma caixa
plana e 250 g de p6 de acido citrico foi uniformemente aspergido na mesma
e, ap6s 15 segundos, o acido foi diluido em 30 litros de agua purificada. O
25 pH da solugdo acida aquosa, imediatamente apds a adigdo de agua, era de
2,25, enquanto o pH ao final da diluicdo era de 2,74.
Ao adicionar o p6 de &cido citrico através da aspersao,_as-——====""

minhocas excretaram fluido.corpéreo*amarelado imediatamente e, deste
' modo, foram removidos a amdnia, a causa do odor nojento, os metais
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pesados, como arsénico, perigosos ao corpo, e substancia que inibem a
hiperfibrindlise.
As minhocas vivas foram, entdo, separadas da solugdo de acido

citrico aquosa suja, lavadas com agua e aterradas em uma pasta de

minhoca a 10°C através da utilizagdo de um homogenizador. Entdo, a

pasta de minhoca foi desgaseificada sob vacuo, colocada em uma bandeja

de ago inoxidavel, instantaneamente resfriada a -35°C, e mantida a mesma

temperatura, permltmdo congelamento gradual em ‘um perlodo de 50

e e
e ST

A secagem por congelamento sob vacuo foi realizada de tal
maneira que a pasta de minhoca congelada, deste modo, foi mantida
permanen.temente a uma de -35°C sob uma de 0 Pa por 2 horas, e a pasta
de minhoca congelada foi gradualmente aquecida a uma temperatura de
25°C sob uma pressao de 40 Pa por 10 horas, a uma temperatura de 40°C
sob uma pressao de 35 Pa por 14 horas, a uma temperatura de 65°C sob
uma pressao de 35 Pa por 12 horas, e finalmente a uma temperatura de
80°C sob uma pressdo de 25 Pa por 6 horas. O processo gerou um pé de
minhoca seco amarelb palido dotado de um teor de dgua de 8 % em massa.

Termotratamento de produto seco
O p6 seco obtido acima foi submetido a um termotratamento

em um aquecedor RM-50D (fabricado pela OKAWARA CORPORATION). A
condigao de aquecimento era de 110°C, 120°C ou 130°C, conforme descrito
abaixo, e uma parte do pd seco foi retirada em um intervalo de 15 minutos
apos o po ser aquecido a uma temperatura especificada. Em relagdo ao p6
seco retirado, a atividade enzimatica remanescente no po foi avaliada em

um teste através do método de placa de fibrina. 'Prime‘iramente, foi

- adicionado 20 ml de solugdo salina fisiolégica a 1g do pd; a mistura_foi.-— -

agitada a temperatura_ambiente=e=150"Ffpm por 1 hora e centrifugada a
**-,—W

M; . . .
10000 rpm e 4°C por 15 minutos; e o supernadante obtido foi usada como

IS

it
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amostra. No método de placa de fibrina, o fibrinogénio (fabricado por
Sigma Aldrich Corporation) foi dissolvido em 10 ml de BSB (solugdo tampao
salina boro-fisiolégica, pH 7,8) em uma concentracio final de 0,6% e foi
adicionada trombina a uma concentragdo de 5,0 U/ml, para preparacgdo de
5 ~uma placa de fibrina; 30 ul da amostra foi-colocado sobre a placa de fibrina;

€ a drea da janela de fibrindlise gerada apds a incubagéo a 37°C por 4 horas

foi determinada. Os resultados obtidos foram sumarizados na Tabela 1 i

vezes e a area do meio foi determinada. Em adic30, o grafico que mostra
10  os resultados obtidos € mostrado na Figura 1.

Condicdo de aquecimento

Exemplo 1

——-seguinte 10 tésté através do método de placa de fibrina foi repetido trés

) Periodo de Periodo
Numero de , .
o Temperatura Aquecimento mantido na
Operagao .
Cumulativo Temperatura
110-60-0 110°C 60 minutos 0 minuto
110-75-15 110°C 75 minutos 15 minutos
110-90-30 110°C 90 minutos 30 minutos
110-105-45 110°C 105 minutos 45 minutos
110-120-60 110°C 120 minutos 60 minutos
110-135-75 110°C 135 minutos 75 minutos
110-150-90 110°C 150 minutos 90 minutos

e et =
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Exemplo 2
) Periodo de Periodo
Numero de ] .
o Temperatura aquecimento mantido na
Operagao .
Cumulativo Temperatura |
120-40-0. 120°C 40 minutos 0 minuto
120-55-15 120°C 55 minutos 15 minutos
120-70-30 120°C 70 minutos 30 minutos
120-85-45 120°C —...—.|—85-minutos-—"| 45 minutos- |
"120-100-60 120°C 100 minutos 60 minutos
120-115-75 120°C 115 minutos 75 minutos
120-130-90 120°C 130 minutos 90 minutos
Exemplo Comparativo 1
. Periodo de Periodo
Numero de ] .
~ Temperatura aquecimento mantido na
Operacao .
Cumulativo Temperatura
130-40-0 130°C 40 minutos 0 minuto
130-55-15 130°C 55 minutos 15 minutos
130-70-30 130°C 70 minutos 30 minutos
130-85-45 130°C 85 minutos 45 minutos
130-100-60 130°C 100 minutos 60 minutos
130-115-75 130°C 115 minutos 75 minutos
130-130-90 130°C 130 minutos 90 minutos
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Tabela 1
Area de Lise, mm?

Meio - | Primeiro | Segundo | Terceiro

Tempo Tempo Tempo
Controle* 495,0 | 508,2 488,4 488,4
110-60-0 453,7 | 440,9 460,1 460,1

110-75-15 | 442,5 |424,3 443,1 460,1 .
| Exem-— .| 110-90-30_|.427,2 |.406,0 |434,7 * 441,07~ |7 T
T p‘loil 7 |1110-105-45 4'121,5_7 422,1 426,2 416,1 -

'110-120-60 | 408,7 | 408,0 422,2 396,0
110-135-75 | 412,7 | 416,0 408,0 414,0
110-150-90 | 411,4 | 406,0 418,2 410,0
120-40-0 421,6 |420,2 430,5 414,1

120-55-15 | 396,7 | 398,0 398,0 394,0°
Exern- 120-70-30 |368,1 |370,6 355,3 378,3
plo 2 120-85-45 |361,6 [361,0  |359,1 364,8
120-100-60 | 355,3 | 351,5 355,3 359,1
120-115-75 | 330,0 | 336,7 325,8 327,6
120-130-90 | 322,2 | 329,4 313,2 324,0
130-40-0 293,0 |[294,1 290,7 294,1

130-55-15 |196,0 |191,8 198,8 197,4
Exemplo 130-70-30 | 158,5 |[152,5 151,3 171,6
Comparativo | 130-85-45 |132,6 |128,8 134,5 136,8
1 130-100-60 |122,1 |124,3 121,0 121,0
130-115-75 | 112,3 | 115,5 111,1 110,2
130-130-90 | 99,0 103,0 98,0 96,0

*Controle: p6 seco ndo aquecido

Os resultados na Tabela 1 e o grafico da Figura 1 mostram

claramente que a atividade das enzimas contida no pé de minhoca seco é

suficientemente preservada apods o aquecimento.a.1103C.(Exemplo=l9)-oua=="—"""

WIZ’WC‘(EXemBIWbbm haja alguma perda. Em contraste, a atividade

5 das enzimas contida no pé de minhoca seco é rapidamente perdida através
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do aquecimento a 130°C (Exemplo Comparativo 1) como se torna 6bvio ao
comparar as atividades quando a temperafura de aquecimento alcanga
apenas 130°C (130-40-0) e aquelas mantidas a 130°C (130-55-15 e
posterior).
Determinagao da contagem celular
Conforme descrito acima, foi dissolvido 1g de cada um dentre
os pos secos, sendo que cada um é termotratado a 120°__C_(l§xemplos, 2-la

2:5),.a-80°C-por-60 minutos (Exemplo Comparativo 2-1), a 90°C por 60
minutos (Exemplo Comparativo 2-2), e a 100°C por'670 rhinutoé (Exemplo
Comparativo 2-3) em 20 ml de agua, para gerar uma solugdo de teste; a
contagem celular vidvel geral da mesma foi determinada através do
método de incubagdo de placa de agar padrdo; a contagem de bactérias
coliformes foi determinada através do método do meio de substrato
enzimatico sintético; e a contagem de bactérias termofilicas através do
Método descritos nos Métodos Padrdo de Andlise em Regulamento de
Seguranga de Alimentos (condigdo de aquecimento: ebuligdo, 10 minutos).

Os resultados obtidos foram sumarizados na Tabela 2 seguinte.
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Tabela 2
Contagem Contagem  de | Contagem de
celular viavel | bactérias bactérias
geral coliformes . termofilicas
| (CFU/g) (CFU/qg) (CFU/g)
Controle* 94.000 Negativa 3.500
(menor que 10) L
120-70- ; T S e
0-70 39 - laa0— —— .|.Negativa — - === o
|- (Exemplo™2-1)"|" ~ (menor que 10) ,
120-85-45 . Negativa ~
’ 400 Nao detectada
(Exemplo 2-2) (menor que 10) |
120-100-60 Negativa ~
220 Nao detectada
(Exemplo 2-3) (menor que 10)
120-115-75 Negativa ~
1 Ndo detectada
(Exemplo 2-4) 60 (menor que 10)
120-130-90 50 Negativa 10
(Exemplo 2-5) | (menor que 10)
80 °C
(Exemplo_ 38.500 Negativa 1.400
Comparativo (menor que 10)
2-1)
90 °C
(Exemplo Negativa
. 1.100
Comparativo 18.800 (menor que 10)
2-2)
100 °C
(Exemplo Negativa
.400 620
Comparativo 9 (menor que 10)
2-3)

*Controle: p6 seco ndo aquecido
Conforme se torna 6bvio a partir dos resultados dos Exemplos
5 Comparativos 2-1 a 2-3 na Tabela 2, o termotratament0.a.802G;=90°CGou=""

A= S
wmaemacene] 0 0°C=resultou na sobrevivéncia de muitas bactérias termofilicas e das

células vidveis gerais, embora a Escherichia coli tenha sido esterilizada.
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Em contraste, conforme se torna dbvio a partir dos resultados nos
Exemplos 2-1 a 2-5, o termotratamento a 120°C induz a uma redugd@o em
todas as contagens de células vidveis gerais, Escherichia coli e bactéria
termofilica a 1000 CFU/g, ou menos, o que demonstra a sua eficacia

5 suficiente em esterilizacdo.
Os resultados nos Exemplos mostram claramente que os pds de

minhoca secos produzidos através do método de produgao de acordo com o

a presente mvengao, retidos-em-uma-atividade enznmatlca snmllar aquelas

o observadas em pés de minhoca secos preparados através de métodos

10 convencionais e, em adigao, foram suficientemente esterilizados.
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REIVINDICACOES
1. METODO DE PRODUCAO DE UM PO DE MINHOCA SECO

caracterizado pelo fato de que compreende as etapas de:

triturar as minhocas vivas em um homogenato;

liofilizar o homogenato; e

tratar por aquecimento o produto seco a uma temperatura que se
situa na faixa de 110°C ou mais elevada, porém mais baixa que 130°C.

2. METODO DE PRODUCAO DE UM PO DE MINHOCA SECO
de acordo com a reivindicagao 1, caracterizado pelo fato de que a etapa de
trituracdao é precedida por um processo para a preparagao das minhocas vivas
que compreende as etapas de:

manter as minhocas vivas sob luz por 10 a 50 horas;

remover a sujeira formada na pele das mesmas,

colocar as minhocas em contato com um acido organico por 30
segundos ou menos;

diluir o acido com a adigcdo de agua para ajustar o pH da solugdo
acida aquosa a um pH que se situa na faixa de 2 a 5;

manter a mistura de minhoca sob a condigao de pH por 3 a 180
minutos; e, entao,

lavar as minhocas com agua.

3. METODO DE PRODUCAO DE UM PO DE MINHOCA SECO,
de acordo com a reivindicagao 1, caracterizado pelo fato de que a etapa de
trituracdao é precedida por um processo para a preparagao das minhocas vivas
que compreende as etapas de:

manter as minhocas vivas sob luz por 10 a 50 horas;

remover a sujeira formada na pele das mesmas,

imergir as minhocas em uma solugao aquosa de um acido
organico dotado de um pH previamente ajustado que se situa na faixa de 2 a

5;

Petigdo 870180154497, de 23/11/2018, pag. 8/30
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manter a mistura de minhoca sob a condigao de pH por 3 a 180
minutos; e, entao,

lavar as minhocas com agua.

4. METODO DE PRODUCAO DE UM PO DE MINHOCA SECO,
de acordo com a reivindicagao 1, caracterizado pelo fato de que a etapa de
trituragao é precedida por um processo para a preparagao das minhocas vivas

que compreende as etapas de:

manter as minhocas vivas sob luz por 10 a 50 horas;

remover a sujeira formada na pele das mesmas,

colocar as minhocas em contato com um pd de acido
hidroxicarboxilico cristalino por 30 segundos, ou menos;

diluir o acido com a adicdo de agua para ajustar o pH da solugao
acida aquosa a um pH que se situa na faixa de 2 a 5;

manter a mistura de minhoca sob a condigdo de pH por 3 a 180
minutos; e, entao,

lavar as minhocas com agua.

5. METODO DE PRODUCAO DE UM PO DE MINHOCA SECO,
de acordo com qualquer uma das reivindicacdes 2 a 4, caracterizado pelo fato
de que a lavagem por agua é executada com agua que contém micro-nano
bolhas.

6. METODO DE PRODUCAO DE UM PO DE MINHOCA SECO,
de acordo com qualquer uma das reivindicagcbes 1 a 5, caracterizado
pelo fato de que a liofilizagdo é executada sob vacuo apdés o homogenato

ser congelado a -18°C a -35°C por 20 a 240 horas.
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