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“METODOS DE ENDERECAMENTO DE UMA INFESTACAO DE MICRO-
ORGANISMO EM UM SISTEMA DE PROCESSAMENTO INDUSTRIAL”

Referéncia Cruzada aos Pedidos Relacionados

[001]Este pedido € uma continuagédo em parte do Pedido de Patente Norte-
Americano 13/360.238 depositado em 24 de janeiro de 2012.

Declaragdo em Relacdo a Pesquisa ou Desenvolvimento Federalmente Pa-
trocinado

[002]N&o aplicavel.

Antecedente da Invencao

[003]A presente invencédo relaciona-se geralmente a composigdes de maté-
ria, aparato e métodos uteis em detectar, identificar, e dirigir micro-organismos pre-
sentes em sistemas de processamento comerciais.

[004]A presenga e crescimento de certos micro-organismos em sistemas de
processamentos comerciais € um desafio continuo. Muitos dos varios estagios dos
sistemas de processamentos comerciais contém uma variedade de condi¢des tendo
diferentes quantidades de agua, nutrientes, calor, protetores, substratos ancorantes,
condi¢cdes quimicas, e/ou auséncia de predadores que sempre funcionam como ni-
chos ambientais adequados para colonizacdo de todos os tipos de micro-
organismos. Crescimento da populagédo por esses micro-organismos sempre coloca
um numero de problemas, incluindo fungdes no processo de degradacéo e encros-
tando os produtos finais.

[005]Um tal problema é formacao de depdsito de crosta induzido por micro-
organismo. Crosta é o acumulo em uma superficie de um item presente em um sis-
tema de processamento comercial de uma composigéo solida rigida compreendendo
material organico e/ou inorganico depositado. A crosta pode ser secregbes e/ou co-
I6bnias de micro-organismos propriamente ditos. Em particular, a crosta pode incluir

ou consistir de acumulo de um ou mais tipos de cascas duras e/ou suporte de quitina
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e/ou organismos corais. Crosta pode ter muitos impactos ou sistemas negativos tais
como eficiéncia operacional diminuida, faléncia de equipamento prematura, perda na
produtividade, perda na qualidade do produto, e riscos relacionados a saude aumen-
tados. Pior de tudo, a crosta deve ser sempre fisicamente removida por raspagem ou
outros meios fisicos e isto requer encerramento dispensioso ou desmontagem de
parte ou todo do sistema de processamento.

[006]Outro problema que micro-organismo representa é através da formagéo
de biofilmes. Biofilmes sdo camadas de materiais organicos compreendendo micro-
organismos ou substancia exopolimérica secretada por micro-organismos que auxili-
am na formacéo de coldnias microbianas. Biofilmes podem crescer nas superficies
do equipamento de processamento bem como em tanques de fluidos. Esses biofil-
mes sdo ecosistemas complexos que estabelecem um meio para concentrar nutrien-
tes e oferecem protegéo para o crescimento. Biofilmes podem acelerar a crosta, cor-
rosao, e outros processos de encrostamento. Nao somente os biofilmes contribuem
para a reducao das eficiéncias do sistema mas eles também provéem um excelente
ambiente para proliferagdo microbiana de outros micro-organismos, incluindo orga-
nismos patogénicos. E entdo importante que biofilmes e outros processos de encros-
tamento sejam reduzidos para a melhor extenséo possivel para maximizar a eficién-
cia de processameneto e minimizar os riscos relacionados a saude a partir de tais
patogenos.

[007]Varios fatores contribuem para estender a contaminag&o biologica e
governam a resposta apropriada. Temperatura da agua; pH da agua; nutrientes or-
ganicos e inorganicos, condigdes de crescimento tais como condi¢gdes aerdbicas ou
anaerobicas, e em alguns casos a presenga ou auséncia de luz solar etc, podem
desempenhar um papel importante. Esses fatores também ajudam a decidir quais
tipos de micro-organismos podem estar presentes no sistema de agua e como me-

lhor controlar aqueles micro-organismos. Identificagdo apropriada do micro-
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organismo € também crucial para responder apropriadamente. Diferengcas em rela-
¢ao se 0s micro-organismos sdo plantas, animais, ou fungos, ou se eles s&o plant6-
nicos ou sésseis determinam quao efetivos varios biocontroles serdo. Por causa da
diferenga de micro-organismos induzir diferentes problemas, identificacdo apropriada
é crucial para remediar apropriadamente efeitos microbianos indesejados. Finalmen-
te porque problemas quimicamente causados ndo podem ser remediados com bioci-
das, € também necessario identificar quais problemas tém origens nao biologica-
mente baseadas.

[008]Técnicas padrdes tipicamente usadas para monitorar sistemas de pro-
cessamento incluem técnicas de contagem de placa padrbes. Essas técnicas reque-
rem periodos de incubagao prolongados e ndo provéem informagdo adequada para
controle pré-ativo e prevencgao de problemas relacionados ao crescimento microbia-
no. Mais recentemente, medidas de adenosina trifosfato (ATP) tém sido usadas co-
mo meios de controle pro-ativo. Entretanto, os reagentes séo dispendiosos e peque-
nos volumes sdo amostrados a partir de grandes sistemas de agua. Enquanto é
possivel quantificar atividade microbiana em uma amostra com o uso do ensaio de
ATP, a reacao é incapaz de discriminar entre ATP que é produzido por um tipo de
micro-organismo comparado a outro e n&o detecta organismos que sao viaveis mas
inibidos. Outra desvantagem é que este método n&o pode ser usado para determinar
contribuigdo microbiana para falhas na chapa, porque a maioria dos organismos n&o
€ viavel seguindo exposig¢ao ao calor da segédo secadora. Coleta de dados é também
infrequente, levando a quebras significantes nos dados. Assim, esta abordagem pro-
vé informacao limitada no estado dos micro-organismos no sistema de interesse. Em
adicdo, essas abordagens séo tipicamente usadas para monitorar bactéria planct6-
nica. Embora em alguns casos, superficies podem ter um swab coletado e analisado
a fim de quantificar biofiime de bactéria. Essas abordagens s&o muito tediosas e

consumidoras de tempo.
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[009]Padrdes de oxigénio dissolvido (OD) tém sido usados para medir ativi-
dade microbiana em fluidos, como é bem conhecido que atividade microbiana e me-
tabolismo aerdbico leva a uma diminuigdo nas concentragdes de oxigénio dissolvido.
Patentes Norte-Americanas 5.190.728 e 5.282.537, revelam um método e aparato
para monitorar o encrostamento em aguas comerciais utilizando medidas de OD.
Entretanto, a abordagem requer o uso de adigbes de nutriente para diferenciar en-
crostamento biol6gico do ndo bioldgico e ndo ha mengédo de como o padrao € reno-
vado para medidas adicionais apos a superficie do padrao ter encrostado. Em adi-
¢ao, a abordagem revelada requer um meio de continuamente fornecer oxigénio.

[010]O padrao DO eletroquimico estilo Clark usual tem muitas limitagdes tais
como: interferéncias quimicas (H2S, pH, CO2, NH3, SO4, Cl-, Cl2, ClIO2, MeOH, EtOH
e varias espécies de ions), calibragdo frequente e substituigdo de membrana, res-
posta lenta e leituras oscilantes, choque térmico, e requerimentos de alto fluxo atra-
vés de membranas. Um novo tipo de padrdao de oxigénio dissolvido, que tem recen-
temente sido feito comercialmente disponivel por um numero de companhias (por
exemplo, HACH, Loveland, CO), supera quase todas essas limitagbes de forma que
OD pode ser medido online no processamento de aguas. Este novo padrdao OS
(LDO) é baseado em meia vida de decaimento de fluorescéncia onde a presenca de
oxigénio encurta a meia vida da fluorescéncia de um fluoroforo excitado. O fluoréforo
€ imobilizado em um filme em uma superficie sensora e a excitagao é provida com
um LED azul. Patentes Norte-Americanas 5.698.412 e 5.856.119 revelam um méto-
do para monitorar e controlar atividade biolégica em fluidos em que OD é medido em
combinagao com pH e/ou ORP (potencial de redugao de oxidagdo) para medir tran-
sicdes no comportamento metabdlico, especificamente relacionado ao esgotamento
de nutriente/substrato.

[011]Técnicas de plagueamento convencionais e residuos oxidantes podem

indicar dose biocida adequada e controle de crescimento microbiano, enquanto de-
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posicdo, falhas e quebras permanecem prevalentes. Existe uma clara necessidade
de prover informagao mais precisa em relacdo ao crescimento microbiano e forma-
¢ao de biofilme em sistemas industriais. Técnicas de PCR quantitativas permitem
rapida analise de falhas de chapas, feltros, amostras de processamento de agua etc,
para determinar a contribuicdo de micro-organismos para problemas de qualidade.
Esta nova abordagem tem sido demonstrada para permitir para um mais diagndstico
pro-ativo de problemas levando a eficiéncia da maquina melhorada e qualidade de
produto.

[012]Ent&o é claro que existe uma utilidade clara em novos métodos e com-
posi¢cdes para a identificagdo apropriada de micro-organismos presentes em siste-
mas de processamento comerciais. A técnica descrita nesta se¢do nao € tencionada
para constituir uma admissao que qualquer patente, publicacdo ou outra informacao
referida aqui é "Técnica Anterior" com respeito a esta invengao, a menos que especi-
ficamente designado tal como. Em adi¢do, esta se¢cdo nao deve ser construida para
significar que uma pesquisa tenha sido feita ou que nenhuma outra informagao per-
tinente como definido em 37 CFR paragrafo 1,56(a) existe.

Breve Resumo da Invencéao

[013]Pelo menos uma modalidade da invengéo é direcionada a um método
de direcionar uma infestagdo de micro-organismo em um sistema de processamento
industrial. O método compreende as etapas de: 1) tomar pelo menos uma primeira
medida que identifica a concentragéo relativa de dois ou mais organismos presentes
em pelo menos uma porgéo do sistema de processamento industrial, as identifica-
¢des pelo menos parcialmente definindo um indice de diversidade basal, 2) tomando
pelo menos uma segunda medida que identifica a concentragao relativa de dois ou
mais organismos presentes em pelo menos uma por¢ao do sistema de processa-
mento industrial, as identificagdes pelo menos parcialmente definindo um indice de

diversidade subsequente a pelo menos uma segunda medida tomada depois que

Peticdo 870190129602, de 06/12/2019, pag. 17/46



6/28

a(s) primeira(s) medida (s), 3) notando qualquer mudanga relativa em concentragéo
dos dois organismos, 4) se a segunda medida difere a partir da medida por uma
quantidade maior que uma quantidade limite pré-determinada determinando se a
mudanga € associada com um efeito ndo desejado no sistema de processamento
industrial, e 5) implementando um remédio para remediar o efeito ndo desejado.

[014]A primeira e segunda medida pode ser feita por pelo menos um item
selecionado a partir da lista consistindo de analise de DNA, analise de PCR, analise
de qPCR, e quaisquer combinagdes dos mesmos. A quantidade limite pode ser 100
células por mL de fluido tomado a partir do sistema ou 100 células por grama de um
produto final do processo industrial, ou outras amostras sélidas tomadas a partir do
processo incluindo, mas nao limitado a feltros. O método pode ainda compreender a
etapa de identificar se um dos organismos é um pioneiro e se um € um adaptador;
se um € um pioneiro e sua concentracdo aumenta por mais que o limite no indice
subsequente, a remediacdo inclui aplicagdo de um regime biocida com alvo no pio-
neiro, se nenhum formadores de biofilme s&o detectados a remediagao inclui identifi-
cacgao e eliminagdo de um vetor ndo biologico que facilita o assentamento dos micro-
organismos.

[015]A despeito da identidade de pelo menos um organismo, se suas con-
centracdes relativas aumentam para a medida anterior por uma quantidade maior
que o limite ainda se a populagéo bioldgica geral permanece a mesma, um tratamen-
to biocida pode ser adicionado ao sistema.

[016]O método pode ainda compreender a etapa de correlacionar a mudan-
¢a em seu indice de diversidade a outro evento que ocorreu no sistema industrial, o
outro evento selecionado a partir da lista consistindo de: mudanga da fonte de pelo
menos um material de alimentagdo, mudando o tipo de pelo menos um material de
alimentagcdo, mudando a taxa de operacéo de pelo menos uma porg¢ao do sistema, e

quaisquer combinagao das mesmas, e revertendo o evento. A concentragao geral de
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células na amostra pode permanecer ndo mudada entre a primeira e segunda medi-
das. As medidas podem ser tomadas em uma porcado de sistema que um depdsito
tenha formado em e o depdsito ndo contenha qualquer componente biolégico signifi-
cante. As medidas podem ser tomadas em mais de uma pluralidade de localizacbes
através do sistema e os indices comparam populagdes sistémicas gerais.

[017]Pelo menos uma terceira medida do indice de terceira diversidade pode
ser tomada subsequente a segunda medida e subsequente a remediacéo, e a efica-
cia da remediacdo € avaliada pela mudanca nas concentragdes relativas de pelo
menos dois organismos como medido na terceira medida do indice de diversidade. A
concentragdo geral das células na amostra pode permanecer nao alterada entre as
primeira e segunda medidas, a identidade do primeiro e segundo organismos nao
sdo conhecidas para causar quaisquer efeitos indesejados no equipamento de pro-
cessamento ou produto final, e um biocida efetivo pode ser adicionado ao sistema
para matar o primeiro e segundo organismos quando uma mudanga limite & detecta-
da. Um dos organismos pode ser capaz de formar esporos que sao resistentes aos
biocidas e quando a quantidade relativa deste organismo cresce em excesso do limi-
te, o tratamento pode ser alvo a area do processo com células vegetativas para pre-
venir esporulagao.

Breve Descri¢cao dos Desenhos

[018]Uma descricdo detalhada da invengdo € de agora em diante descrita
com referéncia especifica sendo feita aos desenhos em que:

[019]FIG. 1 contém esses graficos ilustrando a aplicagado da invengéo para
rapida deteccdo de bactéria total (A), bactéria formadora de biofilme primario (A) e
adaptativo (C) em depdsitos de caixa de entrada coletados em um laminador de
chapa livre de revestimento.

[020]FIG. 2 ilustra um grafico da carga bacteriana total de falhas de chapas a

partir de um laminador de chapa livre revestido (1-5), uma fabrica de tecido (6), e um
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laminador de chapa livre ndo revestido (7) ao qual a invencgao foi aplicado.

[021]FIG. 3 é um grafico da carga bacteriana total das amostras de falha de
chapa que a invengao foi aplicada.

[022]FIG. 4 ilustra graficos de pizza denotando diversidade mocrobiana em
amostras de DNA coletadas a partir de feltros de maquinas de trés diferentes fabri-
cas de papéis.

Descricado Detalhada da Invencéo

[023]As seguintes definicbes sao providas para determinar como termos uti-
lizados neste pedido, e em particular como as reivindicagdes, sdo para serem cons-
truidas. A organizacao das definicdes € para conveniéncia somente, ndo € tenciona-
da limitar quaisquer das definigdes para qualquer categoria particular.

[024] "Adaptador” significa um organismo que exibe algum nivel de toleran-
cia ao programa de biocontrole. Quando a competicdo microbiana do adaptador é
reduzida por um biocida, este organismo adaptativo € capaz de crescer e pode for-
mar um biofilme.

[025]"Biologico" significa uma composi¢cdo de matéria em que pelo menos
10% da composicdo (por volume ou massa) compreende células a partir de um or-
ganismo.

[026]"Defeito" significa um atributo ndo desejado de um item associado com
um processo industrial. Isto inclui, mas nao é limitado a um ou mais tampdes em um
feltro, e tais atributos de folha de papel como furos, descoloracgao, listras, manchas,
manchas translucidas, e quaisquer combinagdes dos mesmos.

[027]"Feltro" significa um cinto feito de uma |a entrelagada ou qualquer outra
fibra em um processo de fabricagdo de papel que funciona como um transportador
de materiais em que as fibras entrelagcadas definem uma pluralidade de lumens atra-
vés das quais agua ou outros fluidos podem passar. Feltros podem também prover

amortecimento entre rolo compressor e podem também ser um meio usado para re-
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mover agua a partir de materiais de fabricacdo de papel. Feltros incluem mas nao
sao limitados a feltros inferiores, quadros de feltros inferiores, feltros de tecido umido
cilindrico, feltros secadores, feltros permanentes, feltros de captacéo, feltros de suc-
cao-captacao, feltros superiores Harper e feltros superiores.

[028]"Oportunista" significa um organismo que cresce por decantar em bio-
filmes pré-estabelecidos, crostas, depdsitos, ou outras coldnicas de organismos, e
tendem a suplantar, substituir, ou coexistir junto com organismos pioneiros e/ou or-
ganismos oportunistas prévios.

[029]"Produto de Papel ou Folha de Papel" significa qualquer produto final
de estrutura fibrosa formado de um processo de fazer processo de fazer papel tradi-
cionalmente, mas nao necessariamente, compreendendo fibras de celulose. Exem-
plos de tais produtos finais incluem, mas nao s&o limitados a tecido facial, tecido de
banho, guardanapo de mesa, papel de copia, papel de impressao, papel de escrita,
papel de anotagao, jornal, cartolina, papel de poster, papel sulfite, papeldao e seme-
Ihantes.

[030]"Processo de fazer papel" significa um ou mais processos para conver-
ter materiais brutos em produtos de papéis e que incluem, mas nio sao limitados a
um ou mais de tais passos como pulping, digestdo, refinamento, secagem, caldea-
mento, pressao, crepagem, desidratacdo e braqueamento.

[031]"Analise PCR" significa analise da reagdo em cadeia polimerase.

[032]"Pioneiro ou Primario" significa um organismo que liga a uma superficie
ou regido limpa, assim iniciando biofilme, crosta, ou formagéao de depdsito nesta su-
perficie.

[033]"Plug" significa um solido, semi-solido, viscoso, e/ou outro depdsito de
material posicionado dentro dos lumens de um feltro. Plugs podem inibir o fluxo de
material através dos lumens, e/ou podem impedir qualquer outra funcionalidade de

um feltro.
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[034]"Iniciador" significa uma composi¢do de matéria, tipicamente uma fita
curta de nucleotideos, conhecida ser complementar a uma seg¢ao especifica de DNA
e serve como um ponto de partida para sintese de uma cadeia nucleotidica comple-
mentar ao DNA adjacente a secéo especifica de DNA.

[035]"Padrao" significa uma composi¢cdo de matéria construida e arranjada
para ligar a uma segado alvo de DNA e que pode ser facilmente detectada quando
entdo ligada e entdo ser usado para indicar a presenga ou auséncia da segéo alvo
de DNA.

[036]"Analise gPCR" significa analise de reagao de cadeia polimerase quan-
titativa.

[037]"Micro-organismos" significa qualquer organismo pequeno o suficiente
para insinuar ele mesmo dentro, adjacente a, em cima de, ou ligado ao equipamento
usado em um processo industrial (incluindo fabricagdo de papel), ele inclui mas nao
é limitado aqueles organismos t&do pequenos que eles ndo podem ser vistos sem a
ajuda de um microscopio, colegdes ou coldnias de tais pequenos organismos que
podem ser vistos pelo olho nu, mas que compreendem um numero de organismos
individuais que sao muito pequenos para serem vistos pelo olho nu, bem como um
ou mais organismos que podem ser vistos pelo olho nu, ele inclui mas n&o é limitado
a qualquer organismo cuja presenga, em algumas formas impedem o processo in-
dustrial tal como formando plugs dentro de feltros e/ou causando defeitos dentro das
folhas de papel.

[038]No evento que as definigdes acima ou uma descricdo atestada em ou-
tro lugar neste pedido é inconsistente com um significado (explicito ou implicito) que
€ comumente usado, em um dicionario, ou estado em uma fonte incorporado por
referéncia neste pedido, a aplicacdo e os termos da reivindicagdo em particular séo
entendidos ser construidos de acordo com a definicdo ou descrigao neste pedido, e

nao de acordo com a definicdo comum, definicdo de dicionario, ou a definicdo que
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foi incorporada por referéncia. Na luz do acima, no evento que um termo pode so-
mente ser entendido se ele € construido por um dicionario, se o termo é definido pe-
la Kirk-Othmer Encyclopedia of Chemical Technology, 5a Edigao, (2005), (Publicado
por Wiley, John & Sons, Inc.) esta definicdo deve controlar como o termo é para ser
definido nas reivindicagdes.

[039]Pelo menos uma modalidade da invengéo é direcionada a um método
de identificar uma infestagdo microbiolégica por comparar o indice de diversidade
corrente de pelo menos uma porg¢ao do sistema a um indice basal. Virtualmente ne-
nhum sistema de processamento comercial € 100% livre de organismos microbiolo-
gicos. Instagbes do sistema de processamento sempre compreendem volumes
grandes com muitas entradas através dos quais organismos podem entrar e conter
numerosos nichos diferentes para os mesmos para colonizar os mesmos, de forma a
ter algum tipo de populagéo bioldgica. A partir de uma perspectiva comercial, entre-
tanto, € muito preferivel para um sistema ser populado com organismos benignos
que ser populados com organismos nocivos tais como aqueles que impedem o pro-
cesso, danos ao produto, ou perigos expostos as pessoas. Como um resultado
usando um indice de diversidade é uma abordagem diagnostica util que correlaciona
mudanc¢as na populagdo com mudancas a partir de efeitos benéficos a efeitos noci-
vos. Um método que corretamente identifica quais organismos estdo presentes e
onde eles estdo, pode ajudar na selegdo do remédio apropriado, na distribuicdo na
localizagéo 6tima.

[040] Um indice de diversidade é um instantaneo da diversidade bioldgica
dos organismos presentes em um sistema de processamento comercial. indice de
diversidade pode ser sistema amplo ou pode ser limitado a certas por¢oes de um
sistema de processamento. Por exemplo, por causa do ponto de convergéncia de
muitas entradas ricas em fluido, a caixa de entrada de um processo de fabricagao de

papel € sempre altamente populada com micro-organismos e pode ser esperado ter
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um indice de diversidade que varia amplamente ao longo do tempo. Em contraste a
agua fresca tratada que é usada no processo de fabricagdo de papal é quase livre
de organismo, entdo uma mudancga na diversidade e abundéancia de uns poucos or-
ganismos a uma rede de uma bactéria pode indicar um problema. Como um resulta-
do, algumas vezes notando o indice de diversidade de uma secéo particular propor-
cionando percepg¢des que um sistema de indice de diversidade amplo ndo pode ser
provido. Notando os tipos de mudancas na diversidade e onde eles séo localizados
influencia onde os pontos de alimentacéo para biocida devem ser localizados e co-
mo a populacéo deve ser dirigida.

[041]Em pelo menos uma modalidade o indice de diversidade € usado para
preventivamente evita um efeito microbiolégico nocivo antes que ele ocorra. Porque
existem tantos tipos diferentes de organismos que correspondem a problemas espe-
cificos em especifico nos sistemas de processamento comercial, € algumas vezes
eficiente focar na presenga ou auséncia ou proporc¢éao relativa de organismos alvos
especificos. Por exemplo, alguns organismos sao pioneiros e alguns sao formadores
de biofilme adaptativos. Um pioneiro cria um biofilme ou depdsito de crosta onde nao
existia previamente nenhum, enquanto um formador de biofilme exibe resisténcia a
um progrma de tratamento. Se uma revis&do do indice de diversidade mostra primeiro
o filme ou crosta predominantemente compreendido de um organismo entdo depois
sua composi¢do mudou para um organismo diferente, pode indicar a transigdo de
um pioneiro a um adaptador oportunistico, e o regime biocida pode ser modificado
para um apropriadamente enderecar esta situacido. Similarmente se um formador de
filme primario tende a ganhar acesso ao sistema a partir de um mecanismo e o um
adaptativo a partir de outro mecanismo propriamente identificando que tipo de orga-
nismo esta presente ajuda a identificar as fontes de vetores da contaminag&o micro-
biana.

[042]Em pelo menos uma modalidade a analise da diversidade pode ser
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usada para focar revisao de controle de qualidade dos produtos finais. Por exemplo,
alguns organismos tais como fungos ndo causam impedimento significante do pro-
cesso por si mesmo, mas eles formam massas que tendem a se tornar embebidas
nos produtos finais ou componentes de maquinas e assim causar defeitos indeseja-
dos, desidratagao do feltro reduzida e eficiéncia mecanica reduzida. Um aumento na
concentragédo dos fungos no indice de diverisdade pode sugerir que escrutinio espe-
cialmente préximo do produto final para defeitos é apropriado.

[043]Em pelo menos uma modalidade a natureza da mudanca no indice nao
eé tao significante como a taxa da mudancga na diversidade. Por exemplo, se um dado
indice de divesidade ao longo do tempo tende a mostrar uma diversidade de popula-
¢ao relativamente estatica, mas de repedente é mudada, isto indica que alguma coi-
sa significante mudou no sistema. Isto pode significar que uma entrada de material
pode ter um defeito que estimula mudanca de populagdo, ou uma peca do equipa-
mento pode ter sido danificada ou estar em mal funcionamento, o que abre novos
nichos para diferentes organismos. Como um resultado, analise do indice de diversi-
dade pode ser usado para detectar problemas nao bioldégicos nos sistemas de pro-
cesso.

[044]Em pelo menos uma modalidade a mudanga no indice de diversidade
pode ser usado para detectar um problema iminente antes dele efetivamente se ma-
nifestar. Como mencionado previamente uma mudanc¢a no indice de diversidade po-
de indicar um material defeituoso ou danificado ou equipamento em mal-
funcionamento. Algumas vezes a mudancga na diversidade pode ser detectada antes
que outros efeitos indesejados ocorram (tais como perda de eficiéncia operacional
ou produtos finais defeituosos) e identificagdo da causa da mudanga na diversidade
pode discutir um problema potencial antes de seus efeitos manifestarem em uma
forma significativa ou dispendiosa. Similarmente, uma mudanga na diversidade pode

indicar que deposisto de crosta ou um biofilme ou outro problema induzido por orga-
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nismo ocorrera, mas o indice permitira para o micro-organismo problematico ser re-
movido antes que ele causa problemas associados. Algumas vezes a mudanga rapi-
da indica que uma espécie benigna que previamente bloqueou os esforgos de colo-
nizagdo de um organismo nocivo ndo € mais potente e o orgnaismo nocino € agora
livre para colonizar aquele nicho.

[045]Em pelo menos uma modalidade, a analise do indice de diversidade
ocorre em uma situacdo onde a contagem de célula total dentro da regido analisada
permanece nao carregada mas a composi¢cdo dos micro-organismos muda. Em pelo
menos uma modalidade, a mudanca na diversidade corresponde a uma situacdo em
que a contagem de célula total aumenta ou diminui.

[046]Em pelo menos uma modalidade, uma ou mais porgdes de um sistema
de processamento s&o regularmente amostradas para seus indices de diversidade.
As amostras podem ser indexadas por tempo e podem ser correlacionadas com ou-
tros eventos na instalagao tais como ativagao, desativagao, estado de operacéo, ta-
xa de produgdo, e ou temperatura, de certo equipamento, e/ou o uso de diferentes
materiais, aditivos, ou quimicos. Isto permite para o uso de diversidade bioldgica
com outros meios de controle de qualidade na instalagdo. Uma mudanga significativa
na diversidade que corresponde a algum outro evento indica que o outro evento po-
de ter algum impacto positivo ou negativo inesperado no processo.

[047]Em pelo menos uma modalidade alguns efeitos induzidos por micro-
organismos sao conhecidos ocorrer apos uma quantidade especifica de tempo que
tenha passados a partir do momento de contaminagdo. Como um resultado uma
mudancga no indice de diversidade pode ser usada para determinar quao longo leva
para o organismo causar seus problemas associados. Estes métodos podem ser
usados em ambos, como um diagnostico (para encontrar como o organismo funcio-
na) bem como uma ferramenta de otimizagdo do custo. Otimizagdo do custo pode

ser alcancada por recebendo aviso avancado a partir da mudanca de diversidade
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que um problema ocorrera dentro de um dado periodo usando o aviso avangado pa-
ra compra ou uso de um remedio em um tempo quando ele tem um custo inferior ou
disponibilidade superior que ele teria se ele fosse comprado como uma resposta re-
pentina a uma emergéncia inesperada.

[048]Em pelo menos uma modalidade o indice de diversidade pode ser usa-
do para detectar organismos formadores de esporos. Quando esses organismos es-
tao na forma de esporos eles tém pouca ou nenhuma atividade metabdlica e s&o
altamente resistentes a biocidas. Leva uma grande quantidade de biocida para con-
trolar organismos, uma vez que eles estdo no estado de esporo e a probabilidade
dos esporos levando o para o produto terminado se torna muito alta. Padrboes de
embalagem de Dairyman e liquidos sdo normalmente ndo para serem seguidos em
uma situagdo onde esporos estdo presentes. Em contraste, quando esses organis-
mos estdo em um estado vegetativo eles sdo susceptiveis a biocidas e sdo muito
mais faceis de controlar. Detecgdo de organismos formadores de esporos pelo mé-
todo de indice de diversidade muda a foto do programa de biocontrole para pren-
vengao da formagao de esporors.

[049]Em pelo menos uma modalidade os resultados da analise do indice de
diversidade s&o usados para aumentar o programa de biocontrole por determinar
quanto, que tipo, e qual frequéncia, uma ou mais composi¢des biocidas sao adicio-
nadas a uma ou mais localizagdes dentro de um sistema de processo comercial. Em
pelo menos uma modalidade qualquer e todas das modalidades acima e abaixo s&o
aplicadas a um sistema comercial tal como um sistema industrial incluindo mas n&o
limitado a um sistema de processamento de agua, um processo de fabricar papel,
processo de despolpar, processo de processamento de alimento, processo de refi-
namento quimico, processo de processamento de madeira, processo de filtracdo de
agua, processo de purificagdo de agua, processo de sintese quimica, processos de

revestimento, processos usando quimica organica, e quaisquer combinagdes dos
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mesmos. Em pelo menos uma modalidade o indice de diversidade € usado para
avaliar micro-organismos problematicos encontrados em depdsitos de maquinas,
defeitos de papel, produtos finais, feltros etc. O método é baseado na analise de
acidos nucléicos em extratos de amostras.

[050]Em pelo menos uma modalidade a identificacdo dos constituintes do
indice de diversidade é alcangada através de analise baseada em DNA envolvendo
o uso de iniciadores PCR para detectar a presenca, auséncia e quantidade de micro-
organismos. Patente Norte-Americana 5.928.875 descreve o uso de iniciadores PCR
para detectar a presenca ou auséncia de bactéria formadora de esporos. Em pelo
menos uma modalidade o iniciador é alvo para uma parte de uma fita de DNA que é
altamente conservada entre um grupo de organismos. Como um resultado, detectar
a presencga desta parte particular de DNA é prova definitiva da presenca de um or-
ganismo especifico. Analise de PCR é de uso particular em analise de feltros e fo-
lhas de papel devido a dificuldade de correntemente identificar seus micro-
organismos contaminantes por causa de sua auséncia de organismos viaveis para
meétodos de plaqueamento tradicionais ou medidas de ATP.

[051]Em pelo menos uma modalidade a analise PCR envolve utilizando um
ou mais dos métodos descritos em Article Primer Directed Enzymatic Amplification of
DNA com uma DNA Polimerase Termoestavel, por Randall Saiki et al, Science, Vo-
lume 239, pp. 487-491 (1988). Em pelo menos uma modalidade a analise PCR en-
volve utilizando um ou mais dos métodos descritos em Article Specific Synthesis of
DNA in Vitro via a Polymerase-Catalyzed Chain Reaction, por Kary Mullis et al, Me-
thods In Enzymology, Volume 155, pp. 335-350 (1987).

[052]Em pelo menos uma modalidade a analise PCR é uma analise qPCR
como descrito no guia Trade Brochure gPCR, com prefacio feito por Jo Vandesom-
pele (como baixado a partir do website http://www.eurogentec.com/file-browser.html

em 19 de janeiro de 2012). Em pelo menos uma modalidade o método é uma anali-
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se gPCR quantitativa. Em pelo menos uma modalidade o método € uma analise
gPCR qualitativa.

[053]Em pelo menos uma modalidade, a reagdao em cadeia de polimerase
(PCR) é um método para sequéncias alvo de acido nucléico (DNA ou RNA) e au-
mentando o numero de copias da sequéncia alvo para obter quantidades uteis de
acido nucléico para analise a jusante. Este método pode ser aplicado para a detec-
¢ao de micro-organismos em uma variedade de amostras que incluem, mas n&o s&o
limitadas a maquinas feltros, defeitos de folha, depdsitos de maquinas etc.

[054]Em pelo menos uma modalidade, uma vez o DNA é extraido a partir da
amostra, usando quaisquer dos kits de extracdo de DNA disponiveis comercialmen-
te, ele pode ser analisado em tempo real usando uma abordagem PCR tal como
uma abordagem PCR quantitativo. PCR quantitativo utiliza a mesma metodologia
como PCR, mas ele inclui um componente quantitativo em tempo real. Nesta técni-
ca, iniciadores sdo usados ter como alvo uma sequéncia de DNA de interesse base-
ada na identididade do organismo ou fungdo de um gene especifico. Alguma forma
de deteccao tal como fluorescéncia pode ser usada para detectar o DNA resultante
ou "DNA amplicon". A mundacga na fluorescéncia € diretamente proporcional para a
quantidade de DNA alvo. O numero de ciclos requerido para alcangar a limite de flu-
orescéncia pré-determinada é comparada a um padrdo que corresponde ao DNA
alvo especifico. Um padrao é tipicamente o gene alvo que é puro e de quantidade
conhecida em concentragdes que duram varios logs. O numero de copias de DNA
alvo presente € calculado usando a curva padrdo. O numero de copias por amostra
€ entdo usado para determinar o numero de células por amostra.

[055]Em pelo menos uma modalidade um grupo iniciador é usado cujas se-
quéncias de DNA alvos a partir de bactéria usando uma abordagem conservadora
para quantificar bactérica total. Em pelo menos uma modalidade um grupo iniciador

€ usado, cujos alvos s&o bactéricas formadoras de biofilme primario, incluindo, mas
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nao limitados a Meiothermus, Pseudoxanthomonas e Deinococcus. Em pelo menos
uma modalidade um grupo iniciador € usado para ter como alvo um formador de bio-
filme adaptativo que pertence a familia Sphingomonadacea de bactéria. Em pelo
menos uma modalidade o formador de biofilme adaptativo exibiu tolerancia mais alta
a programas de biocontrole baseados em oxidante comparados a outro biofilme e
micro-organismo plancténicos. Em pelo menos uma modalidade o iniciador é usado
para distinguir entre infestagdes fungicas e bacterianas.

[056]Em pelo menos uma modalidade o método envolve distingdo entre DNA
no nivel de dominio bioldgico. Em pelo menos uma modalidade o método envolve
distingdo entre DNA de Bacteria, Archaea e Eucaryota. Esses organismos tém gran-
de diferenca de DNA e um protocolo que foca na identificagdo do DNA do organismo
no nivel de dominio é vastamente o mais simples que determinag¢des mais especifi-
cas. Porque com feltros, os organismos a partir de diferentes dominios sédo sempre
melhores tratados diferentemente, ja que uma forma simples de identificacdo pode
ser usada para acuradamente identificar o melhor regime especifico alvo ao conta-
minante particular. Em pelo menos uma modalidade o teste usado é tal que ele pode
n&o distinguir entre organismos do mesmo dominio ou entre diferentes tipos de Bac-
teria, ou entre diferentes tipos de Archaea, ou entre diferentes tipos de Eucaryota.

[057]Em pelo menos uma modalidade mais que um iniciador € usado para
identificar organismos que tém mais que uma sequéncia nucleotidica unicamente
reconhecivel. Em pelo menos uma modalidade a analise PCR é usada para detectar
sequéncias gendmicas associadas com enzimas unicas para ou quase unicas aos
organismos especificos.

[058]Em pelo menos uma modalidade o método envolve deteccdo de um de-
feito e entdo utilizacdo da analise PCR para propriamente analisar o indice de diver-
sidade do defeito. Em pelo menos uma modalidade o método determina se o defeito

é totalmente baseado biologicamente, totalmente baseado quimica-n&o biologica-
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mente, ou resultando a partir de uma combinagao de fontes baseadas quimica nao
biologicamente, mecanica e biologicamente. Em pelo menos uma modalidade o de-
feito € um ou mais tampdes em um feltro. Em pelo menos uma modalidade o defeito
€ uma folha de papel tendo pelo menos uma ou mais de: um buraco, um buraco com
um halo descolorido ao redor de pelo menos uma porgdo do mesmo, uma listra de
descoloragao, uma mancha, uma mancha translucida, e quaisquer combinagdes dos
mesmos.

[059]Em pelo menos uma modalidade um nivel limite € metodologia usada
para descontar falsos positivos. Algumas vezes analise PCR detecta tragos de orga-
nismos que enquanto presentes ndo sao causas de um defeito particular. Em pelo
menos uma modalidade o método envolve descontar a presenga de qualquer orga-
nismo detectado em uma concentracao inferior que um nivel pré-determinado co-
nhecido para um ou mais organismos particulares. Em pelo menos uma modalidade
o0 método envolve descontar a presenga de qualquer organismo detectado no nivel
inferior que 10* células por grama (do defeito). Em pelo menos uma modalidade o
método envolve descontar a presenga de qualquer organismo detectado o nivel infe-
rior que 10* células por mL.

[060]Em pelo menos uma modalidade o método é capaz de detectar micro-
organismos que podem ser de outra forma detectados por métodos anteriores da
técnica. Por exemplo, em casos onde encrostamento € causado por uma infestagao
de organismos anaerobicos ou redutores de sulfato, métodos tal como detecgéo de
ATP podem nao corretamente identificar a fonte de encrostamento como bioldgica
como a quantidade de ATP produzida por um micro-organismo sob condigdes anae-
robicas é significantemente menor que sob condi¢gdes aerdbicas. Entdo a fonte fou-
lant sera identificada incorretamente e n abordagens quimicas e nao anti-biolégicas
podem ser usadas para tentar resolver o problema. Em outro exemplo, diferenciacéo

de micro-organismos a partir da contaminagado quimica em feltros usando aborda-
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gens tradicionais tais como plaqueamento, detecgdo de ATP etc, € virtualmente im-
possivel devido ao fato que essas amostras secam ou durante transporte e todos os
organismos viaveis morrem. Utilizando a abordagem de DNA pode sempre indicar
corretamente uma infestagao bioldgica porque toda vida contém DNA.

[061]O indice de diversidade pode usar PCR tal como, mas ndo limitado ao
gPCR, para a detec¢do de organismos totais tal como bactéria; espécies Sphingo-
monas, especies Erythrobacter;, espécies Pseudomonas; espécies Burkholderia; es-
pécies Haliscomenobacter, espécies Saprospira; espécies Schlegelela; espécies
Leptothrix; espécies Sphaerotilus natans; Bacillus; espécies Anoxybacillus; membros
do filo Cytophaga-Flavobacterium-Bacteroides; bactéria verde nao redutora de sulfa-
to, incluindo Herpetosiphon, membros do filo Deinococcus-Thermus, incluindo espé-
cies Meiothermus; bactéria produtora de catalase, bactéria produtora de amilase,
bactéria produtora de urease, bactéria nitrificante, fungos etc. Essas técnicas utili-
zam iniciadores e pares padroes que permitem para a deteccdo e quantificacdo de
organismos alvos baseados em sequéncias conservadas. Os iniciadores das regides
alvo no genoma microbiano que s&o altamente conservados através da evolugao,
enquanto iniciadores para filo especifico ou género alvo mais regides variaveis do
genoma.

[062]Sendo capazes de acuradamente quantificar um organismo de interes-
se presente em uma amostra faz possivel expressar este organismo como uma per-
centagem da carga bacteriana total na amostra. O indice de diversidade pode tam-
bém ser expresso quantitativamente como a abundancia relativa dos varios orga-
nismos alvos. O indice de diversidade para qualquer parte de um processo pode ser
medido em tempos quando maquinas ou processos estdo correndo bem, entao cri-
ando uma linha basal. O indice de diversidade medida em tempos de maquina pobre
ou desempenho de processamento pode entdo ser comparada para a linha basal

para olhar para flutuagdes em populagdes microbianas e determinar que grupos bac-
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terianos sao responsaveis por problemas no processo. O indice de diversidade pode
também ser quantificado para facilitar a comparacéo usando o calculo do indice de
diversidade de Shannon para comparar dados de monitoramento entre localizagcbes
de amostras ou relativo a uma linha basal. Estratégias de tratamento e pontos de
alimentagao podem entéo ser alteradas de acordo com o combate do problema.

[063]Um indice de diversidade baseado em quantificacdo de DNA mede a
presenca e diversidade de organismos em um processo, independente de sua viabi-
lidade. Acido ribonucléido (RNA), especificamente RNA messangeiro (mMRNA), é
uma molécula que é produzida somente por organismos vivos, e tem propriedades
tais que, dependendo do alvo, sao unicas a um filo especifico ou género de bactéria.
Amplificando sequéncias de mRNA que s&o unicas aos organismos listados acima
se torna possivel determinar quais bactéricas estdo presentes em suas formas via-
veis. Detecgdo acurada de organismos viaveis podem entdo ser usados como uma
ferramenta para avaliar a eficacia de estratégias de tratamento do processamento de
agua. Isto pode ser realizado por comparacéo do indice de diversidade ao indice de
viabilidade.

[064]Este método pode quantificar a quantidade e tipo de bactéria viavel
presente em processamento de amostras. O método de reacido de cadeia da polime-
rase (tempo real) quantitativo pode ser aplicado para detectar acidos nucléicos ri-
bossomais messageiros (MRNA). mRNA é transcrito em DNA que é enviado para o
ribossoma para servir como um diagrama para sintese protéica em um processo co-
nhecido como tradugdo. mMRNA é produzido somente por células vivas. RNA a partir
de células vivas pode ser isolado com o uso de kits comercialmente disponiveis. De-
teccdo de mRNA requer um passo extra na reagao de cadeia de polimerase quanti-
tativa. Transcriptase reversa é adicionada ao coquetel de reacdo para transcrever
MRNA em seu DNA complementar (cDNA). Dois grupos de iniciadores s&o requeri-

dos para este experimento. O primeiro tem como alvo o0 mRNA especifico, enquanto
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0 segundo é usado para amplificar o cDNA resultante produzido pela reacdo de
transcriptase reversa.

EXEMPLOS

[065]O acima mencionado pode ser melhor entendido por referéncia aos se-
guintes exemplos, que sdo apresentados para propositos de ilustracdo e ndo séo
tencionados limitar o objetivo da invengao.

EXEMPLO #1

[066]Uma deposicao persistente experimentada em laminador de chapa livre
revestido em uma das maquinas da caixa de entrada, que foi acreditada ser a causa
de defeitos no produto final. A caixa de entrada por si sé sofreu a partir de um acu-
mulo de depdsitos quimicos e crescimentos fibrosos. Analise microscoscopica e
guimica mostrou pouca ou nenhuma presenga bacteriana dentro do acumulo. Micro-
organismos foram assumidos ser a causa subjacente do problema. Entretanto, técni-
cas de monitoramento tradicionais (por exemplo, contagem de placa padrao e niveis
de ATP) usadas para analisar processamento de amostras n&o indicaram niveis ele-
vados de atividade microbiana. Especificamente os resultados indicaram nao mais
que 100 CFU/mL e ndo mais que 100 RLU (ATP).

[067]Amostras depositadas a partir da caixa de entrada foram analisadas ao
longo do curso de varios meses usando técnicas qPCR para desenvolver um indice
de diversidade. Resultados gqPCR iniciais a partir da analise de depdsitos da caixa
de entrada exibiram altos niveis de carga microbiana, bem como densidades eleva-
das de formadores de biofilme pioneiros e adaptadores (Figura 1). A estratégia de
tratamento foi aumentada com a adicdo de biocidas a ambos o despolpador e o silo
partido. A taxa de alimentagdo do programa de biocontrole baseado em oxidante foi
também aumentada. Analise de depdsitos coletados um més depois detectou pouca
mudanga na carga bacteriana total dos depdsitos da caixa de entrada (Figura 1A). O

numero de formadores de biofilme pioneiro diminuiu um log, enquanto a densidade
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de formadores de biofilme adaptativo diminuiu quatro logs (Figura 1B e 1C). A quan-
tidade de depdsitos da caixa de entrada e frequéncia de defeitos da chapa continuou
a permanecer nao alterada. Plaqueamento tradicional e analise de ATP do estoque
e sistema de processamento de agua indicaram pouca atividade bioldgica. Os valo-
res de contagem de ATP e placa foram na média menos que 100 RLU e 100 unida-
des formadoras de col6nia por grama (CFU/Qg), respectivamente.

[068]A estratégia de tratamento foi ainda otimizada através da adi¢céo de clo-
ro ndo estabilizado e biocidas ao silo partido e o despolpador. Apds implementacao
do ultimo grupo de mudancgas, amostras adicionais foram coletadas e analisadas. A
carga bacteriana total do depdsito mostrou uma diminui¢do de quase um log (Figura
1A). O grupo final de amostras de desposito mostrou uma diminui¢do de quase dois
logs na densidade de formadores de biofilme primario (Figura 1B). Formadores de
biofilme adaptativos permaneceram em niveis proximos do basal (Figura 1C). No-
vamente, a despeito do controle melhorado da populacdo microbiana, a frequéncia
do defeito, a natureza dos defeitos, e deposigao da caixa de entrada permaneceu
nao alterada.

[069]Falhas da chapa a partir deste laminador foram analisadas usando a
mesma abordagem baseada em qPCR. E impossivel determinar contetdo bacteria-
no nas falhas usando plaqueamento tradicional e métodos ATP porque muitas das
bactérias que podem ter sido presentes na falha sdo mortas pelas altas temperatu-
ras da secao de secagem. Analise quimica ndo prové uma resposta definitiva a cer-
ca da presencga bacteriana na chapa como ela se baseia na coloragao ninidrina. Esta
abordagem é n&o especifica e propensa aos resultados falso positivo e falso negati-
vo. Analise DNA de buracos e chapas defeituosas a partir deste laminador detectou
densidade bacteriana muito baixa (Figura 2, Amostras 1-5). Formadores de biofilme
primario e adaptativo ndo foram detectados nos defeitos da chapa analisados a par-

tir deste laminador. Entéo, lodo bacteriano nao foi propavelmente contribuinte para

Peticdo 870190129602, de 06/12/2019, pag. 35/46



24/28

as falhas e problemas de qualidade neste laminador. Em comparag¢ao, um laminador
sofrendo de deposicao bioldgica significante teve falhas contendo carga microbiana
muito mais alta (Figura 2, Amostra 6). Além disso, espécies bacterianas similares
foram identificadas nos depdsitos e falhas. Coloragdo ninidrina desses defeitos resul-
tou em uma reagéo positiva indicando a presenga de micro-organismos. Em outro
caso, bactérias foram detectadas em falhas na chapa em niveis exatamente acima
da densidade minima requerida para ser considerada um defeito bioldgico. Entretan-
to, a reacdo ninidrina foi negativa indicando que a falha nd&o contém micro-
organismos (Figura 2, Amostra 7). Exame qPCR quantitativo dos depésitos da caixa
de entrada demonstrou redugcdes em ambos, formadores primarios e adaptativos
seguindo cada modificagdo para a estratégia de tratamento. O fato que houve uma
diminuicdo drastica nesses organismos alvos e nenhuma diminuigdo na quantidade
de frequéncia de deposicao ou falha, indica que bactérias provavelmente sdo nao
responssaveis por problemas de falha neste sistema de maquina. Formadores de
biofilme primario colonizam superficies de maquinas colonizadas e criam um ambi-
ente favoravel para ligagao e proliferagdo de outros tipos de organismos. Sem a pre-
sencga desses organismos, bactérias podem ligar as superficies das maquinas se-
guindo o depdsito de debris quimicos que podem servircomo um bom meio de cres-
cimento. E provavel que aditivos quimicos e fibras foram depositados dentro da cai-
xa de entrada, resultando em um microambiente adequado para colonizagdo micro-
biana. Desde que a analise das falhas das chapas revelou presenca microbiana ne-
gligente, micro-organismos foram excluidos como a fonte primaria de deposic&o na
caixa de entrada e efeitos adversos na qualidade do produto. Esfor¢os para melho-
rar o desempenho da maquina foram focados distante a partir do biocontrole e para
melhor controle mecanico do sistema permitindo para condi¢gdes operacionais e qua-
lidade do produto melhoradas.

EXEMPLO #2
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[070]Um laminador de chapa livre revestido utilizou um programa de biocon-
trole baseado em oxidante por varios anos. Controle de crescimento microbiano foi
percebido como adequado; entretanto, houve uma oportunidade para ainda reduzir
as falhas na chapa para eficiéncia de processamento melhorada. O programa foi
implementado e otimizado em varias fases. Densidade bacteriana através do pro-
Ccesso permaneceu baixa e uma redug¢ao na nsa falhas da chapa foi documentada. O
numero médio de quebras por dia diminuiu a partir de uma média de 1,2 quebras por
dia para 0,42 quebras por dia.

[071]Aproximadamente dois anos depois a implementagdo do programa oti-
mizada, foi observado que condi¢cdes de processamento se tornaram mais variaveis
e concentragdes aumentadas de produtos de biocontrole foram requeridas para
manter o mesmo nivel de controle. Um sistema de vistoria usando ferramentas de
monitoramento tradicional tal como contagem de placa e medidas de ATP, indicou
que densidade bacteriana no sistema de processamento de agua permaneceu baixo
e nenhum ou pouco aumento foi observado na caixa de entrada e sistema de que-
bra. Entretanto, o laminador sofreu uma explosédo severa de buracos e falhas. En-
quanto técnicas de monitoramento tradicionais indicaram nenhuma mudanga no de-
sempenho do programa de biocontrole, o monitor de atividade online detectou au-
mento da atividade microbiana (Figura 3).

[072]Uma analise de indice de diversidade utilizando analise de qPCR dos
depdsitos de maquina e falhas da chapa confirmou a presenga de formadores de
biofilme pioneiro e adaptativo. A densidade total da bactéria total nos defeitos foi
aproximadamente 1,8x10” células por grama (Figura 3). Esta evidéncia indica o pa-
pel de micro-organismo na falha e problemas de qualidade. A maquina passou por
fervura caustica apos a qual, o monitor de atividade online demonstrou uma redugéo
na atividade microbiana e um valor ORP mais estavel, indicando desempenho de

programa e resiliéncia melhorados. A quantidade de micro-organismos nos nas fa-
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lhas das chapas diminuiu de 107 a 10° células/g seguindo a fervura (Figura 3). Isto
confirma que gPCR pode detectar contribuicdo microbiana para falhas na chapa que
nao podem ser detectadas usando técnicas tradicionais. Em adigdo, qPCR pode ser
usado para avaliar a eficacia do programa de biocontrole no produto final.

EXEMPLO #3

[073]Amostras de feltro a partir de fabrica de papel que foram experimenta-
das para problemas de desempenho, que manifestaram os mesmos como depdsitos
na maquina e falhas na chapa, foram analisadas usando gPCR. Cada amostra foi
testada para a presenca de micro-organismos. Uma vez que foi determinado que
cada amostra continha altas quantidades de bactéria, as amostras foram entdo ana-
lisadas para a presenca de formadores de biofilme adaptativo e primario, que in-
cluiam Sphingomonadaceae fm., Meiothermus, Geothermus, e Pseudoxanthomonas
que tém sido conhecidos por contribuir para problemas com eficiéncia de maquina e
qualidade de produto. Ambos laminadores continham niveis normais de formadores
de biofilme adaptivos, entretanto, laminador 1 teve duas vezes tantos formadores de
biofilme primario quanto laminador 2 (Figura 4). O nivel dos formadores de biofilme
adaptativo foi determinado ser normal como seus niveis foram na variagdo que indi-
caram e é provavel ndo contribuir para o problema. indice de diversidade mostrou
que o nivel de formadores de biofilme pioneiro no laminador 1 foi em um nivel perto
do basal. Altos niveis de formadores de biofilme pioneiro no laminador 2 sugeriu
formacéao de biofilme em feltros que leva ao tampéo de feltro e reduziu a remocéao de
agua a partir da chapa. A presenga de biofilme nos feltros pode levar a deposigéo
aumentada de outra matéria que pode entdo depositar novamente na chapa. Niveis
elevados de formadores de biofilme pioneiro no laminador 1 sugerem que analise
adicional de outras partes do processo tal como agua para banho, aditivos, espagos
de armazenamento etc, foi necessaria para determinar onde esses organismos fo-

ram originados.
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[074]0O resultado desses exemplos demonstra que técnicas de plagqueamen-
to convencional e residuos oxidantes podem indicar dose de biocida adequada e
controle de crescimento microbiano, enquanto deposicédo, defeitos e quebras per-
manecem prevalentes. Utilizando um indice de diversidade compreendendo métodos
PCR e gPCR provéem informagao mais acurada em relagdo ao crescimento micro-
biano e formagao de biofiime em sistemas de agua industrial. Essas estratégias
permitem para rapida analise da contribuicdo de micro-organismos para formagéao de
depdsito e podem ser usadas para rapidamente determinar se depdsitos contendo
ou n&o micro-organismos estao contribuindo para as falhas.

[075]Um indice de diversidade baseado em qPCR permite a analise rapida
de falhas de chapa para determinar a contribuicdo de micro-organismos para pro-
blemas de qualidade. Esta nova abordagem tem sido demonstrada permitir para um
diagndstico mais pro-ativo de problemas levando a eficiéncia de maquina melhorada
e qualidade de produto.

[076]Enquanto esta invencédo pode ser modalizada em muitas formas dife-
rentes, é descrita aqui em detalhes especificos as modalidades preferidas da inven-
¢ao. A presente revelacado € uma exemplificacdo dos principios da invencao e nao é
tencionada limitar a invengao as modalidades particulares ilustradas. Todas as pa-
tentes, pedidos de patentes, artigos cientificos, e quaisquer outros materiais referen-
ciados mencionados aqui sao incorporados por referéncia em sua totalidade. Além
disso, a invengdo compreende qualquer combinagdo possivel de algumas ou todas
de varias modalidades descritas aqui e/ou aqui incorporadas. Em adi¢ao a invengao
compreende qualquer combinagado possivel que também especificamente exclui
qualquer uma ou algumas de varias modalidades aqui descritas e/ou aqui incorpora-
das.

[077]A revelagdo acima é tencionada ser ilustrativa e ndo exaustiva. Esta

descrigao ira sugerir muitas variagdes e alternativas a um versado na técnica. Todas
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essas alternativas e variagdes s&o tencionadas ser inclusas dentro do objetivo das
reivindicagbes onde o termo "compreendendo"” significa "incluindo, mas nao limitado
a". Aqueles familiares com a técnica podem reconhecer outros equivalentes as mo-
dalidades especificas aqui descritas cujos equivalentes sdo também tencionados ser
compreendidos pelas reivindicacgodes.

[078]Todas as variagdes e parametros aqui revelados sdo entendidos com-
preender quaisquer e todas subvariacbes subordinadas aqui, € cada numero entre
os pontos finais. Por exemplo, uma variagao atestada de "1 a 10" deve ser conside-
rada incluir qualquer e todas sub-variagdes entre (e inclusive de) o valor minimo de 1
e o valor maximo de 10; isto €, todas as sub-variagbes comegcando com um valor
minimo de 1 ou mais, (por exemplo, 1 a 6,1), e terminando com um valor maximo de
10 ou menos (por exemplo, 2,3 a 9,4, 3a 8, 4 a7), e finalmente a cada numero 1, 2,
3,4,5,6,7,8,9e 10 contido dentro da variagio.

[079]Isto completa a descricdo das modalidades preferidas e alternadas da
invengao. Aqueles versados na técnica podem reconhecer outros equivalentes para
a modalidade especifica aqui, cujos equivalentes sao tencionados ser compreendi-

dos pelas reivindicagbes ligadas as mesmas.
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REIVINDICACOES

1. Método de enderegcamento de uma infestagdo de micro-organismo em um
sistema de processamento industrial, 0 método CARACTERIZADO pelo fato de que
compreende as etapas de:

tomar pelo menos uma primeira medida que identifica a concentragao relati-
va de dois ou mais organismos presentes em pelo menos uma por¢ao do sistema de
processamento industrial,

tomar pelo menos uma segunda medida que identifica a concentragéo relati-
va de dois ou mais organismos presentes na pelo menos uma porgéo do sistema de
processamento industrial, as identificagcdes pelo menos parcialmente definindo um
indice de diversidade subsequente, a pelo menos uma segunda medida tomada de-
pois da(s) primeira(s) medida(s),

notar qualquer mudancga relativa na concentragao dos dois organismos,

se a concentragdo relativa de um dos organismos medidos excede uma
quantidade limite pré-determinada, determinar se a mudanga esta associada com
um efeito ndo desejado no sistema de processamento industrial, e

implementar um remédio para remediar o efeito ndo desejado,

em que indiferente da identidade do pelo menos um organismo, se suas
concentracdes relativas aumentam em relagdo a medida anterior por uma quantida-
de maior que o limite, mesmo se a populagéo bioldgica geral permanecer a mesma,
um tratamento biocida é adicionado ao sistema.

2. Método, de acordo com a reivindicacdo 1, CARACTERIZADO pelo fato de
que a primeira e segunda medidas s&o feitas por pelo menos um item selecionado a
partir da lista consistindo em analise de DNA, analise de PCR, analise de qPCR, e
qualquer combinagao das mesmas.

3. Método, de acordo com a reivindicacdo 1, CARACTERIZADO pelo fato de

que a quantidade limite € 10* células por mL de fluido tomado a partir do sistema ou
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10* células por grama de um produto final do processo industrial ou de uma amostra
soélida oriunda do processo industrial.

4. Método, de acordo com reivindicacao 1, CARACTERIZADO pelo fato de
que ainda compreende a etapa de identificar se um dos organismos € um pioneiro e
se um € um adaptador, se um € um pioneiro e se sua concentracdo aumenta por
mais que o limite no indice subsequente, a remediagao inclui aplicagcédo de um regi-
me biocida com alvo no pioneiro, se nenhum formador pioneiro € detectado a reme-
diacao inclui identificagédo e eliminagdo de um vetor ndo biolégico que facilita a colo-
nizagdo dos micro-organismos.

5. Método, de acordo com reivindicacdo 1, CARACTERIZADO pelo fato de
que ainda compreende a etapa de identificar se um dos organismos € um pioneiro e
se um é um oportunista, se um € um pioneiro e se sua concentragdo aumenta mais
que o limite no indice subsequente, a remediagao inclui aplicagcdo de um regime bio-
cida com alvo no pioneiro, se nenhum pioneiro é detectado a remediacéao inclui iden-
tificacédo e eliminagdo de um vetor nao bioldgico que facilita a colonizagdo dos micro-
organismos.

6. Método, de acordo com a reivindicacdo 1, CARACTERIZADO pelo fato de
que ainda compreende a etapa de correlacionar a mudancga no indice de diversidade
para outro evento que ocorreu no sistema industrial, o outro evento selecionado a
partir da lista consistindo em: mudanca da fonte de pelo menos um material de ali-
mentagdo, mudanca do tipo de pelo menos um material de alimentagdo, mudanca
da taxa de operacao de pelo menos uma porc¢ao do sistema, e qualquer combinagao
destas, e revertendo o evento.

7. Método, de acordo com a reivindicacdo 1, CARACTERIZADO pelo fato de
que a concentragcdo geral de células na amostra permanece nao alterada entre a
primeira e a segunda medidas.

8. Método, de acordo com a reivindicacdo 1, CARACTERIZADO pelo fato de
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que as medidas sdo tomadas em uma porgao de sistema que um depdsito tem for-
mado em e o depdsito ndo contém qualquer componente biolégico significante.

9. Método, de acordo com a reivindicacdo 1, CARACTERIZADO pelo fato de
que as medidas sao tomadas em uma pluralidade de localizagdes através do siste-
ma e os indices comparam sistemas de populagdes gerais.

10. Método, de acordo com a reivindicacdo 1, CARACTERIZADO pelo fato
de que pelo menos uma terceira medida do indice de diversidade é feita subsequen-
te a segunda medida e subsequente a remediagdo e a eficacia da remediagéo é
avaliada pela mudancga nas concentragdes relativas de pelo menos dois organismos
como medida na terceira medida do indice de diversidade.

11. Método, de acordo com a reivindicacdo 1, CARACTERIZADO pelo fato
de que a concentragao geral de células na amostra permanece n&o alterada entre as
primeira e segunda medidas, a identidade do primeiro e segundo organismos nao é
conhecida para causar quaisquer efeitos ndo desejados no equipamento de proces-
samento ou produto final, e um biocida efetivo é adicionado ao sistema para matar o
primeiro e segundo organismos quando uma mudanca limite € detectada.

12. Método, de acordo com a reivindicacdo 1, CARACTERIZADO pelo fato
de que os organismos sao capazes de formar esporos que séo resistentes aos bio-
cidas e quando a quantidade relativa deste organismo cresce em excesso do limite,
tratamento € alvejado na area do processamento com células vegetativas para pre-
venir esporulagao.

13. Método de enderegcamento de uma infestacdo de micro-organismo em
um sistema de processamento industrial, 0 método CARACTERIZADO pelo fato de
que compreende as etapas de:

tomar pelo menos uma primeira medida que identifica a concentragao relati-
va de pelo menos um organismo presente em pelo menos uma porgédo do sistema

de processamento industrial,
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determinar se a concentragdo do pelo menos um organismo excede um limi-
te pré-determinado para este organismo,

se exceder, determinar se o organismo excedendo o limite € um adaptador
ou é um pioneiro,

se for um adaptador, implementar uma estratégia de remediacdo que leva
em consideragao a resisténcia do organismo aos biocidas,

se for um pioneiro, implementar uma estratégia de remediagcdo que utiliza
uma dosagem inferior de biocida do que se o organismo fosse um adaptador.

14. Método, de acordo com a reivindicagcdo 13, CARACTERIZADO pelo fato
de que uma medida é também tomada determinando a populagédo absoluta de todos
0s micro-organismos infestando o sistema de processamento industrial, e

determinando se a concentragdo do pelo menos um organismo excede um
limite pré-determinado para aquele organismo relativo a populagéo geral de micro-
organismo,

se excedente, determinar se o organismo excedendo o limite € um adapta-
dor ou € um pioneiro,

se for um adaptador, implementar uma estratégia de remediacdo que leva
em consideragao a resisténcia do organismo a biocidas,

se for um pioneiro, implementar uma estratégia de remediagcdo que utiliza

uma dose inferior de biocida do que se o organismo fosse um adaptador.
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