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Resumo — Desinfetante multi-superficies de longa duragéo: avaliacdo da eficacia e durabilidade

Nos ultimos anos tem-se observado uma crescente preocupacao com os habitos de higiene,
salide e seguranca por parte da sociedade. Adicionalmente, as infecbes em setores como a saude e a
industria alimentar, impuseram a necessidade do desenvolvimento de produtos que permitam conferir
qualidade e seguranca aos servicos e produtos disponiveis. Face a esta procura, a empresa Success
Gadget desenvolveu um desinfetante antimicrobiano multi-superficies de longa duracao. Assim, este
trabalho desenvolvido na referida empresa teve como objetivo principal a avaliacao deste produto, quer
em termos de composicao, quer em termos de atividade antimicrobiana contra varios microrganismos e
aplicada em diferentes superficies.

Numa primeira fase deste projeto, foram estudados os componentes da formulacéo e a
estabilidade da mesma, quando submetida a ensaios de estabilidade acelerada. Relativamente aos
componentes da formulacao confirma-se a atividade antibacteriana por parte das substancias ativas da
formulacao, o peréxido de hidrogénio e o etanol, para as trés bactérias em estudo, Staphylococcus
aureus, Klebsiella pneumoniae e Escherichia coli. Quanto a formulacdo em estudo, mostrou-se estavel
quando submetida a uma temperatura de 54 °C durante 14 dias, sendo que no final do ensaio a
percentagem de peroxido de hidrogénio tedrico se encontra dentro do intervalo obtido
experimentalmente. Quanto ao parametro da densidade este ndo sofreu alteracdes e no parametro do
pH as alteracdes que ocorreram ja eram esperadas.

Na segunda fase do projeto, analisou-se a atividade antibacteriana de superficies porosas, tendo
sido testadas duas amostras téxteis, com diferentes caracteristicas. O produto em estudo apresentou
atividade antibacteriana para as duas amostras téxteis para tempos de desinfecdo até 7 dias de
aplicacao, para S. aureus, K. pneumoniae e E. coll.

A analise da atividade antibacteriana em superficies ndo porosas, correspondendo a terceira fase
do projeto, sendo testadas amostras de aluminio. O desinfetante apresenta atividade antibacteriana até
48 h para S. aureus, no caso da A. pneumoniae apresenta atividade antibacteriana até 7 dias e, por
ultimo, para £. colinao apresenta atividade antibacteriana.

A ultima fase da dissertacao contemplou a analise da atividade antimicrobiana em superficies do
quotidiano, sendo que ocorreu total inibicdo fungica e uma diminuicao notdria de colonizacao bacteriana
apos 7 dias de aplicacao de desinfetante.

Em conclusao, o desinfetante em estudo é um produto promissor no que toca a inibicao de
microrganismos em superficies com caracteristicas diferentes entre si.

Palavras-chave: desinfetante, peroxido de hidrogénio, etanol, atividade antimicrobiana
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Abstract — Long term multi-surface disinfectant: evaluation of efficiency and durability

In recent years there has been a growing concern with hygiene, health and safety habits on part
of society. Additionally, infections in sectors such as health and food industry have imposed the need to
develop products that allow the assessment of quality and safety in the services and products available.
Due to the demand, the company Success Gadget created an long term multi-surface disinfectant
Therefore the work developed by the company, had the main goal to be the evaluation of the product in
composition and in antimicrobial activity against the several microorganisms and applied in different
surfaces.

In the first phase of the project, the components of the formulation and their stability were studied,
been submitted to accelerated stability tests. Regarding the components of the formulation, the
antibacterial activity of the active substances in the formulation, hydrogen peroxide and ethanol, is
confirmed for the three bacteria (Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae and Escherichia col))
under study, it was stable when subjected to a temperature of 54 °C for 14 days, and at the end of the
test the theoretical percentage of hydrogen peroxide is within the range obtained experimentally. As for
the density parameter, it did not undergo changes and the pH parameter, the changes that occurred were
already expected.

In the second stage of the project, the antibacterial activity of porous surface was analysed, two
textile samples with different characteristics were tested. The product under study showed antibacterial
activity for both textile samples for disinfection times up to 7 days of application, for S. aureus, K.
pneumoniae and £. coll.

On the analysis of antibacterial activity on non-porous surface, the third phase of the project,
aluminium samples were tested. The disinfectant had antibacterial activity up to 48 h for S. aureus, in
the case of A. pneumoniae it had antibacterial activity up to 7 days and, finally, for £. co/i it had no
antibacterial activity.

The last phase of the work included the analysis of antimicrobial activity on everyday surfaces,
with total fungal inhibition and notable decrease in bacteria colonization after 7 days of disinfectant
application.

In conclusion, the disinfectant under study is a promising product in terms of inhibiting

microorganisms on surfaces with different characteristics.

Keywords: disinfectant, hydrogen peroxide, ethanol, antimicrobial activity
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CAPITULO 1. INTRODUGAO

1.1. Organizacéo da dissertacao

Esta dissertacao esta dividida em cinco capitulos.

No presente capitulo, é realizado um enquadramento geral com o tema a desenvolver,
assim como uma breve descricao sobre a empresa que permitiu o desenvolvimento desta
dissertacao e por ultimo sao descritos os objetivos principais a responder, que foram seguidos ao
longo da investigacao.

O capitulo 2 inclui uma revisdo bibliografica dos varios temas abordados ao longo da
dissertacao, como a descricao de superficies porosas e nao porosas, da colonizacao microbiana e
dos desinfetantes.

O capitulo 3 descreve toda a metodologia utilizada ao longo do trabalho experimental. Os
resultados obtidos foram analisados e discutidos no capitulo 4.

Por ultimo, o capitulo 5 estabelece as conclusdes da dissertacao e aborda alguns pontos

a melhorar em trabalhos futuros.

1.2. Enquadramento

As necessidades e os habitos de higiene tém sofrido alteracdes ao longo dos anos, por
imposicao da sociedade. Estas necessidades tornaram-se ainda mais acentuadas devido ao
aparecimento da pandemia provocada por SARS-Cov-2. Esta pandemia estimulou um aumento na
procura de produtos de limpeza e desinfetantes devido a crescente preocupacao sobre higiene,
salde e seguranca. Para além disso, o crescimento do mercado de desinfetantes é também
atribuido ao aumento do aparecimento de infecdes adquiridas em ambiente hospitalar e a
implementacao de regulamentacao favoravel ao uso de desinfetantes de superficie, quer na
industria da saude, mas também noutros setores da industria, como a alimentar (Markets and
Markets, 2020).

O aumento da consciencializacao dos consumidores sobre a higiene e os cuidados de
saude preventivos impulsiona o mercado de desinfetantes. O mercado global de desinfetantes de
superficie esta projetado para atingir 3,6 mil milhdes de délares em 2025, face aos 3,1 mil milhdes
de dolares em 2020, demonstrando assim uma taxa de crescimento anual composta (CAGR) de
3,0 % (Markets and Markets, 2020).

Economias emergentes como o caso da india, Brasil, China e Africa do Sul oferecem

oportunidades de elevada e significativa importancia no mercado de desinfetantes de superficie.



Isto deve-se a necessidade de melhores servicos de saude, visto que estas economias apresentam
um rapido envelhecimento populacional e um elevado volume de habitantes a recorrer aos servicos
de saude (Markets and Markets, 2020).

A maior participacao do mercado em 2020 provém da América do Norte, esta grande
participacdo é justificada pelo aumento da incidéncia de infecdes adquiridas em ambiente
hospitalar, envelhecimento da populacao e investimento na melhoria das infraestruturas no campo
da saude (Markets and Markets, 2020).

Os desinfetantes podem ser aplicados em varias situacdes e locais, como superficies,
dispositivos, produtos e alimentos. A desinfecdo tem como objetivo a reducao/eliminacdo do
numero de microrganismos viaveis onde foi aplicado o desinfetante (McDonnell, 2014).

A evolucao dos desinfetantes acompanhara a evolucao da sociedade prevendo-se que a

sua producao continue a aumentar exponencialmente nos préximos tempos.

1.3. Aempresa

A empresa Success Gadget, sediada em Barcelos, € uma empresa pioneira em Portugal,
no desenvolvimento de téxteis biofuncionais usando a nanotecnologia na producao de vestuario
funcional e inteligente, oferecendo um desempenho e conforto inigualaveis. O seu foco centra-se
em dois produtos principais: solucdes para repeléncia de insetos de longa duracdo e solucdes
antimicrobianas. Os produtos/formulacdes sao pensados para uso doméstico ou profissional,
podendo ser utilizados numa ampla gama de setores, como a saude ou a construcdo, podendo os
componentes ativos estarem presentes no vestuario, calcado ou em tintas, vernizes e argamassas.

A empresa Success Gadget garante solucdes avancadas de protecdo e conservacao para
téxteis e outras superficies por meio de uma tecnologia baseada em nanotecnologia exclusiva e
patenteada: Sil2Ue. Esta tecnologia consegue garantir permanéncia durante oitenta lavagens,
sendo uma grande mais-valia quando comparada com a resisténcia de outros produtos do
mercado, com o mesmo efeito. Isto deve-se a um sistema inovador que fixa as particulas aos
substratos funcionalizados, tornando-os resistentes ao longo da sua vida util e respetivos ciclos de

lavagem.

1.4.  Objetivos
A pertinéncia da realizacdo desta investigacao prende-se na importancia da producao de

um desinfetante multi-superficies de longa duracao com atividade antimicrobiana. Assim, o ponto



principal desta investigacao visa a obtencao da maior durabilidade da atividade antimicrobiana

que o desinfetante de longa duracao consegue garantir, assegurando sempre a maior eficacia.

O objetivo da presente investigacdo centra-se no estudo da eficacia e durabilidade do efeito

antimicrobiano de um desinfetante multi-superficies de longa duracao.

No ambito deste estudo, destacam-se algumas etapas principais:

verificacdo da estabilidade do produto em estudo, ao tempo de armazenamento em
prateleira;

verificacdo da atividade antibacteriana, quando o desinfetante é aplicado em
superficies porosas, como amostras téxteis;

verificacdo da atividade antibacteriana, quando o desinfetante é aplicado em
superficies ndo porosas, como amostras de aluminio;

verificacdo da atividade antimicrobiana, quando o desinfetante é aplicado em

superficies do quotidiano do ser humano, como estantes e superficies.



CAPITULO 2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1.  Superficies
Uma superficie corresponde ao limite externo ou superior de um objeto ou corpo. As
superficies podem ser classificadas tendo em conta a sua porosidade, em superficies porosas e

em superficies nao porosas.

2.1.1. Superficies Porosas

Uma superficie porosa pode ser definida como uma superficie com espacos vazios, isto &,
espaco nao ocupado pela estrutura principal de atomos que constituem a estrutura da superficie.
Estes espacos vazios séo designados por poros e permitem que matéria externa penetre na
superficie (Culp, 2015).

Os materiais porosos podem ser classificados tendo em conta o tamanho do poro, a
morfologia dos poros e a composicdo. No que toca ao numero de poros ou porosidade varia
consoante o material poroso que se esta a utilizar. Com base no seu nimero de poros, os materiais
porosos podem ser classificados como baixa porosidade, média porosidade ou alta porosidade
(Liu & Chen, 2014).

Segundo as diretrizes de 1985, da International Union of Pure and Applied Chemistry
(IUPAC), os materiais porosos podem ser descritos como microporoso, Mesoporoso e
macroporoso sendo que apresentam diametros médios de poro inferior a dois nandmetros, entre
2 a 50 nm e superiores a 50 nm, respetivamente. Os materiais nanoporosos, atualmente, estdo a
ser uma fonte de estudo e sdo referentes a materiais com didmetros de poros inferiores a 100 nm
(Culp, 2015).

Existe uma grande variedade de materiais porosos, mas todos eles apresentam
caracteristicas comuns como baixa densidade relativa, grande area de superficie especifica, alta
resisténcia especifica, baixa condutividade térmica e boa adsorcdo de energia quando comparado

com a versdo densa dos mesmos materiais (Liu & Chen, 2014).

Os téxteis como roupa, carpetes e cortinas assim como a madeira nao tratada séo alguns
exemplos de superficies porosas.
0O tecido téxtil é definido como uma estrutura idéntica a um plano bidimensional feito de

materiais téxteis. O tecido téxtil apresenta razoavel resisténcia, alongamento, flexibilidade, entre



outras caracteristicas, é utilizado para diferentes aplicacées, mas normalmente para vestuario
(Ray, 2012).

No que toca, aos materiais téxteis estes sao formados recorrendo a uma série de técnicas
como a tecelagem, o trico, o croché, a prensagem de fibras, que tem como objetivo a juncao de
fibras individuais de modo a produzir a estrutura bidimensional ou tridimensional caracteristica
dos tecidos téxteis (Qin, 2016).

A fibra é a unidade basica da matéria fibrosa em produtos téxteis. A fibra pode ser
classificada tendo em conta a sua forma de obtencao, em fibras sintéticas ou artificiais e em fibras
naturais (Misnon et al, 2014).

As fibras sintéticas ou artificias sdo produzidas quimicamente, geralmente por processos
de polimerizacdo com recurso a uma maquina de extrusdo, denominada fieira. As fibras sintéticas
podem ainda ser classificadas com base nas suas propriedades mecanicas e fisicas em
desempenho baixo, desempenho médio e desempenho alto (Misnon et al, 2014).

As fibras naturais, extraidas da propria natureza, podem ser de origem mineral, vegetal ou
animal. As fibras minerais sdo pouco usadas no vestuario, mas usadas em areas como a
construcao e industria automdvel. A fibra vegetal provém das plantas e tém sido das fibras mais
investigadas, como o caso das fibras desenvolvidas de laranja e de leite de cdco. Por ultimo, as
fibras animais sdo obtidas dos pélos dos animais ou produzidas por eles, como o caso dos fios de
seda e as teias de aranha. O algodao e a 1a sdo as fibras naturais mais conhecidas e extremamente

utilizadas para a producdo de vestuario (Misnon et al, 2014).

A madeira ¢ um outro exemplo de uma superficie porosa uma vez que possui um arranjo
especifico de células de lignocelulose em direcdes paralelas e perpendiculares. Estes arranjos
deixam espacos abertos na superficie em forma de poros. O tamanho, a frequéncia e a disposicao
dos poros variam consoante as diferentes espécies de madeira. Os poros da madeira sdo capazes
de reter microrganismos e tornam a desinfecdo da superficie dificil devido a dificuldade de garantir
o contacto entre os microrganismos e o desinfetante (Munir et al, 2019).

A porosidade da madeira varia consoante o plano de corte da mesma. Quanto maior a
quantidade e a profundidade de poros, maior a retencao de microrganismos dentro da madeira.
Em cortes transversais, as bactérias e os esporos conseguem entrar mais profundamente,

representando um menor risco de recontaminacao. As placas de madeira cortadas



longitudinalmente apresentam maior facilidade de limpeza devido as aberturas menos profundas

e mais largas na superficie (Munir et al, 2019).

2.1.2. Superficies Ndo Porosas

Uma superficie ndo porosa é uma superficie que nao contém poros, ou seja, corresponde
a um sélido compacto. O termo nao proso significa que qualquer tipo de liquido e ar ndo consegue
penetrar na superficie, permanecendo apenas na superficie.

0 vidro, os plasticos e os metais processados sdo exemplos de superficies ndo porosas.
As superficies nao porosas podem ser divididas em duas categorias: lisas e asperas. Nas
superficies lisas ndo porosas estdo incluidos o vidro e as superficies pintadas ou envernizadas,
enquanto as superficies asperas ndo porosas sao referentes a superficies texturizadas, como o

vinil (Writer, 2020).

As superficies plasticas oferecem inumeras propriedades, como leveza, resiliéncia,
resisténcia a corrosao, cor, transparéncia e facilidade de processamento, o que os torna bastante
competitivos face a outras superficies em muitas aplicacdes. Apresentam ainda, elevada
versatilidade, baixo custo e a abundancia de recursos plasticos, incentivando a sua utilizacdo em
produtos utilizados diariamente. Estas superficies plasticas sdo produzidas com diferentes
composicdes poliméricas e natureza fisica, permitindo assim uma ampla gama de propriedades
em niveis macro, micro e nano moleculares (Shrivastava, 2018).

Para que as superficies plasticas sejam aplicadas aos produtos selecionados estas devem
ser testadas. Os padrdes de teste universais sao estabelecidos por organizacées como a American
Society of Testing and Materials (ASTM), a International Organization for Standardization (ISO) e o
Underwriter Laboratories. Normalmente, ha correlacdes diretas entre estes padrdes, no entanto,
nem todos concordam totalmente quanto aos procedimentos e condicdes, o que resulta em
resultados ligeiramente diferentes (Shrivastava, 2018).

As caracteristicas fisicas dos materiais plasticos afetam o manuseamento diario e o
desempenho dos mesmos. Uma propriedade fisica importante é a densidade, sendo definida como
a massa por unidade de volume dos materiais plasticos. Em engenharia é usada para estimar as
relacdes resisténcia/massa e custo/massa. A densidade aparente é a medida do volume do
material, ou seja, a massa do volume das matérias-primas de plastico adquiridas ao fornecedor.

A densidade sélida corresponde a densidade do plastico na sua forma moldada, quer como filmes,



folhas, perfis ou pecas moldadas. A densidade de fusdo deve-se ao facto dos materiais plasticos
se expandirem durante o aquecimento provocando um aumento no volume. O tamanho da
particula desempenha um papel significativo no manuseamento, processamento e desempenhos
das matérias-primas e superficies plasticas (Shrivastava, 2018).

As propriedades mecéanicas sdo usadas para prever o desempenho dos produtos plasticos
quando estes sofrem forcas de tracdo, compressao, flexdo e torcao. Consoante as aplicacdes dos
materiais plasticos sdo executados diferentes testes para medir as propriedades mecanicas

(Shrivastava, 2018).

Um outro exemplo de superficies ndo porosas, sdo as superficies de aco inoxidavel. Estas
correspondem a um conjunto de ligas a base de ferro que contém no minimo 11 % de crémio.
Esta é uma percentagem importante uma vez que é necessario criar uma camada de 6xido rico
em cromio para evitar a ferrugem na superficie. Dependendo da aplicacdo do aco inoxidavel,
podem ser adicionados diversos elementos quimicos a liga, como o caso do niquel, cobre, titanio,
aluminio, entre outros. Os acos inoxidaveis sdo normalmente classificados em cinco familias.
Quatro dessas familias sdo baseadas nas suas estruturas cristalograficas: martensitica, ferritica,
austenitica e austenitica mais ferritica, denominada duplex. A quinta familia é baseada no tipo de
tratamento térmico utilizado para produzir certas propriedades, sendo designadas por ligas

endurecidas por precipitacao ou acos endurecidos por precipitacao (Singh, 2012).

O aluminio é um outro exemplo de uma superficie ndo porosa. O aluminio ¢ um metal
branco prateado, sendo o décimo terceiro elemento da tabela periodica. E o metal mais difundido
na Terra, chegando a constituir 8 % da massa do nucleo da Terra. Este metal oferece uma
combinacao rara de propriedades valiosas. E um dos metais mais leves do mundo, chegando a
ser trés vezes mais leve que o ferro, mas mantendo sempre a sua forca. Adicionalmente é
extremamente flexivel e resistente a corrosdo porque a sua superficie esta normalmente coberta
por uma camada extremamente fina, mas muito forte de um filme de dxido. Nao magnetiza, € um
otimo condutor de eletricidade e forma ligas com praticamente todos os outros metais (UC RUSAL,

2021).



2.2. Colonizacao Bacteriana de Superficies

Para a aplicacdo de um desinfetante numa determinada superficie & importante ter em
conta o tipo de microrganismos que podem contaminar essa mesma superficie e normalmente
isso é afetado pelo local onde esta se encontra. Em seguida serdo enumerados varios
microrganismos patogénicos que se encontram comumente presentes em superficies na industria

alimentar e na area hospitalar.

2.2.1. Superficies Alimentares

A bactéria gram negativa Pseudomonas ¢ o género mais frequente em superficies de
processamento de alimentos e podem ser provenientes de diferentes zonas do processamento. O
segundo género de bactérias gram negativa mais comum sao as Enterobacteriaceae comumente
isoladas da superficie de processamento em varios tipos de industrias alimentares, principalmente
em industrias de processamento de origem animal tal como a carne proveniente de aves.
Acinetobacter é o terceiro género de bactérias gram negativas frequentemente encontradas na
industria alimentar de peixes. Existem outras bactérias gram negativas como as Kahnella spp. e
Ralstonia spp. que sdo isolados normalmente das superficies de processamento de produtos
agricolas ou como as Vibrio spp. que sdo detetadas nas superficies de processamento de salmao
cultivado em agua do mar (Moretro & Langsrud, 2017).

No que concerne as bactérias gram positivas estas séo menos comuns que as bactérias
gram negativas nas unidades de processamento de alimentos. A presenca de bactérias gram
positivas € mais comum nas industrias de processamento de lacticinios e de carnes do que em
industrias de processamento de peixe. As bactérias acidas laticas sdo mais frequentes nas
industrias de lacticinios e sdo comuns varios géneros nas superficies destas industrias, como
Streptococcus, Leuconostoc, Lactobacillus, Lactococcus, Enterococcus e Aerococcus. Aerococcus
spp. também sdo comuns em superficies referentes a matadouros de animais. A Staphylococcus
€ um dos géneros gram positivos mais comuns encontrados em ambientes de producao de
alimentos. Bacillus spp. sao comuns no leite cru e em ambientes naturais, como o solo, e por isso
facilmente introduzidos no ambiente de processamento de alimentos. Bacillus cereus adere as
superficies na forma de esporos, na industria de lacticinios. Paenibacillus e Geobacillus sao outros

géneros formadores de esporos comuns em superficies alimentares (Moretro & Langsrud, 2017).



2.2.2. Superficies Hospitalares

As infecdes adquiridas no hospital ou infecdes nosocomiais representam um grande
problema de saude publica, devido a frequéncia, gravidade, custos economicos e sociais e
principalmente devido a dificuldade de controlo. Segundo a Organizacdo Mundial de Satde (OMS),
cerca de 8,7 % dos pacientes hospitalares adquirem infecdes no hospital. As infecdes podem ser
de origem endogena - a infecdo é proveniente da flora do paciente — ou exégena — proveniente
de outros pacientes, da equipa ou do ambiente hospitalar, podendo ser da agua, ar ou superficies
(Chaoui et al, 2019).

Os virus podem contaminar e sobreviver em “ambientes inanimados”. A desinfecdo do
ambiente é uma parte importante nas estratégias de controlo de infecdo por influenza,
parainfluenza, virus entéricos, virus da hepatite B e coronavirus associado a sindrome respiratoria
aguda grave (SARS) (Hota, 2004).

As superficies hospitalares podem ser contaminadas de forma duradoura por Candida
albicans e Candida parapsifosis, podendo estes microrganismos sobreviver entre trés e catorze
dias em superficies secas, respetivamente. Este tipo de microrganismos coincide com os
adquiridos pelos pacientes, apos estes serem alojados nos quartos de hospital (Hota, 2004).

Os esporos de Clostridium difficile sdo duradouros e resistentes aos métodos de limpeza
comuns. As taxas de contaminacao causadas por esta bactéria chegam a atingir 58 % sendo que
as superficies e os equipamentos sdo os mais afetados (Hota, 2004).

Acinefobacter baumanii € uma bactéria gram negativa, causadora de varios surtos de
infecbes nosocomiais. O organismo pode estar presente em varias superficies, como o0s
equipamentos médicos, colchdes, macanetas, e ainda em humidificadores de ambiente (Hota,
2004).

Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA) é muito comum em hospitais e o
principal mecanismo de transmissao é através dos profissionais de saude. Foi encontrada S.

aureus em coberturas de colchado e superficies laminadas de plastico (Hota, 2004).

2.3. Desinfetante
O processo de desinfecdo refere-se a reducao antimicrobiana do numero de
microrganismos viaveis a um nivel previamente especificado como apropriado para o

manuseamento ou uso posterior pretendido. Este processo pode ser usado numa grande



variedade de aplicacdes, incluindo, superficies, dispositivos, liquidos, produtos e alimentos
(McDonnell, 2014).

A desinfecao, em grande parte dos casos, consegue eliminar os microrganismos no
entanto raramente tem capacidade de eliminar esporos bacterianos. Quando se recorre a
desinfetantes quimicos e se prolonga o seu tempo de exposicado, entre trés e doze horas, estes
mostram eficacia na eliminacdo de esporos (Rutala et al, 2019).

Os desinfetantes podem ser classificados tendo em conta os microrganismos que
conseguem eliminar e a duracao a exposicdo do desinfetante. Para exposicdes de cerca de 20 min
¢ possivel eliminar todos os microrganismos, designando-se por desinfetante de alto nivel. Os
desinfetantes de baixo nivel eliminam a maioria das bactérias vegetativas, alguns fungos e alguns
virus, num periodo inferior a 10 min. Por ultimo, os desinfetantes de nivel intermédio podem ser
usados para micobactérias, bactérias vegetativas e a maioria dos virus e fungos (Rutala et al,
2019).

Quando um desinfetante apresenta no rotulo uma declaracéo idéntica a “mata 99,9 % dos
germes”, isto € apenas uma declaracdo de marketing. Esta declaracao nao obriga que o produto
mate 99,9 % dos microrganismos, apenas elimina em 99,9 % uma variedade especifica, sendo
que pode eliminar apenas trés a quatro espécies de microrganismos. Legalmente, os desinfetantes
devem apresentar no rotulo os microrganismos para 0s quais o produto foi testado e
comprovadamente eficaz, assim como a diluicdo adequada e as instrucées de uso. Por isso,
quando o consumidor pretende adquirir um desinfetante é importante que verifique no rétulo se
0s microrganismos que o desinfetante elimina sdo os mesmos para 0s quais o consumidor

necessita de protecdo (The Hygiene Lab, 2019).

2.3.1. Enquadramento Legal

Os desinfetantes e outras preparacdes quimicas e todas as substancias consideradas
como principios ativos sdo regulados por uma entidade designada por Agéncia Europeia dos
Produtos Quimicos (ECHA), que promove a aplicacédo da legislacdo da Unido Europeia referente a
produtos quimicos com o objetivo de beneficiar a salide humana e o ambiente, nunca esquecendo
a inovacao e a competitividade.

O regulamento relativo aos produtos biocidas, Regulamento (UE) n.° 528/2012 (RPB) é
referente a colocacao no mercado e utilizacdo de produtos biocidas, que sao utilizados para

protecao dos seres humanos, animais, materiais ou artigos contra organismos patogénicos, como
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parasitas ou bactérias, através da acdo de substancias ativas que estao presentes no produto
biocida.

O regulamento tem como objetivos harmonizar o mercado na Unido Europeia, simplificar
a aprovacao de substancias ativas e a autorizacao de produtos biocidas e introduzir prazos para
as avaliacoes, elaboracdo de pareceres e tomadas de decisao dos Estados-Membros.
Simultaneamente assegura um elevado nivel de protecdo da saude humana e do ambiente,
fomentando a reducao dos ensaios em animais, apelando a utilizacdo de métodos de ensaio
alternativos.

Todos os produtos biocidas e as respetivas substancias ativas contidas no produto biocida
tém obrigatoriamente de ser aprovadas pela ECHA.

Os produtos biocidas sao classificados em quatro grupos: grupo 1 - desinfetantes, grupo
2 - conservantes, grupo 3 - produtos de controlo de animais prejudiciais e grupo 4 — outros
produtos biocidas.

Para estarem presentes num produto biocida, as substancias ativas necessitam de ser
aprovadas antes de ser concedida uma autorizacao para a sua incorporacao o produto.

Inicialmente, as substancias ativas sdo avaliadas pela autoridade competente do Estado-
Membro responsavel pela avaliacao, em seguida os resultados dessa avaliacao sao encaminhados
para o Comité dos Produtos Biocidas da ECHA, o qual elabora um parecer no prazo maximo de
duzentos e setenta dias. Este parecer ¢ a base da decisao sobre a aprovacao concedida pela
Comissdo Europeia. A aprovacdo de uma substancia ativa ¢ concedida para um determinado
numero de anos, nunca excedendo os dez anos, sendo renovavel.

Antes dos produtos biocidas serem disponibilizados no mercado € obrigatorio a obtencao
da autorizacao. Dependendo do produto e do nimero de paises onde se pretende vender o
mesmo, ha diversos processos alternativos que as empresas podem optar para obterem a
autorizacdo do seu produto. Quando se pretende vender o produto num Uunico mercado, a
autorizacao desse pais € suficiente, caso a empresa pretenda colocar o produto no mercado em
diversos paises, pode solicitar o reconhecimento mutuo da autorizacdo do produto - autorizacao
nacional e autorizacao por reconhecimento mutuo - o titular da autorizacdo pode pedir a
renovacdo a Autoridade Competente do Estado-Membro (ACEM). A autorizacdo da Unido ¢
referente a solicitacao da autorizacéo do produto para toda a Unido Europeia num unico pedido.

Por ultimo, a autorizacao simplificada é utilizada para produtos que cumprem determinados
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critérios especificados no Regulamento (UE) n.° 528/2012, por exemplo ndo conter substancias

gue suscitam preocupacao.

2.3.2. Caracteristicas do Desinfetante

Idealmente, o desinfetante deve responder a varios fatores, como um amplo e completo
espetro antimicrobiano, agir de forma rapida e persistentemente, ser seguro para 0 homem e o
meio ambiente, ser compativel com o material a tratar, qguimicamente estavel, econédmico e facil
de utilizar (Saccucci et al, 2018).

O uso seguro, eficaz e pratico de um desinfetante ¢ a consideracdo de todas as
caracteristicas listadas anteriormente. Um dos aspetos mais importantes a ter em conta é a
compatibilidade com superficies ou produtos a serem tratados. Quando os desinfetantes sao
aplicados em contacto com a pele estes devem garantir a reducdo do nimero e de tipos especificos
de microrganismos, mas sem danificar a pele. Isto é particularmente importante em situacées em
que o desinfetante ¢ aplicado repetidamente. Devido a utilizacdo rotineira do desinfetante por
individuos ou a sua aplicacdo em superficies para uma finalidade especifica (por exemplo, um
procedimento cirtirgico ou contacto com um produto alimentar) é de elevada importancia ter em
conta a toxicidade e os riscos associados a mesma. Nos ultimos vinte anos, a utilizacao de varios
antimicrobianos foi limitada/restrita e os biocidas que sao utilizados, sdo extremamente regulados
devido as consequéncias ambientais (McDonnell, 2014).

0 uso de concentracdes mais altas ou tempos de exposicdo mais longos muitas vezes
podem causar efeitos indesejaveis, devido ao aumento do risco de danos as superficies ou
restricoes praticas no uso do desinfetante. Nestes casos, é necessario repensar a formulacao do
produto para proporcionar melhorias significativas na atividade antimicrobiana e na
compatibilidade com a superficie. A formulacdo pode ser melhorada utilizando a combinacao de
ingredientes, incluindo ingredientes antimicrobianos e inertes (McDonnell, 2014).

Na realidade, nenhum produto consegue responder na totalidade aos requisitos
pretendidos, por isso as formulacdes desinfetantes séo projetadas para maximizar os efeitos
antimicrobianos, aumentar a estabilidade do produto e minimizar quaisquer impactos negativos

(McDonnell, 2014).
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2.3.3. 0O Desinfetante - Care Us

O desinfetante desenvolvido pela empresa Success Gadget & denominado por Care Us e
consiste num desinfetante que foi desenvolvido para que seja aplicado em varias superficies com
caracteristicas diferentes, e que além disso tenha efeitos duradouros.

O produto é composto por substancias ativas, neste caso o perdxido de hidrogénio e o
etanol, excipientes, tais como emulsionantes, agentes de limpeza, fixadores e particulas Sil2u”®. A
auséncia da férmula na presente dissertacao, deve-se ao facto desta se encontrar protegida por
sigilo industrial.

Os excipientes, como emulsionantes e ligantes visam garantir a estabilidade do peroxido
de hidrogénio, com o objetivo final de garantir a maior durabilidade de produto. Os emulsionantes
S840 uma substancia ou um composto que atua como um estabilizador para emulsoes, evitando a
separacao de liquidos que normalmente ndo se misturam, favorecendo as caracteristicas fisicas
de emulsdes e suspensdes. (Helmenstine, 2020). Por sua vez, os ligantes sdo uma substancia ou
um composto com capacidade de aglomerar outras substancias ou outros compostos, por meio

de ligacbes quimicas estaveis, entre o ligante e a molécula alvo.

2.3.4. Peroxido de Hidrogénio

O perdéxido de hidrogénio foi produzido pela primeira vez em 1818 por Louis Jacques
Thenard. No entanto, apenas em 1894, foi possivel o seu isolamento, por destilacdo a vacuo. No
final do século XIX, a formula correta do perdxido de hidrogénio foi finalmente descrita (Abdollahi
& Hosseini, 2014).

0 peroxido de hidrogénio € um composto quimico com a férmula H:0.. A sua férmula e a

estrutura quimica deste composto sdo apresentados na Figura 1.
a) (b}

H H

\ ¢
0—O

Figura 1 - (a) estrutura quimica e (b) esquema molecular do perdxido de hidrogénio (Wikipedia, 2021).

O peroxido de hidrogénio € um liquido inodoro e incolor com sabor amargo e ligeiramente

mais viscoso que a agua. As solucdes aquosas altamente concentradas (>65 % em massa) de
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perdxido de hidrogénio sao soluveis numa ampla variedade de solventes organicos. Este composto
apresenta aplicacdes quimicas, funcdes biologicas, usos domeésticos e terapéuticos, quer como
agente antimicrobiano e oxidante. Pode ainda ser utilizado em aplicacées de aguas residuais
municipais, como substituto da pré-cloracao de modo a eliminar os odores provenientes de aguas
residuais e estacdes de tratamento. Cerca de 50 % da producdo mundial de perdxido de hidrogénio
¢ usado para aplicacdes industriais, como branqueamento de papel, celulose e téxtil (Abdollahi &
Hosseini, 2014).

Como visto anteriormente ha trés consideracdes principais a ter em conta na formulacao
de um desinfetante: a atividade antimicrobiana, a compatibilidade com a superficie ou liquido a
ser tratado e a seguranca, quer para o consumidor final quer para o meio ambiente. Um composto
capaz de responder a todos estes requisitos € o formulado com perdxido de hidrogénio, sendo que
a forma como responde depende inteiramente de como ¢é usado. Por exemplo, em concentracdes
baixas o peroxido de hidrogénio pode parecer relativamente indcuo, mas isso pode mudar
drasticamente a concentracdes mais elevadas ou se misturado inadvertidamente com outros
produtos quimicos (McDonnell, 2014).

As principais consideracées no uso do peroxido de hidrogénio sao a concentracao do
mesmo, a forma como é usado (em diluicdo em agua, ou noutros produtos quimicos ou na forma
de gas), o tempo de contacto e a utilizacdo segura do produto durante a sua aplicacdo (McDonnell,
2014).

0 peroxido de hidrogénio ¢ um antimicrobiano de amplo espetro que tem sido amplamente
utilizado como antissético, desinfetante e agente esterilizante, durante muitos anos. Fornece um
equilibrio Unico de eficacia antimicrobiana e seguranca para uma variedade de aplicacoes. E um
composto de elevada importancia no controlo de infecdées, ao contrario da maioria dos
desinfetantes, uma vez que nédo é afetado pela adicdo de matéria organica e sais. Face a estas
propriedades apresenta um grande potencial de utilizacdo em ambientes hospitalares (McDonnell,
2014) (Rutala et al, 2019) (Thompson, 2012).

O peroxido de hidrogénio quando exposto ao ar, produz o radical livre hidroxilo, ido
altamente reativo, que é capaz de penetrar e destruir os lipidos da membrana, o DNA e outros
componentes celulares essenciais, levando ao seu colapso. Apresenta ainda a capacidade de
matar esporos, devido a remocao das proteinas do seu revestimento, expondo o nucleo ao

desinfetante (Rutala et al, 2019) (Thompson, 2012).
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Os microrganismos aerobios e anaerdbios facultativos produzem uma enzima denominada
catalase, para proteger as células do peroxido de hidrogénio, decompondo-o em agua e oxigénio.
Para ultrapassar este mecanismo de defesa dos microrganismos, devem ser utilizadas
concentracdes superiores de peroxido de hidrogénio para garantir a eficacia da desinfecao (Rutala
et al, 2019).

A substancia ativa, peroxido de hidrogénio ¢ fabricado como solucdo aquosa contendo de
35 % a menos de 70 % (em massa) de peroxido de hidrogénio. As moléculas alvo do peroxido de
hidrogénio incluem proteinas, acidos nucleicos e lipidos, as reacdes quimicas podem levar a
desativacao das funcdes celulares criticas e a morte celular. Os dados sobre o peréxido de
hidrogénio e o produto biocida representativo demonstraram eficacia suficiente contra as espécies-
alvo (ECHA, 2015).

Consoante a concentracdo, o perdxido de hidrogénio pode causar irritacdo local ou
corrosdo dos tecidos biolégicos. As propriedades fisico-quimicas da substancia ativa e do produto
biocida foram avaliadas e sdo consideradas aceitaveis para a utilizacdo, armazenamento e
transporte adequados da substancia ativa e dos produtos biocidas. Os efeitos secundarios do
peroxido de hidrogénio em humanos sao limitados aos efeitos locais, no local do primeiro contato
com o corpo e & embolia em casos acidentais com altas concentracdes (ECHA, 2015).

Os cenarios avaliados no que toca ao ambiente foram identificados como seguros, o
perdxido de hidrogénio decompde-se em agua e oxigénio em diferentes compartimentos
ambientais, isto &, em aguas superficiais, solo, lodo ativo e ar. O perdxido de hidrogénio néo ¢
considerado uma substancia persistente ou muito persistente, nem bioacumulativa ou muito
bioacumulativa, nem toxica. Para além do mais, nao apresenta propriedades de desregulacao
enddcrina, esta é uma vantagem muito especifica e importante, pois os desreguladores enddcrinos
sd0 um problema atual sério (ECHA, 2015).

0 perdxido de hidrogénio ¢ uma substancia ativa autorizada para os PT (Product Type) 01
- higiene humana, PT 02 - desinfetante e algicidas ndo utilizados para a aplicacdo direta em
humanos e animais, PT 03 - higiene veterinaria, PT 04 - area de alimentacao e racao, PT 05 -
agua potavel e PT 06 - conservantes para produtos durante o armazenamento e esta incluida no

artigo 95 do regulamento de produtos biocidas, desde 2014 (ECHA, 2021).
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2.3.5. Etanol

O etanol, ou alcool etilico, pertence a um grupo de compostos quimicos, os alcoois,
moléculas que contém um grupo hidroxilo, OH, ligado a um atomo de carbono, como apresentado
na Figura 2 (Coelho & Goldemberg, 2004).

O etanol é um liquido volatil, inflamavel, incolor e com um leve odor caracteristico. E
produzido através de processos petroguimicos ou naturalmente pela fermentacdo de aclcares por
leveduras. E um dos compostos organicos individuais mais importantes e disponivel em
quantidades ilimitadas. E um dos compostos mais versateis, sendo utilizado como antissético e
desinfetante na area médica e também como agente antimicrobiano em alimentos, contribuindo
para o sabor e vida util tipicos dos alimentos alcodlicos fermentados. Além disso, a adicdo de
baixas concentracdes de etanol a alimentos embalados pode trazer efeitos benéficos, prolongado
a vida util do produto. O etanol ¢ amplamente utilizado como solvente quimico, seja para testes
quimicos cientificos ou em sintese e producao de outros produtos organicos compostos (Criddle,

2005) (Engineering ToolBox, 2018).

v

Figura 2 - (a) estrutura quimica e (b) esquema molecular do etanol (Wikipedia, 2021).

O etanol foi mencionado pela primeira vez na literatura em 1888, para o tratamento
antissético das maos. Desde entéo, o etanol tem sido usado como substancia ativa em produtos
de desinfetantes, como o Unico ingrediente ativo numa concentracdo entre 60 % e 95 %. Desde
1977, a OMS mantém uma lista de medicamentos indispensaveis, atualizada em 2019. Nessa
lista, o etanol a 70 % aparece como antissético e na forma de desinfetantes a base de alcool a 80
%. O etanol pertence a lista basica de substancias ativas de cuidados basicos que devem estar
disponiveis (Verbund fiir Angewandte Hygiene (VAH) , 2020).

O mecanismo de atividade antimicrobiana do etanol estd relacionado com os danos

causados a membrana, associados a desnaturacao de proteinas, que levam a perda de integridade
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celular. A eficacia bactericida ideal é alcancada para concentracdes entre 60 % a 90 %. Na
realidade, o etanol absoluto, em que nao esta presente mais do que 1 % de agua, é menos
bactericida do que o etanol nas faixas mencionadas. Portanto, a agua desempenha um papel
fundamental na desnaturacdo de proteinas. O alcool apresenta atividade bactericida contra
bactérias vegetais, mas nao contra esporos (Golin et al, 2020).

0 alvo viral dos desinfetantes a base de alcool é o envelope viral, que ¢ derivado dos
envelopes lipidicos do hospedeiro, o capsideo da proteina, que contém e protege o material
genético e o proprio material genético. Sendo que todos estes componentes sdo essenciais para
0 ciclo de vida viral e criticos para a sua capacidade de transmitir a outro hospedeiro, pode-se
presumir que alterar a estrutura ou funcéo de qualquer um dos componentes acima mencionados
normalmente torna o virus ineficaz (Golin et al, 2020).

A alta concentracdo de etanol tem-se mostrado altamente eficaz contra virus com
envelope, portanto, é eficaz contra a maioria dos virus clinicamente relevantes. A eficacia contra
virus aumenta quando se adicionam acidos a solucdo de etanol. A maioria dos desinfetantes a
base de etanol continua a ser ineficaz contra os virus sem envelope (Golin et al, 2020).

A baixas concentracdes e quantidades, o etanol é rapidamente metabolizado ou sem
danos aparentes. Em concentracdées mais elevadas, como resultado de derrames, pode ter efeitos
nefastos para o ambiente, devido a sua atividade antimicrobiana. Na natureza, em concentracdes
reduzidas, é transportado na agua e no ar, uma vez que € sollivel em agua e é volatil, pode ser
transportado por longas distancias. Representa uma boa fonte de nutrientes e energia para os
microrganismos. O etanol oxida rapidamente em didxido de carbono e agua. No caso, de auséncia
de oxigénio, pode levar a formacdo de metano. No entanto, o etanol pode atuar como um
percursor, levando a formacao de poluicdo fotoquimica (Australian Government, Department of
Agriculture, Water and the Environment, 2018).

O etanol ¢ uma substancia ativa autorizada para os PT 01 - higiene humana, PT 02 -
desinfetantes e algicidas nao utilizados para a aplicacao direta em humanos e animais, PT 04 -
area de alimentacéo e racao e PT 06 — conservantes para produtos durante o armazenamento e

esta incluida no artigo 95 do regulamento de produtos biocidas, desde 2014 (ECHA, 2021).
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2.4, Técnicas de avaliacao da atividade antimicrobiana
As propriedades de eficacia e durabilidade do desinfetante multi-superficies de longa
duracado podem ser analisadas através da realizacdo de varios testes com a finalidade de avaliar

a atividade antimicrobiana na superficie a estudar.

2.4.1. Determinacdo qualitativa da atividade antibacteriana

O teste de difusédo em agar corresponde a um ensaio simples e confiavel para detetar a
presenca de atividade antibacteriana, baseado na presenca ou auséncia de uma zona de inibicao
(EUCAST, 2021).

Neste método, as células bacterianas sao inoculadas em meio semissolido, agar, sobre o
qual as amostras em estudo sdo colocadas em contacto. A auséncia de crescimento a volta e
debaixo da amostra indica a presenca de atividade antibacteriana. O tamanho da zona de inibicao
induz uma estimativa da atividade antibacteriana. Se ocorrer difusédo do agente antibacteriano no
agar forma-se uma zona de inibicdo — halo — como mostra a Figura 3, em que o tamanho da
mesma fornece uma estimativa da atividade antibacteriana ou da taxa de libertacdo do agente. Se
nao se verificar a formacéo de uma zona de inibicdo é possivel concluir que o agente antibacteriano

nao tem capacidade de difusado no agar (Hudzicki, 2009) (Pinho et al, 2011).

Figura 3 - Disco de difusao em agar com peroxido de hidrogénio com atividade antibacteriana, para S. aureus.

Este teste de difusao em agar é usado tanto para superficies porosas como para
superficies ndo porosas e para uma grande variedade de microrganismos, como indicador da

atividade antimicrobiana do produto em estudo.
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2.4.2. Determinacdo quantitativa da atividade antibacteriana em superficies porosas

Atualmente, o setor téxtil tem criado produtos téxteis com acabamentos antibacterianos,
considerados superficies porosas. Estes apareceram como resposta as necessidades do
consumidor em garantir protecdo contra os efeitos negativos causadas pelas bactérias. Portanto,
a International Standards Organization desenvolveu a norma I1SO 20743:2007, para determinar
as propriedades da atividade antibacteriana e os métodos de teste a aplicar nos produtos téxteis
antibacterianos, incluindo os nao tecidos (ISO 20743, 2007) (Eurolab, 2007).

A presente norma expde métodos de teste quantitativos para determinar a atividade
antibacteriana de produtos téxteis antibacterianos. Os métodos em causa sao independentes do
tipo de agente antibacteriano usado, quer este seja organico ou inorganico, natural ou sintético e
também do método de aplicacéo. Adicionalmente, podem ser aplicados a um vasto leque de
produtos téxteis, desde tecidos, fios e materiais para varios produtos, roupas, colchas, entre outros
(ISO 20743, 2007) (Eurolab, 2007).

Consoante a aplicacdo final e 0 ambiente em que o produto téxtil sera usado, devera ser
selecionado o mais adequado dos trés métodos a seguir apresentados:

1. Meétodo de absorcdo: método de avaliacdo no qual a suspensao bacteriana do teste é

inoculada diretamente nas amostras:

2. Meétodo de transferéncia: método de avaliacdo em que as bactérias do teste sdo

colocadas numa placa de agar e transferidas para as amostras;

3. Meétodo de impressdo: método de avaliacdo no qual as bactérias do teste séo

colocadas num filtro e impressas nas amostras.
Para a contabilizacao do numero de bactérias sao especificados o método de contagem de placas
de colonias e 0 método de luminescéncia (ISO 20743, 2007) (Eurolab, 2007).
Staphylococcus aureus e Klebsiella pneumoniae sao as duas bactérias que devem ser

utilizadas para os testes realizados com recurso a esta norma (ISO 20743, 2007).

2.4.3. Determinacdo guantitativa da atividade antibacteriana em amostras ndo porosas

A norma ISO 22916:2011 foi desenvolvida pela International Organization for
Standardization e especifica um método de avaliacdo da atividade antibacteriana em produtos
plasticos e outras superficies também nao porosas tratadas com produtos antibacterianos (ISO

20743, 2007) (Eurolab, 2007).
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O teste ¢ um método quantitativo com resultados reprodutiveis. O seu objetivo é testar
quantitativamente a capacidade do produto antimicrobiano de inibir ou eliminar o crescimento de
microrganismos em superficies plasticas, nao porosas, durante um periodo de contacto de 24 h.
E um método de teste muito sensivel, uma vez que permite a detecdo de baixos niveis de efeitos
antibacterianos, durante um longo periodo. Durante a realizacédo do teste, as concentracoes
bacterianas sdo padronizadas e as bactérias presentes sao continuamente alimentadas durante o
periodo de incubacdo, isso contrasta com alguns testes antimicrobianos, em que os
microrganismos sao incubados em suspensdes ndo nutritivas, o que pode ser um fator de stress
por longos periodos. Nesta norma é recomendado o uso de culturas de S. aureus e Escherichia

coli (Eurolab, 2007) (ISO 22196, 2011).

2.4.4. Determinacdo da atividade antimicrobiana em superficies do quotidiano

A norma ISO 18593:2004 especifica um método de avaliacdo para determinar a presenca
ou 0 numero de microrganismos viaveis nas superficies de utensilios, superficies de trabalho e
outros equipamentos em contacto com os alimentos para estimar o nivel de contaminacao durante
a producao ou a eficacia dos protocolos de limpeza e desinfecao (ISO 18593, 2004).

Os métodos horizontais descritos nesta Norma incluem um método de contacto de
superficies usando placas de contacto e um método de cotonete. O método de placa de contacto
¢ aplicavel apenas em superficies planas, enquanto o método de cotonete pode ser usado para
todo o tipo de superficies. Estes métodos devem ser apenas utilizados como uma analise de
tendéncia uma vez que nao sdo métodos quantitativamente confiaveis e reprodutiveis (ISO 18593,

2004).

2.4.5. Microrganismos em estudo

2.4.5.1. Staphylococcus aureus

O género Siaphylococcus compreende atualmente mais de 50 espécies. Essas bactérias
pequenas e resistentes encontram-se na pele e na membrana mucosa de muitas espécies de
animais, incluindo a humana, estdo também muito presentes no meio ambiente (Grace & Fetsch,
2018).

Staphylococcus foram isolados pela primeira vez em 1880, pelo cirurgido escocés
Alexander Ogston, de um pus humano. Quando visualizadas ao microscépio estas eram

semelhantes a um cacho de uvas, dai a sua denominacao. Em 1886, o cirurgiao aleméao Anton J.
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Rosenbach isolou duas espécies de Staphylococcus em cultura pura, em que uma delas seria S.
aureus, apresentada na Figura 4, assim denominado devido a cor das suas coldnias pigmentadas,

aureus que significa dourado em latim (Grace & Fetsch, 2018).

Figura 4 - Cultura de S. aureus em Trypic Soy Agar.

S. aureus é uma bactéria gram positiva pertencente a familia Micrococcaceae. Consegue
crescer em ambiente com temperaturas entre os 7 °C e os 46 °C, tem uma temperatura étima
de crescimento entre os 35 °C e os 37 °C. No que toca ao pH consegue crescer num intervalo
de valores de 4,5 a 9,3, sendo que a taxa especifica de crescimento € maxima quando os valores
de pH se encontram entre 6,0 e 7,0. E uma bactéria reconhecida pela sua elevada osmotolerancia
pelo que consegue crescer em ambientes com valores de atividade de agua superiores a 0,86 e
com uma concentracao de cloreto de sddio entre 5 % e 7 %. Por ultimo é uma bactéria anaerdbia
facultativa, pelo que cresce quer na presenca ou auséncia de oxigénio (ASAE, 2021).

S. aureus desempenha um papel importante de patdogeno em humanos e outros animais.
E uma causa comum de infecées de pele e doencas transmitidas por alimentos em humanos,

bem como de infecdes em hospitais e creches (Grace & Fetsch, 2018).

2452 Klebsiella pneumoniae
0 género Alebsiella pertence a familia Enterobacteriaceae e foi nomeado em homenagem
a um dos fundadores da microbiologia, Edwin Klebs. No entanto, apenas em 1882-83, este género

de bactérias gram-negativas foi associado a pneumonia, por Carl Friedlander (Stiirchler, 2016).
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K. pneumoniae, apresentada na Figura b, &€ uma bactéria gram negativa, encapsulada,
anaerobia facultativa em forma de bastonete, frequentemente encontrada na flora da boca, pele e

intestinos, bem como em ambientes naturais (Wu & Li, 2015).

Figura 5 - Cultura de A. pneumoniae em Trypic Soy Agar.

E um patdgeno oportunista frequentemente relacionado com infecdes em individuos
comprometidos e debilitados. Esta bactéria gram negativa apresenta uma grande capacidade de
resisténcia a acdo de multiplos antibioticos sendo de grande preocupacdo em ambientes
hospitalares, onde pode causar infecdes graves, como septicemia, pneumonia e infecao do trato

urinario (Clegg & Sebghati, 2002) (Wu & Li, 2015).

2.4.5.3.  Escherichia coli

O género Escherichia pertence a familia Enferobacteriaceae. Este género contém um total
de seis espécies, a saber, £. coli, E. albertii, E. blattae, E. fergusonii, E. hermannii e E. vulneris
(Samanta & Bandyopadhyay, 2020).

Eschericia colifoi identificada pela primeira vez em 1885, pelo Dr. Theodor Escherich, um
pediatra alemdo, que a denominou como Bacterium coli commune. O pediatra isolou a bactéria
devido a estudos da flora intestinal de criancas. Posteriormente, detetou-se que a bactéria
apresentava propriedades patogénicas associadas a infecao extraintestinal. Em 1919, Castellani
e Chalmers definiram o género £scherichia e a Bacterium coli passou a denominar-se £. coli

(Samanta & Bandyopadhyay, 2020) (Percival & Williams, 2014).

22



E. colié uma bactéria gram negativa, facultativamente anaerébica, em forma de bastonete
curto, a sua forma varia de células esféricas a bastonetes alongados ou formas filamentosas
longas. E uma bactéria nao formadora de esporos e garante a sua mobilidade pela acao de flagelos
peritricosos, apresentada na Figura 6 (Samanta & Bandyopadhyay, 2020) (Percival & Williams,
2014).

Figura 6 — Cultura de £. coliem Trypic Soy Agar.

E. coli pode ser isolada de plantas e de uma grande variedade de animais. Embora esta
seja principalmente um comensal de mamiferos, e em menor extensado de aves, pode ser isolada
de uma variedade de espécies hospedeiras, bem como de solo, sedimentos e agua. Fatores como
o tamanho do corpo e a morfologia intestinal sédo determinantes na probabilidade de isolamento

de £. colide um determinado hospedeiro (Gordon, 2013).

2.5. Técnicas de caracterizacao da formulagao

2.5.1. Determinacdo da estabilidade da formulacao

O setor dos produtos farmacéuticos requer a maior compreensao possivel do produto num
curto espaco de tempo. Para isso foram desenvolvidas ferramentas que fornecem informacoes
cientificas substanciais, com relativa rapidez relacionadas a questdes de desenvolvimento,
investigacao e controlo de alteracdes pertencentes a questbes de ciclo de vida de produtos
comerciais de longo prazo (Wicks et al, 2018).

O teste de estabilidade acelerada tem por objetivo principal simular o envelhecimento

normal de uma formulacado por aguecimento. Estes testes fornecem orientacoes Uteis sobre o
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desempenho do produto, apds armazenamento. Caso a formulacdo apresente um mau
desempenho no teste, significa que nao tem uma vida util satisfatéria, em climas quentes ou
temperados.

Os ensaios de estabilidade acelerada sao considerados uma ferramenta preditiva que tem
sido usada como um ensaio rapido para fornecer avaliacdo quimica dos produtos, principalmente
farmacéuticos, e configuracdes de datas de validade estabelecidas (Malcolm, 2018).

Os estudos de estabilidade permitem evidenciar de que forma a qualidade do produto em
estudo se mantém ao longo do tempo, sob influéncia de diferentes fatores ambientais tais como

temperatura, humidade e exposicao a luz (Centro de Informacao do Medicamento, 2012).

2.5.2. Titulacao

A titulacdo é uma analise volumétrica que consiste em determinar quantidades de
substancia desconhecidas, ou concentracdes desconhecidas - titulado —, por meio de medida de
volumes, fazendo reagir uma solucao de concentracdo conhecida - titulante — com a amostra cuja
concentracao ou quantidade é desconhecida. Para que o desconhecido possa ser determinado, é
necessario, se possivel, reconhecer em que ponto a reacédo termina e saber exatamente o volume
da solucao padrao que foi utilizado (Constantino et al, 2004).

Existem quatro tipos de titulacdes: titulacdo volumétrica acido-base, em que ocorre a
adicdo de um titulante basico a uma solucéo acida — acidimetria — ou a adicdo de um titulante
acido a uma solucao basica — alcalimetria —, titulacdo de complexacéo, consiste na formacao de
complexos soluveis, titulacdo por precipitacdo, baseia-se na formacao de composto pouco soluveis
e por ultimo, titulacdo por oxidacao-reducao, ocorre a transferéncia de eletrdes através de agentes
oxidantes ou redutores.

No presente trabalho recorreu-se a uma titulacdo iodométrica - titulacdo por oxidacao-
reducdo — para a quantificacdo de peroxido de hidrogénio, seguindo a norma 1S:7045-1973. A
transferéncia de eletrdes desta titulacdo é explicada pelas equacdes 1 e 2 e consiste na oxidacéo
do iodeto, presente na solucdo de iodeto de potassio, em iodo, na presenca de um catalisador de
molibdato. O iodo formado na reacdo é titulado com solucao de tiossulfato de sodio (USP
technologies, 2021).

H,0, + 2KI + H,S0, — I, + K,50, + 2 H,0 (1)

I, + 2Na,S,0; - Na,S,04 + 2 Nal (2)
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A reacao de formacao de iodo apresenta uma cor amarela, intensificada com a adicao do
catalisador. A reacéo termina quando a solucao apresenta uma cor transparente por mais de trinta

segundos (USP technologies, 2021).
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CAPITULO 3. METODOLOGIA

3.1. Quantificacdo do principio ativo — Peroxido de Hidrogénio
O peroxido de hidrogénio, sendo o principal principio ativo do produto em estudo, foi
quantificado na formulacdo do desinfetante e também nas superficies porosas, neste caso as

amostras téxteis apds a aplicacao do mesmo, para isso recorreu-se a uma titulacao por iodometria.

3.1.1. Titulacdo do meio liquido por iodometria

Seguindo a norma 1S:7045-1973, para quantificar o perdxido de hidrogénio presente na
formulacao do desinfetante em estudo procedeu-se a mistura de 10 g de formulacdo com 50 mL
de agua destilada, 10 mL de acido sulfurico (H.SO.) a 20 % (v/v) e ainda 10 mL de iodeto de
potassio (Kl) a 1 % (m/v), bem como 2 gotas de molibdato de amonio, catalisador, mantendo sob
agitacdo magnética. Em seguida fez-se a titulacdo da amostra com tiossulfato de sédio (Na.S.0s)
a 0,1 N, registando-se o volume necessario para que ocorra uma mudanca de cor de castanho
para incolor, e esta alteracao seja mantida durante pelo menos 30 s, como demonstrado na Figura

7 (IS 7045, 1973).

Figura 7 - Titulacao iodométrica para quantificacdo de perdxido de hidrogénio.

A percentagem de peroxido de hidrogénio foi calculada com base na equacéo 3, em que
a % H.0: representa a percentagem massica de H.O.presente na amostra, 0 Visos € 0 volume de

tiossulfato de sodio (0,1 N) gasto na titulacdo, em mL, o valor de 0,1 corresponde a normalidade
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da solucdo de tiossulfato de sodio e o valor de 1,7 corresponde a massa de H.0:. por cada 1 mL

de tiossulfato de sodio (0,1 N) (IS 7045, 1973).

VNaZSZO3 xX0,1x1,7

% H202 = (3)

Mamostra

3.1.2. Titulacdo do material téxtil por iodometria

Para quantificar o peroxido de hidrogénio presente nas amostras téxteis que foram
utilizadas nos ensaios de atividade bacteriana fez-se um reajuste dos volumes a utilizar para a
realizacao da titulacao.

Foram utilizadas amostras téxteis com uma massa de (0,40 + 0,05) g as quais
adicionados 8 mL de agua destilada e 0,8 mL de acido sulfurico (H.SO.) a 20 % (v/v). Com o auxilio
de uma vareta de vidro agitou-se e deixou-se repousar por 10 min. Na etapa seguinte acrescentou-
se 0,8 mL de iodeto de potassio (KI), a 1 % (m/v), voltou-se a agitar e repousar no escuro
devidamente, durante 20 min. Terminado o segundo tempo de repouso, adicionou-se 1 gota de
molibdato de amonio, catalisador, colocando a solucdo sob agitacdo magnética. Em seguida fez-
se a titulacdo da amostra com tiossulfato de sodio (Na:.S:0:) a 0,1 N, registando-se o volume
necessario até que a solucdo se tornasse incolor e as amostras téxteis voltassem a cor inicial,
durante pelo menos 30 s (IS 7045, 1973).

O calculo da percentagem de peroxido de hidrogénio por amostra téxtil foi realizado com

recurso a equacao 3 (IS 7045, 1973).

3.2.  Ensaios de estabilidade acelerada

O teste de estabilidade acelerada tem por objetivo principal fornecer orientacdes Uteis
sobre o desempenho do produto, assim sendo a formulacdo é colocada em estufa a (54 + 2) °C
durante 14 dias que é o equivalente a 2 anos de tempo de armazenamento em prateleira.

Para os ensaios de estabilidade acelerada foram colocados cerca de 40 mL de formulacéo
em seis contentores de diagnostico de 120 mL, foram analisados os tempos referentes ao dia O,
ao dia 7 e ao dia 14, para cada tempo correspondiam dois contentores, um para analisar por
titulacao do meio liquido por iodometria e outro para determinacdo da densidade e do pH da

amostra.
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3.2.1. Determinacdo da densidade

Para a determinacao da densidade da formulacao, foram escolhidos trés picnometros e
as suas respetivas tampas, que tem de ter o mesmo numero do recipiente de medida. Colocou-se
0 picnometro vazio com a tampa na balanca e registou-se a massa do mesmo, em g.

Com a pipeta de Pasteur, encheu-se o recipiente de medida de modo a evitar a formacao
de bolhas de ar. Acertou-se o nivel da amostra, removendo o excesso de formulacdo com papel.
Voltou-se a colocar o picndmetro na balanca com o liquido e registou-se a massa do mesmo, em
g. A densidade é determinada pela razao entre a diferenca da massa do picnémetro cheio (m.),
em g, e massa do picnémetro vazio (m.), em g e o volume real do picnometro (V), em cms, como
apresentado na equacao 4.

me—my

p(g/cm®) = == @

3.2.2. Determinacdo do pH

Para a determinacao do pH, foi utilizado um sensor Hannah Instruments Edge, como o

demonstrado na Figura 8.

Figura 8 - Edge® Medidor de pH - HI2020.

Previamente a realizacédo das leituras, o sensor do pH foi calibrado, para isso utilizaram-
se as solucgdes tampao. O sensor foi colocado dentro de um frasco que continha a solucao tampao
e posteriormente era enxaguado e medida outra solucao tampao, deste modo o sensor ficou
calibrado.

Para a medicdo do pH da formulacao, foi colocado o elétrodo dentro do contentor de

diagnostico que continha formulacdo e anotado o valor demonstrado no visor.
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3.3. Avaliacdo da Atividade Antimicrobiana

Este trabalho teve como objetivo a avaliacdo da atividade antimicrobiana do desinfetante
em estudo para diferentes tempos de aplicacao, nomeadamente 2 h, 24 h, 48 h e 7 dias, quer
em materiais porosos, quer em materiais nao porosos e, por fim, em superficies do quotidiano.
Para os ensaios de avaliacao da atividade antibacteriana em materiais porosos, em particular nos
téxteis, foi seguida a norma ISO 20743:2007. Os ensaios de atividade antibacteriana para os
materiais nao porosos, neste caso os aluminios, foram realizados de acordo com a norma ISO
22196:2011. Os ensaios de atividade antimicrobiana realizados em superficies do quotidiano

foram realizados segundo a norma ISO 18593:2004.

3.3.1. Microrganismos e condicoes de crescimento

Ao longo da realizacao dos varios ensaios, foram utilizadas culturas bacterianas de S.
aureus ATCC 6538, de A. pneumoniae ATCC 11296 e de £. coli CECT 434. Estas culturas foram
escolhidas uma vez que sdo recomendadas pelas normas utilizadas, a A pneumoniae
recomendada pela norma ISO 20743:2007, a £. colirecomendada pela norma 1SO 22196:2011
e a S. aureus comum a ambas as normas.

Cada cultura bacteriana foi inoculada por esgotamento em meio 7ryptic Soy Agar (TSA)
(Anexo A.1), incubada durante 24 h a 37 °C, de maneira a obter coldnias isoladas.

Para o crescimento das culturas bacterianas, foi retirada com uma ansa estéril uma
colénia da cultura preparada anteriormente e transferiu-se para um matraz, onde previamente
foram colocados 30 mL de 7ryptic Soy Broth (TSB) (Anexo A.2) e incubado durante 18 h a 37 °C,
com uma frequéncia de rotacédo de 120 min-.

O Anexo A apresenta a composicado de todos os meios e solucdes utilizados ao longo de
todos os ensaios. Adicionalmente, é de salientar que todos os ensaios biolégicos foram realizados

em condicOes asséticas, em camaras de fluxo laminar com recurso a material estéril.

3.3.2. Determinacdo das retas de calibracdo

De modo a garantir uma correlacdo entre a densidade dtica, a 620 nm, e a concentracéo
celular (UFC-unidades formadores de colonias)/mL, procedeu-se a construcdo de uma reta de
calibracdo para cada uma das culturas em estudo. A densidade otica é quantificada para um

comprimento de onda de 620 nm, uma vez que ¢ a normalmente utilizada para medicdes de
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suspensdes celulares de bactérias, avaliando a turbidez de uma cultura microbiana estabelecendo
uma relacao entre a absorvancia e a concentracao celular (Grupo de Ciéncias Bioldgicas do IST,

2005).

Para esse efeito, inocularam-se as bactérias tal como explicado no ponto 3.3.1.
Realizaram-se diversas diluicdes do inoculo em TSB. Mediu-se a densidade otica das diluicdes a
620 nm e garantiu-se que estas se encontravam no intervalo de 0,1 a 1. Para cada diluicdo do
indculo determinou-se o numero de coldnias fazendo diluicdes de 1:10 em Tampéo fosfato-salino
(PBS- Phosphate-Buffered Saline) 1X (Anexo A.3). As colénias foram plaqueadas em TSA e
incubaram-se as placas entre 18 h a 24 h a 37 °C. Depois da quantificacdo do numero de coldnias
para cada diluicdo e a sua respetiva densidade otica é possivel estabelecer a relacdo destes dois

parametros tracando-se uma reta de calibracdo, para cada cultura (Anexo B).

3.3.3. Testes de difusdo em agar

Os testes de difusdo em agar foram adaptados da norma ISO 20645:2004, iniciaram-se
com a inoculacdo da bactéria em analise como explicado no ponto 3.3.1. Apo6s o periodo de
incubacao mediu-se a densidade otica do indculo para determinacdo da concentracao celular
(UFC), com o auxilio da reta de calibracdo previamente definida. A concentracao do inoculo foi
ajustada para 1x10°/mL (ISO 20645, 2004).

Numa placa de Petri estéril, verteu-se cerca de 10 mL de TSA enquanto este ainda estava
liguido, foram colocadas as amostras téxteis. De modo a impedir 0 seu enrolamento e assegurar
a melhor aderéncia e para dificultar o enrolamento das mesmas, as amostras foram pulverizadas
com o desinfetante antecipadamente consoante o tempo de aplicacdo a analisar. Num falcon
estéril verteu-se 9 mL de TSA (arrefecido a cerca de 40 °C) e acrescentou-se 1 mL de inéculo com
a concentracao celular (UFC) de 1x10°/mL, ficando com a concentracao final (UFC) de 1x10s/mL.
Em seguida a mistura foi vertida sobre a placa que ja continha as amostras. Apds a solidificacéo

do meio, a placa foi invertida e colocada a incubar a (37 + 2) °C durante 24 h (ISO 20645, 2004).

3.3.4. Teste de disco - difusdo em agar

No teste do disco, de difusédo em agar, foram testados todos os co-formulantes liquidos
presentes na formulacao, com o objetivo de certificar a atividade antibacteriana das substancias

ativas, peroxido de hidrogénio e etanol, e que estas se encontram ativas.
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Com essa finalidade, numa placa de Petri estéril, verteu-se cerca de 10 mL de TSA e
deixou-se solidificar. Posteriormente, foram colocados 100 pL de inéculo com a concentracao
celular (UFC) de 1x10s/mL e espalhados com o auxilio de um cotonete humedecido no inéculo.
Foram colocados os quatro discos de difusdo brancos, humedecidos com 25 L de cada um dos
componentes liquidos da formulacdo, sendo estes, peroxido de hidrogénio, etanol, um
componente que desempenha um papel de ligante e um outro com papel de emulsionante. No
final, a placa foi invertida e colocada a incubar a (37 + 2) °C durante 24 h (ISO 20645, 2004).

Este teste foi ainda utilizado na formulacdo, apos esta ser submetida aos ensaios de
estabilidade acelerada para garantir a efetividade antibacteriana dos principios ativos, inclusive

apos os 14 dias sob temperaturas elevadas (ISO 20645, 2004).

3.3.5. Avaliacdo da atividade antibacteriana em materiais porosos

Os materiais porosos utilizados para avaliar a atividade antibacteriana do desinfetante,

foram amostras téxteis. Para a realizacdo destes ensaios foi seguida a norma ISO 20743:2007.

335.1L Amostras téxteis

Foram testados dois tipos de amostras téxteis, apresentados na Figura 9. A amostra 1 é
um jersey simples que apresenta de gramagem 137 g/m? enquanto a amostra 2 € uma felpa
americana, com o valor de gramagem de 306 g/mz. Este valor é importante para definir se existem
perdas de espessura ao longo dos tratamentos ou para definir rendimentos aquando do
corte/confecdo. Além disso a diferenca de gramagem entre as duas amostras indica claramente

gue a amostra 2 é mais densa do que a amostra 1.
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Figura 9 - Amostras téxteis utilizadas nos ensaios de atividade antibacteriana; 1.a.-amostra 1 face a testar; 1.b.-

amostra 1 face inversa; 2.a.-amostra 2 face a testar; 2.b.-amostra 2 face inversa.

As amostras em estudo foram cortadas de modo a terem uma massa de (0,40 + 0,05) g.
Todas as amostras foram esterilizadas em autoclave a 121 °C durante 15 min e as amostras de
controlo foram imediatamente colocadas em contentores de diagnostico estéreis, enquanto as
restantes foram pulverizadas com o desinfetante em estudo, consoante o tempo de aplicacdo a

analisar e colocadas também em contentores de diagndstico estéreis (ISO 20743, 2007).

3.35.2. Método de Contagem em Placa

0 indculo foi incubado como explicado no ponto 3.3.1. Apds o periodo de incubacéo,
procedeu-se a leitura da densidade dtica do indculo, com a finalidade de determinar a sua
concentracao celular.

A concentracao bacteriana (UFC) foi ajustada para estar dentro do intervalo exigido pela
norma, 1x10:/mL a 3x10s/mL. Para a obtencdo de uma concentracdo celular final (UFC) de
2,5x10° /mL, recorreu-se a reta de calibracdo da cultura em estudo. Para ilustracdo do
procedimento, tomado como exemplo a reta de calibracdo da S. aureus ATCC 6538, mostrada
pela seguinte equacao b.

_ D0y, —0,0313

DOm =6x10"10 Ci +0,0313 & Ci = Texio-10 (= Ci = X/mL (5)
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2,5x107/mLx10 mL

CiVi = Cfo (=4 Vi = x/mL (= Vi = xmL (6)
5
CVi=CV; & V, = 2’5X21;’X/1 ‘;‘}/anf Ml o V; = 0,100 mL )

DO. é a média das trés leituras de densidade 6tica a 620 nm, C, € a concentracao inicial, Ci é a
concentracao final, Vi é o volume inicial e Vi & o volume final (ISO 20743, 2007).

Apds a obtencéo da concentracao celular (UFC) de 2,5x10:/mL, foram adicionados 200
WL de indculo a cada amostra téxtil previamente colocados em contentores de diagnéstico de 120
mL estéreis. Posteriormente foram incubados a (37 + 2) °C durante 24 h. Apds o periodo de
incubacao, adicionaram-se 20 mL de solucao de TSB com polisorbato 80 (Anexo A.4) e em seguida
procedeu-se a agitacao dos frascos durante 20 s. Retirou-se 1 mL da suspensao presente no
contentor de diagndstico para um tubo estéril (ISO 20743, 2007).

No caso das amostras de controlo de 24 h, devido ao elevado crescimento celular foi
necessario proceder a realizacdo de diluicdes em placas de 96 pocos, onde se colocaram 180 L
de PBS 1xX. Para a primeira diluicao retiraram-se 20 uL da solucédo do tubo e adicionaram-se aos
180 L de PBS 1x. Para as seguintes diluicoes retiram-se 20 uL do poco anterior e adicionaram-
se aos 180 L de PBS 1X%, e assim sucessivamente até a diluicao pretendida, como ilustrado na

Figura 10 (ISO 20743, 2007).

20 pLde solugéo ¥ 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

20 plLdo pogo anterior

'L'i.‘ J J J\ J \ J \ {

180 pL de PBS cOLOOOOOOOOO)O)(

Figura 10 - Esquema de diluicdo em placa de 96 pocos.

Quando terminadas as diluicdes, plaquearam-se 5 gotas de 10 plL, da mesma diluicao
para maior concordancia dos resultados, em TSA. Apds a secagem, inverteram-se as placas de

Petri e levaram-se a incubar a (37 + 2) °C durante 24 h (ISO 20743, 2007).
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Para o teste ser considerado valido é necessario que as condicdes enumeradas em
seguida sejam satisfeitas. A primeira condicao indica que o indculo do teste deve apresentar uma
concentracao celular (UFC) entre 1x105/mL a 3x105/mL. A segunda condicdo obriga a que a
diferenca dos extremos entre os trés tecidos de controlo imediatamente apds a inoculacéo e apos
a incubacao, apresente um Ig < 1. Por ultimo, a terceira condicao refere-se ao fator de crescimento,
calculado através da equacao 8, obrigando a que este seja superior a 1.

F=I1gC,—1gC, (8)

F representa o fator de crescimento nos téxteis de controlo, Ig C: é a média do logaritmo de base

10 do numero de bactérias, em UFC/mL, obtida a partir das trés amostras de téxtil de controlo

apoés uma incubacdo de 18 h a 24 h e Ig Co é a média do logaritmo de base 10 do numero de

bactérias, em UFC/mL, obtida a partir das trés amostras de téxtil de controlo imediatamente apos
a inoculacao (ISO 20743, 2007).

Quando o teste é considerado eficaz, pode-se obter o valor da atividade antibacteriana de

acordo com a equacao 9.
— 1ot 1Tt g _
A=lg e lgTO =F-G 9)

A é o valor da atividade antibacteriana, F € o fator de crescimento nos téxteis de controlo, G é o
fator de crescimento nos téxteis com aplicacdo de antibacteriano, Ig T: € a média do logaritmo de
base 10 do numero de bactérias, em UFC/mL, obtida a partir das trés amostras de téxtil com
aplicacao de antibacteriano apds uma incubacéo de 18 ha 24 h e Ig To € a média do logaritmo de
base 10 do numero de bactérias, em UFC/mL, obtida a partir das trés amostras de téxtil com
aplicacao de antibacteriano imediatamente apos a inoculacdo. No caso de nao se contabilizar

nenhuma colénia, sera considerado o logaritmo para uma colonia (ISO 20743, 2007).

3.3.6. Avaliacdo da atividade antibacteriana nas amostras ndo porosas

Os materiais ndo porosos utilizados para avaliar a atividade antibacteriana do desinfetante,
foram amostras de aluminio. Para a realizacdo destes ensaios foi seguida a norma ISO
22196:2011.

Apds o periodo de incubacao do inoculo como explicado no ponto 3.3.1, foi estimado o
numero de bactérias recorrendo ao espetrofotometro, para leitura da densidade dtica. Foram
realizadas trés leituras de densidade otica e apds o calculo do valor médio, este € utilizado para o

calculo da concentracao inicial do indculo, com recurso a reta de calibracao, como explicado para
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a norma ISO 20743:2007. Foi obtida inicialmente uma concentracdo celular (UFC) de 6x107/mL
e posteriormente uma concentracéao final (UFC) de 6x10s/mL (ISO 22196, 2011).

As amostras metalicas de tamanho 50 mm x 50 mm foram previamente esterilizadas em
ambas as faces com radiacao ultravioleta. Foram pulverizadas com o desinfetante, para o tempo
de aplicacdo em estudo, e colocadas em placas de Petri estéreis, com a superficie a analisar
voltada para cima (ISO 22196, 2011).

Em seguida, pipetaram-se 400 uL do in6culo na superficie da amostra, o inoculo foi
coberto com um filme de polipropileno (PP) de tamanho 40 mm x 40 mm e pressionado para
garantir que o inéculo cobria toda esta area. Colocou-se a tampa da placa de Petri e incubaram-
se as amostras a uma temperatura de (37 + 2) °C durante 24 h (ISO 22196, 2011).

Apds a incubacao, adicionou-se 10 mL de TSB na placa de Petri e colocou-se num agitador
com uma frequéncia de rotacdo de 100 mint para homogeneizar. Com um raspador celular,
raspou-se a superficie da amostra, para remover possiveis filmes celulares formados durante o
tempo de incubacao e retirou-se 1 mL de suspensao da placa de Petri para um tubo estéril. Quando
necessario foram realizadas diluicdes como demonstrado anteriormente na Figura 10 (ISO 22196,
2011).

Analogamente ao ponto 3.3.5.2., plaquearam-se 5 gotas de 10 yL em TSA e depois de
secas as placas de Petri foram invertidas e incubadas a (37 + 2) °C durante 24 h (ISO 22196,
2011).

O numero de células viaveis (N) foi calculado com base na equacéo 10, onde C é a média
do numero de células contadas, D é o fator de diluicdo usado nas placas contadas, V o volume,

em mL, de TSB adicionado as placas de Petri e A a area, em mmz, da superficie recoberta.

N = (100 XiXD xV) (10)

Para o ensaio ser considerado valido este tem de satisfazer as trés condicdes seguintes.

A primeira condicao pretende que o valor logaritmico do nimero de bactérias viaveis recuperadas
apos a inoculacdo das amostras de teste nao tratadas satisfaca o seguinte requisito

(108max — 108min)/108med < 0,2 (11)

, onde lg. € 0 logaritmo de base 10 do numero maximo de bactérias viaveis contadas, Ig- & o

logaritmo de base 10 do nimero minimo de bactérias viaveis contadas e o Igws & o logaritmo de

base 10 do numero médio de bactérias vidveis contadas. A segunda condicao estabelece que o

numero médio de bactérias vidveis contadas (UFC) imediatamente apos a inoculacdo das amostras

de teste nao tratadas deve estar entre 6,2x10:/cmz e 2,5x104/cmz. Por fim, a ultima condicao
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refere que o numero de bactérias viaveis (UFC) recuperadas de cada amostra de teste nao tratada
apos incubacao por 24 h nao deve ser inferior a 6,2x10' /cmz2(ISO 22196, 2011).

O valor de atividade antibacteriana (R) é calculado pela equacao 12, em que Uo &€ a média
do logaritmo do numero de bactérias viaveis, em UFC/cm?, contadas das amostras nao tratadas
imediatamente apos a inoculacao, apos O h, U: ¢ a média do logaritmo do numero de bactérias
viaveis, em UFC/cm?, contadas das amostras ndo tratadas apds incubacao de 24 h e A média do
logaritmo do numero de bactérias viaveis, em UFC/cmz, contadas das amostras tratadas apos 24
h (ISO 22196, 2011).

R=(U=Uo) — (A = Up) (12)

No caso de n&o se contabilizar nenhuma coldnia, sera considerado o logaritmo para uma

colonia (ISO 22196, 2011).

3.3.7. Avaliacdo da atividade antimicrobiana em superficies do guotidiano

Para a analise do desempenho do desinfetante em estudo em superficies do quotidiano
foi aplicado o mesmo sobre estantes e secretarias utilizadas diariamente. O protocolo para estes
ensaios foi adaptado da norma ISO 18593:2004.

Inicialmente foram definidas cinco zonas, referentes a um controlo e a tempos de
aplicacdo de 2 h, 24 h, 48 h e 7 dias, como demonstrado na Figura 11. Estas zonas tinham uma

area util de 100 cme, delimitadas por uma zona coberta com fita-cola (ISO 18593, 2004).
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Figura 11 - Esquema da prateleira utilizada para os ensaios de atividade antimicrobiana em superficies.

Na zona referente ao controlo néo foi aplicado desinfetante, enquanto nas outras zonas
foi aplicado consoante os tempos de aplicacao em estudo.

Para a recolha da amostra, foi humidificada uma zaragatoa, num tubo onde foi colocado
previamente cerca de 2 mL de PBS 1X, passando a zaragatoa pela superficie em paralelo e
posteriormente em perpendicular, rodando sempre sobre ela prépria (ISO 18593, 2004).

Por fim, a zaragatoa foi passada sobre uma placa de Petri contendo TSA, invertida e levada

a incubar a (37 + 2) °C durante 24 h, para o aparecimento de bactérias. Apds essas 24 h, as
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placas foram colocadas a temperatura ambiente durante 7 dias para analisar o surgimento de

fungos e leveduras (ISO 18593, 2004).
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CAPITULO 4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Formulagado

4.1.1. Quantificacdo do Peroxido de Hidrogénio na formulacédo

Como o peroxido de hidrogénio & uma das substancias ativas da formulacdo em estudo,
¢ de elevada importancia quantifica-lo, para garantir que as quantidades presentes no desinfetante
sao as desejadas. Os ensaios de quantificacao do peroxido de hidrogénio foram realizados com
recurso a titulacao do meio liquido por iodometria, seguindo a norma 1S:7045-1973, descrita no
ponto 3.1.1.

O valor tedrico de peroxido de hidrogénio na formulacao é de 1,49 % (m/m) tendo-se
obtido experimentalmente na formulacao um valor de (1,04 + 0,07) % (m/m).

As diferencas entre o valor teorico e o valor experimental podem ser explicados por uma
possivel degradacdo de perdxido de hidrogénio em agua e oxigénio. O método utilizado ¢ muito
sensivel, uma vez que depende da decisdo do investigador de quando é o ponto final do ensaio,
por ser um meétodo colorimétrico. Adicionalmente, quando se utiliza uma solucao de iodeto, em
meio acido, como ¢ o caso da formulacdo em estudo, é necessario a realizacdo imediata da
titulacao, para evitar a oxidacdo com o oxigénio atmosférico, como demonstrado na Equacédo 13.
A taxa de reacado aumenta para pH mais baixo, como a formulacdo em estudo que apresenta um
pH de 4,01 a 26 °C, o que influencia a oxidacdo da solucéo de iodeto. Em condicdes neutras, a
reacao de ides iodeto e oxigénio é desprezivel e em meio alcalino é completamente impraticavel
(Seely, 2020) (Ciesielski & Zakrzewski, 2006).

41" +4H™ + 0, & 21, + 2H,0 (13)
A concentracao da solucao de iodeto de potassio usada ¢ inferior a 4 % (m/v), 0o que podera

potenciar perdas por volatilizacdo, a temperatura ambiente (Seely, 2020) (Andrade, 2018).

4.1.2. Analise dos componentes da formulacdo

O teste do disco, de difusdo em agar, foi utilizado para testar os co-formulantes e as
substancias ativas do produto, com a finalidade de certificar que as substancias ativas sdo as
Unicas que desempenham um papel antimicrobiano e que o mesmo esta a ser desempenhado

como pretendido.
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Nesse sentido, os formulantes liquidos foram testados para as trés bactérias que se foram
utilizadas ao longo dos ensaios, S. aureus, K. pneumoniae e E. coli, da esquerda para a direita na

Figura 12.

S. aureus K pneumoniae

Figura 12 - Teste do disco, de difusdo em agar, para os componentes liquidos da formulacao.

A Figura 12 apresenta, no quadrante superior esquerdo, o peroxido de hidrogénio, que
sendo uma das substancias ativas apresentou halo a volta do disco de difusado, assim como no
canto inferior direito, o etanol, apresenta um halo com dimensdes francamente inferiores. O
emulsionante, canto superior direito e o ligante, canto inferior esquerdo ndo apresentam halo em
nenhum das bactérias em estudo.

0 halo formado a volta do disco com perdxido de hidrogénio é menor para a £. coliquando
comparado com o halo apresentado pela S. aureus e pela K. pneumoniae, verificando assim que
a £. colié mais resistente a substancia ativa em estudo. O mesmo se verifica para o caso do etanol
que apresenta um halo mais definido para a A. pneumoniae quando comparado com as restantes

bactérias.

4.2. Ensaio de estabilidade acelerada

0 ensaio de estabilidade acelerada tem por objetivo principal simular o envelhecimento
normal de uma formulacao por aguecimento, para um tempo de armazenamento em prateleira
de 2 anos.

O desinfetante foi colocado numa estufa, submetido a uma temperatura de (54 + 2) °C,
durante 14 dias, foram analisados fatores como a densidade e o pH e realizados ensaios de
quantificacao do peroxido de hidrogénio, de modo a saber se ocorrem perdas significativas de

substancia ativa e quais sdo os fatores a melhorar, para obter um melhor desempenho. Os
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parametros em analise foram estudados antes da colocacédo da formulacdo na estufa, ao 7° dia
de ensaio e por fim, no 14° dia, que corresponde ao final da experiéncia. Os resultados obtidos

encontram-se na Tabela 1.

Tabela 1 - Fatores analisados no ensaio de estabilidade acelerada em funcéo do tempo de ensaio

1,04 + 0,07 0,93 +0,00 4,01a26°C
0,84 +0,05 0,93 + 0,00 3,25a30,3°C
0,80 + 0,03 0,93 +0,00 3,10a23,9°C

Apods 0 armazenamento a (54 + 2) °C por catorze dias, o teor médio da substancia ativa
nao deve ser inferior a 80 % em relacao ao teor médio determinado antes do armazenamento da
formulacao. (Dobrat & Martijn, 1994). A percentagem de perdxido de hidrogénio desejavel no final
do ensaio de estabilidade acelerada seria de 0,83 % (m/m). Como demonstrado na Tabela 1. a
percentagem de peréxido hidrogénio ao fim dos 14 dias de ensaio é de (0,80 + 0,03) % (m/m), o
valor desejavel encontra-se dentro do intervalo calculado pelo valor experimental. E possivel
concluir que as perdas de peroxido de hidrogénio ndo colocam em causa a estabilidade do
desinfetante, ao fim dos 14 dias de ensaio, que simulam o tempo de prateleira de dois anos de

armazenamento.

A densidade de uma formulacao define-se como o quociente entre a massa da formulacao
e 0 respetivo volume. Segundo a formula da densidade, esta é inversamente proporcional ao
volume, sendo o volume uma grandeza que varia com a temperatura e a pressao. No caso de se
aumentar a temperatura, as moléculas da formulacao vao se expandir, aumentando o seu volume
e consequentemente diminuindo a densidade, ou seja, a densidade é inversamente proporcional
a temperatura. A formulacéo foi submetida a uma temperatura de (54 + 2) °C e as leituras foram
realizadas todas a mesma temperatura, 26 °C. O parametro da densidade nao sofreu qualquer

tipo de alteracao ao longo do ensaio de estabilidade acelerada, como demonstrado na Tabela 1.

O pH é uma escala numérica adimensional, € uma medida quantitativa da acidez ou
basicidade de solucdes aquosas, que varia entre 0 e 14. A rigor, o pH traduz os valores da

concentracdo do ido de hidrogénio presente na solucao a analisar. A temperatura altera o equilibrio
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de dissociacéo da agua, facilitando a dissociacdo das ligacdes de oxigénio e hidrogénio. O aumento
da temperatura aumenta a atividade dos ides de hidrogénio, tornando a solucao mais acida. As
leituras de pH apresentadas na Tabela 1., embora realizadas a temperaturas diferentes devido a
problemas com a sonda de medicéo de pH, denotam essa tendéncia para uma reducédo do pH. O
valor inicial de pH, a 26 °C era 4,01 e no final, a 23,9 °C diminui para 3,10. A estabilidade do
perdxido de hidrogénio é maxima para pH entre 4,5 e 3,5, para um temperatura de 20 °C tendo
em conta esta informacao, o pH da formulacao ndo esta desajustado com aquele que seria o ideal

(ECHA, 2015).

Com o proposito de analisar a atividade antibacteriana ao fim dos 14 dias de ensaio, foi
realizado o teste do disco, de difusdo em agar, como descrito no ponto 3.3.4., para S. aureus, K.

pneumoniae e E. coli, apresentado na Figura 13.

S aureus K pneumoniae

Figura 13 - Teste do disco, de difusdo em agar, para as trés bactérias em estudo.

Na Figura 13 é possivel visualizar a presenca de halos em torno dos discos, garantindo
assim, que o desinfetante continua a garantir atividade antibacteriana apds os 14 dias de ensaio,
sendo um resultado expectavel uma vez que nao ocorreu uma perda de substancia ativa fora dos
limites aceitaveis.

Estes resultados estdo de acordo com os resultados apresentados no ponto 4.1.2., sendo
que a A. pneumoniae € a bactéria mais suscetivel ao produto em estudo.

De acordo com os parametros analisados, a formulacdo nao sofreu alteracdes
preocupantes tendo em vista a sua atividade antibacteriana, no entanto é de elevada importancia
garantir a estabilidade do produto em causa. Uma solucao para uma melhoria deste aspeto

passaria pela possivel adicdo de estabilizantes na formulacdo. Um estabilizador é qualquer
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substancia usada para preservar as propriedades fisicas e quimicas de um material e prevenir a
degradacao (Brenntag, 2021). Os estabilizadores auxiliam na extensao da vida util dos materiais
e na prevencao de falhas prematuras (Brenntag, 2021). No caso desta formulacédo, onde a
substancia ativa € o perodxido de hidrogénio podem ser adicionados estabilizadores como o acido
fosférico e o acido latico, com capacidades de ajustar o pH, o fosfato de sddio, com capacidade
de regulacdo de acidez e de quelante de certos minerais e nitrato de sédio, sulfato de sédio ou
combinacbes dos mesmos, uma vez que reduzem drasticamente a decomposicao do mesmo
(ECHA, 2003). No entanto, alguns dos compostos sugeridos como estabilizadores de peréxido de

hidrogénio apresentam problemas, como toxicidade, impacto ambiental e baixo desempenho.

4.3. Quantificacdo de peréxido de hidrogénio nas amostras téxteis

As amostras téxteis sdo as amostras representativas de superficies porosas, que foram
utilizadas nos ensaios de atividade antibacteriana e por isso foram pulverizadas com o produto em
estudo. Neste sentido, é de elevada importancia quantificar o peroxido de hidrogénio presente nas
amostras, mas também as taxas de perda que podem ocorrer ao longo dos tempos de aplicacao
do ensaio.

Para a quantificacdo do peroxido de hidrogénio nas amostras téxteis foi empregue a norma
IS:7045-1973, como descrita no ponto 3.1.2. e foram testadas as duas amostras que foram
utilizadas ao longo de todos 0s ensaios de atividade antibacteriana. No entanto, a amostra 2 devido
ao facto de apresentar coloracdo verde ndo permite que se visualize se existe perdxido de
hidrogénio retido na amostra por isso optou-se por analisar apenas a amostra 1, de facil
visualizacdo, o que leva a menos erros.

Neste ensaio pretendeu-se relacionar o tempo de aplicacdo de desinfetante com a
percentagem de peroxido de hidrogénio presente nas amostras téxteis, a informacdo encontra-se

representada na Figura 14.
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Figura 14 - Quantificacao de perdxido de hidrogénio, por iodometria, em funcao do tempo de aplicacao de

desinfetante.

A quantificacdo de peroxido de hidrogénio foi calculada teoricamente para aferir se o valor
teorico é proximo do valor experimental. Para a obtencdo do valor teérico foi utilizada a massa da
amostra que era de (0,40 +0,05) g, assim como a massa de produto aplicada para essa mesma
massa, em g, sabendo que 1 pump de desinfetante tem normalmente de 0,11 g e foram aplicados
2 pumps. Tendo em conta a percentagem de peroxido de hidrogénio utilizada na formulacao e a
concentracdo a que o mesmo se encontra obtém-se um valor de (0,85 + 0,08) % (m/m). A
quantificacao de perdxido de hidrogénio experimental é de (0,85 + 0,06) % (m/m). O valor teorico
coincide com o valor experimental, este € um 6timo indicador que a quantidade de peroxido de
hidrogénio que a amostra apresenta € 0 mesmo que se pretende.

Comparando os dois intervalos de tempo entre as 2 h e as 24 h com as 24 h e as 48 h,
¢ possivel visualizar através da Figura 14 que a diminuicdo de substancia ativa ¢ muito semelhante,
sendo de 4,7 % e 4,5 %, para o primeiro e segundo intervalo de tempo, respetivamente. Como os
intervalos de tempo sao idénticos, esperava-se também que a percentagem de reducao de
perdxido de hidrogénio também fosse préxima, assim como obtido.

Para o maior intervalo de tempo, das 48 h aos 7 dias, como seria de esperar, observa-se
a maior decrescéncia no teor de perdxido de hidrogénio, correspondendo a perdas de 66,7 % de

substancia ativa.
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4.4, Avaliacdo da atividade antibacteriana em superficies porosas

4.4.1. Determinacdo do tipo de tratamento a aplicar nas amostras porosas

Antes de iniciar os ensaios com os tempos de aplicacao do desinfetante em estudo, foi
realizado um ensaio em que a variavel a ter em conta era o tipo de tratamento de esterilizacéo a
aplicar nas amostras porosas, no caso desta dissertacdo em amostras téxteis.

Para isso foram consideradas trés variaveis, a saber: esterilizacao por radiacao ultravioleta,
com exposicao das amostras em ambas as faces a 30 min de radiacao ultravioleta, numa camara
de fluxo laminar, a segunda variavel foi a esterilizacdo com recurso a autoclave, em que as
amostras eram embrulhadas em papel de aluminio e levadas a esterilizar durante 20 min, a 120
°C e, por fim, a ndo aplicacao de qualquer tipo de tratamento nas amostras téxteis.

Foi entdo aplicado o procedimento descrito na norma ISO 20743:2007 em amostras
inoculadas com S. gureus, para um tempo de aplicacao de desinfetante de 2 h.

Apos a incubacao das placas de Petri para contabilizacao das células, visualizou-se que
para as placas da terceira variavel de tratamento, em que ndo existia tratamento, estas
apresentavam desenvolvimento fungico. Sabendo que a contaminacao fungica pode alterar o
crescimento e desenvolvimento das bactérias nas amostras, esta alternativa foi descartada.

No que se refere as amostras de controlo imediatamente apés inoculacdo e com
antibacteriano imediatamente ap6s a inoculacdo, nao existe grande diferenca entre o numero de
células viaveis nos dois tipos de esterilizacdo (Figura 15). Por sua vez, as amostras de controlo
apos incubacao demonstram que o menor crescimento bacteriano ocorre para as amostras
tratadas com radiacao ultravioleta.

Quanto ao desempenho do desinfetante, analisado pelo Ig do numero de células viaveis
das amostras apos incubacdo, este demonstra elevada eficacia. As amostras em causa néo
apresentam qualquer tipo de crescimento bacteriano para ambos os processos de esterilizacao,
ou seja, o desinfetante em estudo inibiu completamente o crescimento de S. aureus na superficie

das amostras, como demonstrado na Figura 15.
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Figura 15 - Lg do numero de células viaveis em funcao da variavel de tratamento a aplicar nas amostras téxteis,

para S. aureus com um tempo de aplicacdo de desinfetante de 2 h.

A radiacdo ultravioleta apresenta maior diferenca entre os valores apresentados, como
demonstrado pelas barras de erro presentes na Figura 15, o que nao se verifica no tratamento
com autoclave em que as barras de erro sao as menores dos trés métodos utilizados. Para além
disso o tratamento com recurso a autoclave é o aconselhado pela norma I1SO 20743:2007, por

isso foi 0 procedimento adotado para os ensaios com os tempos de aplicacdo a estudar.

4.4.2. Determinacdo qualitativa da atividade antibacteriana das amostras porosas

De modo a obter um indicador de como se comportaria o desinfetante em estudo quando
aplicado nas amostras téxteis posteriormente postas em contacto com bactérias gram positivas e
gram negativas, recorreu-se a realizacao do teste de difusdo em agar, como explicado no ponto
3.3.3., utilizando como bactérias indicadoras S. aureus e K. pneumoniae. A Figura 16 apresenta
0s resultados apds a realizacao do teste.

No caso da amostra 1, é possivel visualizar, na Figura 16 o desenvolvimento do halo em
torno da amostra de tecido quando o tempo de aplicacao de desinfetante corresponde a 2 h,
adicionalmente, verifica-se que o halo referente a A. pneumoniae é de maior dimenséo que o halo
associado a S. aureus, o que esta de acordo com os resultados anteriormente reportados nos

pontos 4.1.2. e 4.2.
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Figura 16 - Teste de difusdo em agar, para a amostra 1 com o desinfetante em estudo, para tempos de aplicacéo de

2 he24h, para S. aureus, do lado esquerdo, e A. pneumoniae, do lado direito.

Quanto as amostras referentes ao tempo de aplicacdo de desinfetante de 24 h nao ocorre
aparecimento de halo para nenhuma das bactérias. Uma possivel explicacdo para esse facto é
que a amostra 1 é caracterizada por um valor de gramagem de 137 g/mz uma vez que apresenta
menor gramagem, quando os tempos de aplicacdo sdo mais longos tem maior dificuldade em
desenvolver halo em torno da amostra, uma vez que sendo mais fina, apresenta maior dificuldade
em reter a formulacao na sua estrutura.

Este ensaio é qualitativo, funcionando apenas como indicador de atividade antibacteriana,
0 ndo aparecimento de halo nas amostras referentes a um tempo de aplicacdo de 24 h, nao
implica que as amostras em causa nao possam apresentar atividade antibacteriana nos ensaios
guantitativos.

Na Figura 17 podem observar-se os resultados obtidos para a amostra 2, no teste do halo.

Figura 17 - Teste de difusdo em agar, para a amostra 2 com o desinfetante em estudo, para tempos de aplicacao de

2 he24h, para S. aureus, do lado esquerdo, e A. pneumoniae, do lado direito.
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A amostra 2 (Figura 17) mostra um halo apds 2 h e 24 h de aplicacao, o que pode ser
explicado pelo seu valor de gramagem de 306 g/mz, sendo uma amostra mais densa, com maior
facilidade de retencao de desinfetante entre as suas fibras. No entanto como se pode ver na Figura
17, o halo formado a volta da amostra referente ao tempo de aplicacao de 2h é superior ao halo
com tempo de aplicacao de 24 h, e isto deve-se ao facto de ocorrer perda de substancia ativa

(peroxido de hidrogénio) ao longo dos tempos de aplicacdo (Figura 14).

4.4.3. Determinacdo quantitativa da atividade antibacteriana das amostras porosas

Ap6s os resultados positivos sobre a atividade antibacteriana nas amostras em estudo no
ensaio de difusdo em agar, demonstrado no ponto anterior, foram realizados ensaios, adaptados
da norma ISO 20743:2007, como explicado no ponto 3.3.5, para os tempos de aplicacdo a
analisar.

Nos ensaios realizados foram testadas as duas amostras, para as trés bactérias em
estudo, S. aureus, representativa de bactérias gram positiva e como bactérias gram negativas a
K. pneumoniae e a E. coll.

Apos a realizacdo do ensaio, quando as placas referentes as amostras com tratamento
foram retiradas da incubadora, visualizou-se que estas nao apresentavam crescimento de colonias
ou apenas apresentavam crescimento de uma colénia, sendo muito insignificante quando
comparado com as placas das amostras de controlo, que apresentam um crescimento de colénias
francamente superior.

Apos a contagem das UFC e com recurso a equacao 9, apresentada no ponto 3.3.5.2 foi
possivel determinar os valores de atividade antibacteriana para cada tempo de aplicacéo, de cada
uma das amostras, apresentados na Tabela 2.

A primeira conclusao apds analise da Tabela 2 é que o desinfetante apresenta atividade
antibacteriana durante 7 dias quer para a bactéria gram positiva, S. aureus, quer para as bactérias
gram negativas, A. pneumoniae e E. coli uma vez que todos os valores sdo superiores a 2.
Considerando a norma JIS Z 2801: Teste de atividade antimicrobiana em plasticos, esta define
que existe atividade antibacteriana para valores superiores a 2.

Como nao existiu qualquer crescimento bacteriano nas amostras pulverizadas com
desinfetante, as diferencas entre os valores de atividade antibacteriana devem-se ao crescimento

nas amostras de controlo, que nao foi igual para todas as bactérias, a A. pneumoniae, apresentou
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menor crescimento e consequentemente os valores referentes a atividade antibacteriana séo

inferiores como apresentado na Tabela 2.

Tabela 2 - Valores de atividade antibacteriana para cada tempo de aplicacdo em estudo, para as amostras téxteis

inoculadas com S. aureus, K. pneumoniae e E. coli

S. aureus E. coli

K. pneumoniae

Amostral Amostra?2 Amostral Amostra2  Amostra 1 Amostra 2

- 5,68 477 4,54 2,66 5,31 5,28
- 5,65 4,83 4,27 2,72 5,30 5,26
- 5,64 4,81 4,35 2,68 5,25 5,29
- 5,71 4,89 4,20 2,65 5,35 5,26

Particularmente, a amostra 1 apresenta maior atividade antibacteriana quando
comparada com a amostra 2, para 0s ensaios com S. aureus, e a K. pneumoniae, embora a
amostra 1 tenha menor capacidade de fixacdo do desinfetante do que na amostra 2. Este facto
provavelmente é justificado pela hidrofobicidade das amostras téxteis, a amostra 1 é mais
hidrofilica quando comparada com a amostra 2, e sendo mais hidrofilica tem uma maior
capacidade de fixar o inoculo e respetivo crescimento do mesmo, podendo até originar biofilmes
microbianos (Hemmatian et al, 2021). Os biofilmes microbianos consistem em comunidades de
microrganismos aderidos a uma superficie viva ou inerte (Barbosa et al, 2013). As bactérias
incorporam-se numa matriz protetora altamente hidratada de substancias poliméricas
extracelulares excretadas pelas mesmas, que facilita a sobreviveéncia em ambientes hostis
(Stoodley et al, 2013). O processo de formacao do biofilme consiste em muitas etapas, comecando
pela adesdo a uma superficie que leva a formacdo de uma micro-colénia, dando origem a
estruturas tridimensionais e terminando, apos o amadurecimento, com o desprendimento (Jamal
et al, 2018).

Por outro lado, como a amostra 2 € mais hidrofobica, o indculo colocado sobre a amostra
tem maior dificuldade em penetrar nos seus poros, portanto os microrganismos tém maior
dificuldade em crescer. Isto ndo é verificado nos ensaios com £. co/iuma vez que esta possui a
mesma capacidade de crescimento quer na amostra 1 quer na amostra 2. Tanto £. co/icomo a

K. pneumoniae apresentam uma parede celular composta por polissacarideos e estes facilitam a
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adesao a substratos téxteis mais hidrofobicos. Por isso, as duas bactérias deviam apresentar a
mesma capacidade de crescimento em ambas as amostras (Hemmatian et al, 2021). No entanto,
0 mesmo nao se verifica, a diferenca de comportamento de adesao ao indculo pode ser justificada
pelo arranjo das paredes celulares das bactérias, que diferem entre si. No caso da A. preumoniae,
esta apresenta uma parede celular composta de lipopolissacarideo, lipido A, um oligossacarideo
central e uma cadeia lateral de polissacarideo especifico antigeno O. Em contraste com outras
estruturas de Enterobacteriaceae, os oligossacarideos da A. pneumoniae O:1 e 0:8 ndo possuem
residuos de fosfato (Clegg & Sebghati, 2002). Por sua vez, a £. coli apresenta na sua parede
celular lipopolissacarideos antigenos O e antigenos flagelados H especificos da espécie (McAuley
& Fegan, 2020). Outra diferenca entre os nucleos de A. pneumoniae e E. colireside na presenca
de acido uronico na regiao do nucleo externo do primeiro e na presenca de uma regiao contendo
hexose do ultimo (Clegg & Sebghati, 2002).

De um modo geral, o desinfetante em estudo, tem a mesma capacidade de inibir o
crescimento de bactérias gram positivas e bactérias gram negativas, em superficies porosas, uma
vez que demonstrou, na maior parte dos ensaios, valores largamente superiores a 2 para atividade

antibacteriana.

4.4.4. Determinacdo da atividade antibacteriana das amostras ndo porosas

Com a finalidade de estudar as propriedades antibacterianas em superficie nao porosas,
adaptou-se para protocolo a norma ISO 22196:2011, como explicado no ponto 3.3.6.

Para o estudo de superficies nao porosas, foram utilizadas amostras de aluminio onde se
aplicou o desinfetante com os mesmos tempos de aplicacao estudados nos ensaios das superficies
porosas.

Apds a realizacao dos ensaios e com os resultados obtidos, foi possivel calcular os valores
de atividade antibacteriana, para as trés bactérias em estudo. Na Tabela 3 estdo apresentados os
resultados de atividade antibacteriana para a S. aureus, K. pneumoniae e E. coli, em funcdo do
tempo de aplicacdo de desinfetante.

Numa primeira analise a Tabela 3 ¢é possivel verificar que a S. aureus apresenta os valores
de atividade antibacterianas superiores a 2 até um tempo de aplicacdo de 48 h, isto &, as amostras
de aluminio inibem o crescimento da S. aureus até as 48 h. Centrando nas bactérias gram
negativas, a A. pneumoniae apresenta atividade antibacteriana até os 7 dias de aplicacdo, uma

vez que todos os valores sao claramente superiores a 2, enquanto a £. co/indo apresenta atividade
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antibacteriana, para nenhum dos tempos de aplicacdo. Verifica-se que a £. coli é resistente ao
desinfetante, quando aplicado neste tipo de superficies. Em concordancia, no ponto 4.1.2., foi
possivel visualizar que a £. coli apresentava menor suscetibilidade ao peroxido de hidrogénio

qguando comparado com as restantes bactérias em analise.

Tabela 3 - Valores de atividade antibacteriana para cada tempo de aplicacdo em estudo, para as amostras de aluminio

inoculadas com S. aureus, K. pneumoniae e E. coli

S. aureus K. pneumoniae E. coli

_ 5,47 4,25 1,67
_ 3,06 4,25 1,20
_ 3,49 3,57 1,06
_ 1,54 4,25 0,71

Quando se estabelece uma comparacao entre as amostras com um tempo de aplicacao
de 24 h com as amostras de 48 h, é possivel ver que o valor de atividade antibacteriana é superior
para as amostras referentes as 48 h. Este € um valor anémalo uma vez que quanto maior a
antecedéncia de aplicacdo de desinfetante, menor deveria ser a inibicdo da bactéria e, portanto,
também, menor deveria ser a atividade antibacteriana. Esta discrepancia podera ser explicada por
uma pulverizacao da superficie desigual, uma vez que para amostras com o mesmo tempo de
aplicacao, no mesmo ensaio, surgiram resultados diferentes, tendo amostras em que quase nao
ocorreu o crescimento de colonias e amostras em que o numero de colonias era superior a
centena. Adicionalmente, os fendmenos de adesao dos microrganismos sao influenciados pelas
propriedades do material e as condicdes ambientes. No processo de adesao, a hidrofobicidade,
rugosidade e composicao quimica das superficies sao fatores a ter em conta (Carvalho et al, 2013).

Em relacdo as amostras com tempo de aplicacdo de 7 dias sendo o valor de atividade
antibacteriana inferior a 2, ndo se verifica atividade antibacteriana por parte do desinfetante, nao
inibindo o crescimento de S. aureus na superficie da amostra de aluminio. Face aos resultados de
quantificacao de perdxido de hidrogénio, apresentados no ponto 4.3., é possivel verificar a reducao
superior a 50 % da substancia ativa do desinfetante na amostra téxtil de 7 dias. Sabendo que a

amostra téxtil tem maior facilidade de retencdo de desinfetante do que as amostras de aluminio é
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natural que as amostras de aluminios com tempo de aplicacao de 7 dias nao inibam o crescimento
de S. aureus.

Para as bactérias gram negativas os valores de atividade antibacteriana apresentam
grande diferenca entre si, uma vez que a A. pneumoniae apresenta atividade antibacteriana até 7
dias de aplicacao de desinfetante, contrariamente a £. colique ndo apresenta, para nenhum tempo
de aplicacdo de desinfetante, atividade antibacteriana.

A K. pneumoniae, nao apresentou crescimento bacteriano nas amostras de aluminio para
os tempos de aplicacdo de 2 h, 24 h e 7 dias. Quanto as amostras de aluminio referentes as 48
h, estas apenas apresentaram crescimento bacteriano num ensaio, esta possivel discordancia
pode ser justificada por uma diferente pulverizacdo nas amostras de um dos trés ensaios
realizados.

Por ultimo, as amostras inoculadas com £. coli ndo apresentam atividade antibacteriana
para nenhum dos tempos de aplicacdo em estudo. O crescimento da bactéria apresenta um ligeiro
decréscimo quando comparado com as amostras de controlo, mas nunca suficiente para atingir
valores superiores a 2, ou seja, valores em que se possa considerar que existe atividade
antibacteriana. Esta auséncia de atividade antibacteriana podera ser justificada pelo diferente
arranjo da parede celular, explicado anteriormente, mas também pelo desenvolvimento de coldnias
de alta densidade de £. coli Como a £. coli ¢ um microrganismo positivo para a catalase, isto &,
€ um microrganismo capaz de produzir catalase, quando se encontra em coldnias de alta
densidade, esta é capaz de produzir catalase suficiente para proteger as células contra o perdxido
de hidrogénio presente na superficie, convertendo-o em agua e oxigénio (Juven & Pierson, 1996).
Embora todas as bactérias dos ensaios sejam microrganismos de catalase positiva ndo significa
que todos tenham a mesma facilidade de produzir as quantidades necessarias desta enzima para

dissociar o peroxido de hidrogénio e por isso proteger as suas colonias.

Em conclusdo, como os aluminios sdo representativos de superficies ndo porosas, este
nao tem a capacidade de reter o desinfetante na sua superficie, sendo suscetivel que ao longo do
tempo de aplicacdo va ocorrendo evaporacao da formulacdo pulverizada. Sendo assim, para as
amostras com um tempo mais longo de aplicacéo, 7 dias, a formulacdo presente nao tem a
capacidade de inibir S. aureus, mas mantém a capacidade de inibir totalmente A. pneumoniae.

No caso da £. colinunca apresenta capacidade de inibicao.
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4.4.5. Determinacdo da atividade antibacteriana em superficies do guotidiano

Apds a realizacao dos ensaios em superficies porosas € nao porosas, em condicdes
asséticas, achou-se por bem a realizacdo de ensaios em superficies do quotidiano, uma vez que
esta seria a forma mais aproximada da realidade de utilizacdo do desinfetante em estudo.

Seguindo a intencéo de testar superficies do quotidiano, a norma ISO 18593:2004 foi
adaptada para protocolo e utilizada como explicado no ponto 3.3.7.

Na Figura 18 é apresentado o resultado das placas apo6s 7 dias da realizacdo do ensaio.
As placas foram colocadas na incubadora, durante 24 h a (37 + 2) °C, para permitir o
aparecimento de bactérias e nos restantes 7 dias foram colocadas a temperatura ambiente para

0 possivel desenvolvimento de fungos.

Controlo Tempo de Aplicacao: 2h Tempo de Aplicacao: 24 h

\ |

Tempo de Aplicacao: 24 h Tempo de Aplicacao: /7 dias

-

Figura 18 - Resultados do ensaio realizado em superficie do quotidiano.

A Figura 18 demonstra uma grande quantidade de colénias de bactérias e fungos, na
amostra relativa ao controlo, que corresponde a uma zona da superficie onde nao foi aplicado o

desinfetante em estudo. Nas outras amostras onde foi aplicado o desinfetante com os respetivos
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tempos de aplicacdo nota-se uma diminuicao praticamente total da quantidade de bactérias e uma
diminuicao total de fungos.

As superficies analisadas para o ensaio foram superficies plasticas. Estas sao
consideradas superficies nao porosas assim sendo os resultados obtidos neste ensaio vao de
acordo com os resultados obtidos nos ensaios realizados em condicdes asséticas de superficies
nao porosas.

Na Figura 18 é de salientar a elevada inibicdo de crescimento microbiano nas amostras
referentes a tempos de aplicacdo de 2 h, 24 h e 48 h. Quanto as amostras a 7 dias & possivel
visualizar uma reducao de colonias bacterianas e uma total inibicdo fungica, sendo por isso
possivel afirmar que o desinfetante em estudo apresenta o mesmo desempenho quer em

condicOes asséticas, quer em condicdes reais.
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CAPITULO 5. Conclus&o e proposta de trabalho futuro

O presente projeto teve como objetivo o estudo da eficacia e da durabilidade de um
desinfetante multi-superficies de longa duracéo. Para isso, foram realizados ensaios para analisar
a estabilidade da formulacéo, ensaios para determinar a atividade antibacteriana em superficies
porosas e nao porosas utilizando amostras téxteis e amostras de aluminio, respetivamente, e
ensaios de atividade antimicrobiana em superficies do quotidiano.

Numa fase inicial, foi analisada a formulacéo, as substancias ativas, os co-formulantes e
a estabilidade da formulacao. Inicialmente realizaram-se ensaios de iodometria para quantificar o
perdxido de hidrogénio na formulacdo, sendo o valor experimental de (1,04 + 0,07) % (m/m).
Considerando as substancias ativas, o peroxido de hidrogénio e o etanol, e os co-formulantes, um
ligante e um emulsionante, foram realizados ensaios de difusdo em agar, para os trés
microrganismos em estudo. Através destes ensaios, concluiu-se que a A. pneumoniae é a bactéria
mais suscetivel as duas substancias ativas e a £. coli é a bactéria mais resistente. Demonstrou-se
que a formulacao ao fim de 14 dias a 54 °C apresentava-se estavel, sendo que os 14 dias em
estufa correspondem a 2 anos de armazenamento em prateleira. Nesse ensaio foram estudados
trés parametros, a quantificacdo do peroxido de hidrogénio, a densidade e o pH. A percentagem
de perdxido de hidrogénio diminui ao longo dos 14 dias do ensaio, para um valor experimental de
(0,80 + 0,03) % (m/m). Quanto ao parametro da densidade este ndo sofreu qualquer alteracao e
0 pH diminuiu, assim como esperado, devido a ter sido submetido a temperaturas elevadas, as
interacoes dos grupos hidroxilo aumentaram favorecendo uma diminuicao do pH.

Numa segunda fase, estudou-se a atividade antibacteriana em superficies porosas, com
dois tipos de amostras téxteis, seguindo a norma ISO 20743:2007, o produto demonstrou
atividade antibacteriana para tempos de aplicacdo de desinfetante até 7 dias, para as trés bactérias
em estudo.

Para superficies ndo porosas, foram realizados ensaios com amostras de aluminio,
adaptando para protocolo a norma ISO 22196:2011, as amostras apresentaram atividade
antibacteriana até 7 dias de aplicacao de desinfetante, para a A. pneumoniae. Por sua vez, para
a S. aureus, as amostras demonstraram atividade antibacteriana até 48 h apds a aplicacdo de
desinfetante e em relacdo a £. coli, as amostras ndo apresentaram atividade antibacteriana para

nenhum dos tempos de aplicacao.
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O ultimo ponto de estudo centra-se na atividade antimicrobiana em superficies do
quotidiano onde se obtiveram resultados de total inibicao fungica e grande inibicdo bacteriana nas
superficies apos 7 dias de aplicacao de desinfetante.

Com este estudo demonstrou-se, assim, que o desinfetante tem uma atuacéo

antimicrobiana de pelo menos 7 dias.

0 trabalho desenvolvido no ambito desta investigacdo permitiu antever a necessidade de
aprofundar o estudo em varios pontos. Numa primeira etapa, serd necessario aumentar a
estabilidade da formulacdo de modo a evitar as perdas de substancia ativa ao longo de tempo e
manter o pH num intervalo que garanta maior estabilidade para o perdxido de hidrogénio. Numa
segunda etapa, deverdo ser realizados ensaios de atividade antifingica de modo a saber se o
desinfetante tem o mesmo comportamento de quando se realizou o ensaio de atividade
antimicrobiana em superficies do quotidiano. Por ultimo, deverdo ser realizados ensaios de

atividade antivirica de modo a completar toda a informacao do desempenho do desinfetante.
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ANEXOS

Anexo A. Composicdo dos meios de cultura e reagentes
Tabela A. 1 - Meio TSA

Volume (mL) TSB (g) Agar (g) (2%  Agua  destilada
(mL)
1000 30 20 1000

O meio TSB e agar é adquirido a Frilabo.

Tabela A.2 - Meio TSB
Volume (mL) TSB (g) Agua destilada (mL)
1000 30 1000

O meio TSB é adquirido a Frilabo.

Tabela A. 3 - PBS 1X
Volume NaCl (g) KCl (g) K:HPO: (g) NaHPO..12H:0 (g) Agua ultrapura
(mL) (mL)
1000 80 2 2 28,5 1000

Adicionar o volume de agua e homogeneizar. Ajustar pH a 7,5 com HCI 37 %. Esterilizar
por filtracdo ou autoclavar, a 121 °C, durante 20 min. Armazenar a temperatura ambiente. Para

utilizar diluir 1:10 em agua ultrapura estéril.

Tabela A.4 - Meio TSB com Polisorbato 80
Volume (mL) TSB (g) Polisorbato 80 (g) Agua destilada (mL)
1000 30 7 1000
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Anexo B. Retas de calibracao

Anexo B.1. Reta de calibracédo de S. aureus ATCC 6538
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Figura A.1 — Reta de calibracdo da concentracdo celular, em UFC/mL de S. aureus ATCC 6538 em funcédo da sua

densidade 6tica, a 620 nm.

Anexo B.2. Reta de calibracdo de A. pneumoniae ATCC 11296
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Figura A.2 - Reta de calibracdo da concentracéo celular, em UFC/mL de A. pneumoniae ATCC 11296 em funcao da

sua densidade dtica, a 620 nm.
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Anexo B.3. Reta de calibracdo de £. coli CECT 434
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Figura A.3 — Reta de calibracdo da concentracdo celular, em UFC/mL de £. co/i CECT 434 em funcdo da sua

densidade 6tica, a 620 nm.
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