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RESUMO

Desde as descobertas de Pasteur, a humanidade vem buscando
formas de controlar os micro-organismos presentes no meio ambiente
seja para uso nas industrias farmacéuticas e alimenticias, quanto para o
controle de pragas e doengas. Na verdade, esse Ultimo € o fator que mais
tem promovido o desenvolvimento das técnicas antimicrobianas no
mundo. A esterilizacdo dos produtos é a opcao mais eficiente de controle
antimicrobiano, uma vez que elimina todos 0s micro-organismos
presentem em um ambiente, seja uma embalagem de alimento ou um
produto médico. No entanto, muitas vezes a esterilizacdo ndo é
suficiente para garantir a seguranca de um produto, pois uma vez aberta
a embalagem, o produto é exposto as micro-organismo presentes no ar
(ou na &gua) contaminando o material e muitas vezes iniciando um
processo de deterioragdo. Nestes casos, 0 uso de agentes antimicrobianos
em produtos esterilizados ajuda a promover uma maior vida Util dos
produtos, em especial alimentos e materiais de uso hospitalar, uma vez
que reduz significativamente a chance de contaminacdo (inclusive
contaminacdo cruzada) durante o manuseio ou armazenamento destes
produtos depois de abertos. No entanto, estudos recentes indicam que o
triclosan, um dos principais agentes antimicrobianos utilizados, pode
sofrer degradacdo quando exposto a radiacdo y. Além disso, possiveis
efeitos toxicos podem restringir seu uso a produtos médico-hospitalares.
Baseado nisso, esse trabalho for realizado avaliando-se o efeito da
esterilizacdo por radiacdo y, em amostras de poliamida 6 (PA6) e no
polietileno de alta densidade (PEAD), aditivados com dois agentes
antimicrobianos, o Triclosan, destinado a produtos médico-hospitalares e
um vidro dopado com Zn, visando a utilizagdo em embalagens de
alimentos e produtos de consumo em geral. Para isso, foram realizados
testes qualitativos (difusdo em &gar) e quantitativos (Concentracédo
inibitéria minima), procurando analisar o efeito da radiacdo sobre o
poder antimicrobiano dos compostos polimero/aditivo. Por fim, foram
testados os aditivos puros, irradiados com a mesma quantidade de
radiacdo (25kGy) e testados através de uma nova técnica experimental,
desenvolvida especialmente para esse trabalho, que se baseia na
alteracdo da curva de atenuacdo de uma solucdo de sacarose, por
leveduras da familia Saccharomyces Cerevisiae, na presenca de agentes
biocidas. Em todos os testes realizados, ndo foram encontradas
diferencas significativas nos efeitos antimicrobianos dos compostos
polimero/aditivo e dos aditivos puros, antes e apoés a irradiagdo. Isso que
indica que o processo de esterilizacdo por radiacéo y, pode ser utilizado



em associacdo a aditivacdo por Triclosan e pelo vidro dopado com Zn,
sem perda das propriedades biocidas.

Palavras-chave: Irradiacdo. Triclosan. Vidro dopado com zinco.
Aditivo. Antimicrobiano. Esterilizagdo. Radiagdo gama. PEAD. PAG.
Atenuacéo



ABSTRACT

Since the discoveries of Pasteur, humanity has been searching for ways
to control micro-organisms in environment, or for use in pharmaceutical
and food industries, and for control of pests and diseases. Actually, this
last is the most important factor that has promoted the development of
antimicrobial techniques in the world. The sterilization of products is
more effective antimicrobial control option, since it eliminates all micro-
organisms present in an environment at, or packaging of food or medical
product. However, sterilization is often not sufficient to guarantee the
safety of a product, for packing micro-organism present once opened,
the product is exposed in air (or water) the polluting material, and
initiating a process often deterioration. In these cases, the use of
antimicrobial agents in sterile products helps promote longer life
products, especially food and materials for hospital use, as it
significantly reduces the chance of contamination (including cross-
contamination) during handling or storage of these product after
opening. However, recent studies indicate that Triclosan, main
antimicrobials used, may undergo degradation when exposed to gamma
radiation. In addition, possible toxic effects may restrict its use to
medical products. Based on that, the work is performed by evaluating
the effect of sterilization by gamma radiation on samples of polyamide 6
(PAB) and high density polyethylene (HDPE) with two antimicrobial
additives, triclosan, intended for medical products hospital and glass
doped with Zn, aimed at use in food packaging and consumer products
in general. For this qualitative test (agar diffusion) and quantitative
(minimum inhibitory concentration) were conducted, assessing the effect
of radiation on the antimicrobial property of compounds
polymer/additive. Finally, pure additives tested were irradiated with the
same amount of radiation (25kGy) and tested using a new experimental
technique, developed specifically for this work, which relies on change
of attenuation curve of a sucrose solution by yeast family
Saccharomyces Cerevisiae in the presence of biocides. In all tests, no
significant differences were found in effects of antimicrobial compounds
polymer / additive and the pure additives before and after irradiation.
This indicates that the process of sterilization by gamma radiation can be
used in combination with the additives of Triclosan and glass doped with
Zn, without loss of biocide properties.

Keywords: Irradiation. Triclosan. Glass doped with zinc additive.
Antimicrobial. Sterilization. Gamma radiation. HDPE. PA6. Attenuation
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1 INTRODUCAO

Micro-organismo € um termo que designa de forma genérica a
todos os seres invisiveis a olho nu. Esse termo tem origem no século 19,
guando ndo era possivel se diferenciar os tipos de organismos existentes.
Atualmente, entram nessa categoria 0s virus, fungos, bactérias e
protozodrios, sendo que o nimero total de espécies de microrganismos,
ainda permanece como um mistério para a ciéncia.

As bactérias talvez sejam 0s microrganismos mais comuns e
antigos do mundo. Acredita-se que tenham sido os primeiros seres vivos
do planeta a cerca de 3,5 bilhGes de anos. Desde entdo, evoluiram, se
diversificaram, e sdo encontradas em praticamente todos os ambientes
conhecidos, desde as dguas mais profundas até o interior dos corpos de
outros seres vivos. Embora essa convivéncia seja pacifica na maioria das
vezes, algumas bactérias podem ser bastante nocivas a salde, como por
exemplo, a Salmonella entérica.

Os fungos também sdo muito presentes na vida dos seres
humanos, alguns benéficos, como o Saccharomyces Cerevisiae,
responsavel pela fermentacdo da cerveja e dos pdes, outros danosos
como o Penicillium Botulinum, responsavel pelo botulismo.

Além das bactérias e fungos, destacam-se também os virus.
Apesar de ndo serem considerados seres vivos propriamente ditos por
muitos autores, seu sistema de reproducdo exige que estes invadam as
células vivas e as utilize para criar copias de si mesmo. Esse processo
provoca 0 mau funcionamento ou até mesmo a destrui¢do destas células,
0 que ¢ bastante prejudicial para o organismo como um todo.

Para impedir a acdo destes microrganismos, sdo empregadas
diversas técnicas de controle microbiano. As principais técnicas
empregadas podem ser pela eliminagcdo dos organismos vivos e seus
esporos com a esterilizacdo quimica ou fisica, pela retirada da fonte de
agua e/ou nutrientes como o processo de desidratacdo (usado no
processamento de frutas e especiarias) pela alteracdo das condicGes
ambientais com o aquecimento dos alimentos a temperaturas superiores
a 65°C ou com a alteracdo do pH da solugdo de armazenamento (JAY,
2000) (WILLEY, SHERWOOD e WOOLVERTON, 2008). No entanto,
nem mesmo uma esterilizagdo completa de um produto pode garantir sua
sanidade no momento da sua utilizagdo ou armazenamento. Para que
isso seja possivel, é necessario impedir que o produto entre em contato
novamente com o0s agentes infeciosos e esteja protegido dos
microrganismos presentes no meio ambiente, ou seja, precisam ser
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embalados.

Em geral, as fun¢Bes de uma embalagem sdo: informar sobre as
condi¢cdes de manipulagdo e de armazenamento, exibir os requisitos
legais como a composigdo e os ingredientes, fazer a promocdo do
produto através de graficos e, principalmente, proteger o conteddo. Em
termos de protecdo do contelido, uma embalagem deve ser resistente o
bastante para permitir sua movimentacdo, deve impedir que agentes
externos danifiquem, degradem ou contaminem o produto embalado.

Para isso, uma embalagem deve apresentar caracteristicas de
barreira de acordo com a necessidade do produto, tais como: barreira a
luz, oxigénio, umidade, gases e vapores organicos e a microrganismos.
Vale ressaltar que na maioria dos casos uma embalagem ndo necessita
apresentar todas essas caracteristicas ao mesmo tempo (ROBERTSON,
2009). Um exemplo é o processo de producdo de alimentos em conserva,
onde embalagens de vidro funcionam como barreira para gases e
resistem a temperatura de esterilizacdo, mas ndo apresentam a barreira a
luz por ndo ser necessaria.

Além disso, quando se trata de embalagens destinadas ao
armazenamento de produtos que devem passar por algum processo de
controle microbioldgico ap6s o seu acondicionamento, outra exigéncia
deve ser cumprida pela embalagem. Ela deve permitir que o produto
sofra o processo de controle microbiolégico sem que ocorra o
comprometimento da sua integridade e do produto acondicionado (HAN,
2007). Um caso tipico é a esterilizacdo por Oxido de etileno, que é
utilizado para a esterilizacdo de artigos medicos, tais como ataduras,
suturas e seringas descartaveis. O processo consiste em acondicionar 0s
artigos em embalagens seladas de papel permeavel ao gas, mas
impermedavel aos contaminantes externos, e deposita-los em uma camara
selada e preenchida com o 6xido de etileno em gas. O gas difunde para o
interior das embalagens e elimina os microrganismos. Apds esse
processo, 0s artigos passam por uma quarentena para a eliminacdo do
gas acumulado no seu interior (MANIVANNAN, 2007 ). Outro processo
de esterilizacdo que exigem das embalagens a permeabilidade a vapores
ou a gases € a esterilizagdo por autoclave. Neste caso, 0os produtos sdo
envolvidos em papel pardo e submetidos a elevadas pressdes,
temperatura e umidade (BARKLEY, COHEN, et al., 2004).

No entanto, alguns produtos ndo podem ser submetidos a esses
processos. Os alimentos, por exemplo, ndo podem ser submetidos ao
tratamento por 6xido de etileno por ser um gas téxico a sadde humana e
também ndo podem ser submetidos ao processo com autoclave devido a
provavel alteracdo nutricional e organoléptica. Além disso, alguns
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produtos de aplicacdo meédica, tais como fios de sutura a base de
poliamidas, ndo podem ser submetidos a ambos 0s tratamentos, pois
sofrem o processo de degradacdo quimica (DEOPURA,
ALAGIRUSAMY, et al., 2008).

Nestas condicdes, é recomendada a esterilizacdo dos produtos por
radiacdo y. Nesse processo, 0s produtos podem ser acondicionados em
qualquer tipo de embalagem que, além das propriedades de barreira
exigidas pelo produto, impecam a recontaminacgdo dos produtos. Como a
radiacdo y é capaz de penetrar até mesmo nos metais, qualquer
embalagem resistente a radiacdo pode ser utilizada nesse processo, desde
filmes pléasticos a latas de aco.

Vale ressaltar que em todos os casos citados, as embalagens
atuam apenas como uma barreira fisica inerte, permitindo a troca de
gases entre o interior e 0 ambiente, ou como uma barreira completa,
impedindo qualquer interacdo do meio com o exterior. Esse tipo de
embalagem ¢é conhecido como “embalagem passiva” e apresenta como
principais caracteristicas a funcao de barreira entre 0 ambiente interno e
externo da embalagem, bem como a ndo interagdo com o produto
embalado nem com agentes do ambiente externo (ROONEY, 1995).

Entretanto, o nivel de exigéncia cada vez maior dos consumidores
por alimentos menos processados e por produtos mais seguros para a
salde, tem incentivado a pesquisa na busca de novos métodos de
conservagdo dos alimentos e para 0 aumento da seguranca hospitalar.
Nesse sentido, surgiram as embalagens inteligentes e ativas
(VERMEIREN, DEVLIEGHERE, et al., 1999). Embalagens inteligentes
sdo aquelas capazes de reagir a alteracbes do ambiente ou do produto.
Sua principal aplicacéo é indicar ao consumidor a qualidade do produto
acondicionado (ROONEY, 1995). J& as embalagens ativas podem agir
de duas formas, absorvendo substancias que promovem a deterioracdo
do produto ou liberando de maneira controlada substancias que ajudem
na conservagdo dos produtos e no controle microbioldgico interno das
embalagens, tais como elementos conservantes e agentes
antimicrobianos (COLES, MCDOWELL e KIRWAN, 2003). Dessa
forma, diversos tipos de embalagens plasticas com propriedades
antimicrobianas tém sido desenvolvidos nos ultimos anos. Na maioria
dos casos o principal objetivo dessas embalagens é reduzir o tempo de
processamento dos alimentos e aumentar o seu “tempo de vida de
prateleira” (Shelf Life) (AZEREDO, FARIA e AZEREDO, 2000). No
entanto, vale ressaltar que no caso de alimentos devidamente
processados esse ganho pode ndo ser significativo, uma vez que em
geral, o processamento dos alimentos elimina os microrganismos



28

presentes. Porém, uma vez aberta, a sanidade do interior das embalagens
deixa de existir devido a exposi¢do ao ambiente externo no momento da
sua abertura. Nesse caso, as embalagens com propriedades
antimicrobianas atuam permanentemente reduzindo as chances de
contaminacdo do alimento apds a sua abertura, com o impedimento do
crescimento de fungos e de bactérias no interior dessas embalagens.
Assim, é possivel se obter duas vantagens diretas com o uso destas
embalagens. A primeira € o aumento do tempo para o consumo do
alimento apds a abertura da embalagem e a outra é a reducdo da
necessidade de refrigeracdo de muitos alimentos, permitindo o seu uso
em locais onde ndo é possivel a refrigeracao.

Considerando os produtos médico-hospitalares, o tempo de vida
de prateleira € maior, se ndo for indeterminado, uma vez que esses
produtos passam por processo de esterilizacdo e mantem essas condi¢Ges
enquanto as embalagens permanecerem intactas. No entanto, 0 manuseio
dessas embalagens em condicfes desfavoraveis, como por exemplo, num
atendimento de emergéncia em um acidente de transito, pode contaminar
a superficie das embalagens e os microrganismos serem transferidos
para 0 produto no momento da sua abertura e aplicagcdo. No interior dos
hospitais o0 risco de contaminacdo cruzada ndo pode ser descartado.
Nesses casos, embalagens com caracteristicas antimicrobianas
reduziriam significativamente o risco de contaminacdo destes produtos e
consequentemente o risco de infeccdo hospitalar. Por esse motivo, 0s
produtores de materiais estéreis com esterilizagdo por radiagéo vy, sejam
alimentos ou artigos médicos, preferem que seus produtos sejam pré-
embalados antes do processo de irradiagdo, pois facilita a colocacdo dos
produtos no mercado evitando os riscos de uma recontaminacdo apés a
irradiacao.

O problema em se tratando de embalagens ativas, é que pouco se
sabe sobre o efeito da radiacdo sobre os aditivos utilizados, sua interagdo
com o0s polimeros ap6s a irradiacdo e o efeito dos produtos formados
ap6s a irradiacdo (PENTIMALLI, RAGNI e G RIGHINI, 2000)
(CHYTIRI, GOULAS, et al., 2006) (CHYTIRI, GOULAS, et al., 2008).
Atualmente, foram realizados trabalhos envolvendo a irradiacdo de
compostos puros irradiados tais como os de Ustundag e Ocloo,
(USTUNDAg e KORKMAZ, 2009) (OCLOO, ADU-GYAMFI, et al.,
2012), no entanto, ndo foram encontrados estudos envolvendo materiais
aditivados com agentes antimicrobianos e irradiados,
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1.1 JUSTIFICATIVA

O processo de controle microbioldgico deve ser capaz de reduzir
ou eliminar os micro-organismos sem provocar alteragdes significativas
nos produtos a0 mesmo tempo em que mantem a integridade e
caracteristicas de suas embalagens. Materiais como medicamentos em
po e fios de sutura a base de poliamidas ndo podem ser esterilizados por
meio de calor e umidade, enquanto substancias oleosas e solucfes
aquosas ndo podem ser esterilizadas por 6xido de etileno. Em ambos os
casos o0 processo mais indicado é a esterilizacdo por radiagéo vy, uma vez
gue esse sistema é um dos que provoca as menores alteragcdes nos
produtos, sejam alimentos ou produtos médicos. No entanto, esse
processo ndo é totalmente inofensivo as embalagens e aos aditivos
antimicrobianos empregados em alguns produtos (HAN, 2007)
(MAKUUCHI e CHENG, 2012) (USTUNDAg ¢ KORKMAZ, 2009).
Nos polimeros, os principais fendmenos que ocorrem durante a
irradiacdo é a formacdo de ligacdes cruzadas e a quebra das cadeias
poliméricas. A prevaléncia de uma ou outra depende principalmente da
estrutura da cadeia polimérica: polimeros contendo &tomos de
hidrogénio ligados aos atomos de carbono tem a prevaléncia da
formacdo de ligacBes cruzadas, ja cadeias contendo carbono quaternario
prevalecem as quebras de cadeia. (MASSEY, 2004). Porém, conforme
Han (HAN, 2007), tanto o PEAD quanto a PA6 podem receber até
60KGy de irradiacdo quando utilizados na fabricacdo de embalagens, no
entanto, ndo estd claro se as mudancgas estruturais provocadas pela
radiacdo podem ou ndo interferir na difusdo de aditivos na matriz
polimérica. Além disso, os aditivos antimicrobianos, em especial os
organicos, sofrem alteracbes em suas estruturas quimicas quando
expostos a radiagdes ionizantes (SPOTHEIM-MAURIZOT, BELLONI e
DOUKI, 2008). Essas alteraces geram compostos ainda pouco
estudados, que podem alterar as propriedades de uma embalagem
antimicrobiana, tais como a perda do poder antimicrobiano devido a
degradacdo da molécula do aditivo, interacfes indesejaveis entre o0s
compostos gerados e a matriz polimérica ou a formacdo de compostos
toxicos. Atualmente, poucos trabalhos tém sido realizados envolvendo a
irradiacdo de materiais antimicrobianos, com potencial para uso na
producdo de artigos de consumo e embalagens. Em sua grande maioria,
os estudos avaliam o efeito das radiacGes apenas sobre as matrizes e
poliméricas separadamente as substincias antimicrobianas (aditivos).
Dentre os aditivos antimicrobianos mais utilizados no momento,
destaca-se 0 formula 2.4.4.’-tricloro-2’ hidroxi difenil éter, conhecido
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como Triclosan. Seu uso bastante difundido tem levado a pesquisas
envolvendo seu efeito no meio ambiente (WU, LAM, et al., 2007) e
meios de decompd-lo em substancias menos ofensivas ao meio
ambiente. Nesse contexto Ustiindag e Korkmaz realizaram estudos
avaliando o efeito das radiacdes UV e y sobre o triclosan, tendo como
principal objetivo a sua neutralizagdo ambiental. Esses trabalhos indicam
que o triclosan apresenta sensibilidade a radiacdo vy, sendo degradado
com certa facilidade por ela.

Outra linha de pesquisa sobre materiais antimicrobianos segue
pelo uso de substancia contendo de ions metélicos com efeito biocida.
Estudos recentes envolvendo vidros aditivados com ions de Zn, tem se
mostrado bastante promissores nesse sentido (SANTOS, MACHADO, et
al., 2014). Os principais motivos da utilizagdo do vidro dopado com Zn
ibnico sdo seu efeito antifingico e seu carater atoxico até em
concentracdes relativamente elevadas, da ordem de 25 ppm. Em relagéo
a irradiacdo do vidro dopado com Zn*? a radiacdo pode provocar
defeitos eletrénicos, envolvendo mudanca nos estados de valéncia,
defeitos idnicos, que consistem em deslocamentos de ions na estrutura
cristalina e imperfei¢cGes cristalinas, como 0 surgimento de vazios
(SICKAFUS, KOTOMIN e UBERUAGA, 2004). Desses trés, o efeito
mais interessante seria a formacéo de defeitos ibnicos, uma vez que o
principio ativo trata-se de um fon Zn*2 No entanto, para que isso seja
significativo, o zinco deverd se apresentar na sua forma reduzida ou
ligada, 0 que ndo acontece no aditivo vitreo, pois seu processo de
incorporacdo é feito via troca ibnica e as espécies estardo na forma
ibnica.

Assim, uma leitura mais detalhada destes trabalhos, percebe-se
que a degradacdo provocada pela radiacdo vy, nos aditivos, pode ndo ser
suficiente a ponto de comprometer o efeito antimicrobiano de compostos
poliméricos aditivados. Baseado nisso, esse trabalho visa comprovar que
o efeito da radiagdo y em processos padrdo de esterilizacdo sobre 0s
polimeros e sobre os aditivos, ndo é suficiente para comprometer o efeito
antimicrobiano de compostos poliméricos,
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1.2 OBJETIVOS

1.2.1  Objetivo Geral

Avaliar o efeito da radiagcdo y[1 em procedimentos padrdes de
esterilizacdo por radiagdo vy, na capacidade biocida de materiais
poliméricos aditivados com principios ativos antimicrobianos.

1.2.2  Objetivos Especificos

Para este trabalho apresenta-se como objetivos especificos:

e Avaliar o efeito antimicrobiano dos compostos de PEAD
e PAG6, aditivados com Triclosan, com e sem a
esterilizacdo por radiacéo vy;

e Avaliar o efeito antimicrobiano dos compostos de PEAD
e PA6, aditivados com um vidro dopado com Zn*
ibnico, com e sem a esterilizagdo por radiagéo v;

e Auvaliar o efeito da radiacdo y sobre as propriedades
antimicrobianas dos aditivos puros Triclosan e vidro
dopado com Zn*?;

e Determinar quais as concentracdes dos aditivos biocidas
para a producdo dos compostos poliméricos
antimicrobianos com vistas na presenca do efeito
antimicrobiano ap6s os procedimentos de esterilizagdo
por radiagéo v;

e Propor um teste alternativo para avaliagdo dos efeitos
antimicrobianos para os aditivos puros, baseado no seu
efeito em leveduras Saccharomyces Cerevisiae.

e Comprovar por meio de testes microbioldgicos que a
esterilizacdo por radiacdo vy, ndo diminui o efeito biocida
dos compostos testados e seus aditivos puros.






2 ASPECTOS TEORICOS

2.1 POLIMEROS

Polimeros sdo substancias naturais, modificadas ou sintéticas,
formadas por grandes moléculas conhecidas como macromoléculas.
Essas macromoléculas por sua vez, sdo constituidas por unidades
repetitivas conhecidas por “meros” (do grego, partes), dai a origem da
palavra polimero: do grego poli (muitos) + meros (partes).

A principal forma de classificacdo dos polimeros é quanto ao seu
comportamento térmico, sendo termoplasticos ou termofixos.

2.1.1 Poliamidas

As poliamidas sdo termoplasticos classificados como polimeros
de cadeia heterogénea, pois possuem atomos diferentes de carbono e
hidrogénio na cadeia principal. O grupo funcional tipo amida (-NH-
CO-) é a principal caracteristica desse grupo.

A elevada resisténcia mecénica desses materiais deve-se as
ligacGes do tipo pontes de hidrogénio, formada entre as carbonilas de
uma cadeia e o hidrogénio da ligacdo amida da outra cadeia. Por outro
lado, a presenca desta ligacéo facilita a permeacdo de moléculas de agua,
difundindo entre as cadeias e se posicionando na ponte de hidrogénio.
Esta capacidade de absorcéo de agua torna as poliamidas higroscépicas.
Em funcdo do nimero varidvel de pontes de hidrogénio por grupos CH,,
tém-se diferentes niveis de absorcdo de agua.

O desenvolvimento inicial das poliamidas deve-se principalmente
aos trabalhos de W. H. Carothers e seus colaboradores nos Estados
Unidos, que sintetizaram a primeira poliamida 6.6 em 1935, a partir da
policondensagdo de hexametileno diamina com &cido adipico.
Inicialmente, a producdo comercial ficou praticamente restrita a
producdo de fibras téxteis. Mesmo sendo produzido desde 1941, o
plastico destinado a moldagem somente se tornou popular na década de
50. Devido aos direitos de patente da Dupont, que registrou 0 novo
produto com o nome de Nylon, cientistas alemaes realizaram algumas
pesquisas que vieram a dar origem inicialmente a poliamida 6, sendo
seguidos pelas poliamidas 6.10, 11, 12 entre outros. (WIEBECK e
HARADA, 2005)

Apesar das poliamidas 6 e 6.6 ndo serem obtidas de diferentes
matérias-primas, suas moléculas sdo bastante parecidas, diferenciando-se
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apenas pelo numero de atomos de carbono presentes em cada mero

(Figura 1).

Poliamida 6

I T I
—(N—(CHQ)G— N—C—(CHgy)y— C)ﬁ

Poliamida 6.6

Figura 1 - Estruturas das poliamidas 6 e 6.6

As macromoléculas das poliamidas PA6, PA 11 e PA 12, sdo
constituidas por apenas um Unico mondmero, que possui 0 ndmero de
atomos de carbono correspondente ao numero da poliamida. O PAG, por
exemplo, é obtida da polimerizacdo da caprolactama, que é uma
substancia com seis atomos de carbono (Figura 2). (WIEBECK e
HARADA, 2005)

H
N O

Poliamida 6
Caprolactama

Figura 2 - Sintese da poliamida 6

Ja as poliamidas PA 4.6, PA6.6, PA6.9, PA6.10 e PA6.12 sdo
constituidas de duas substancias base, cada um com um nUmero de
atomos de carbono correspondente ao nimero da poliamida. A
poliamida PA6.6, por exemplo, é obtida pela policondensacdo do &cido
adipico, que possui 6 &tomos de carbono e da hexametilenodiamina que
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também possui 6 atomos de carbono. Dessa forma, a PA6.6 possui 12
atomos de carbono, originarios de cada uma das matérias-primas (Figura
3). (WIEBECK e HARADA, 2005)

(0] (0]
/Cewz
n )‘L J.k + N HyN NHy) —>
HO C.Hs OH

hexametilenodiamina
acido adipico

(0] (0]
—==n CeH12 + H0
C4Hg NN
H H
poliamida 6.6

Figura 3 - Sintese da poliamida 6.6
2.1.1.1 Morfologia

A presenca de grupos laterais amida nas poliamidas, leva ao
aparecimento de pontes de hidrogénio entre as moléculas. Essas pontes
de hidrogénio formam-se entre o hidrogénio da amida e o oxigénio da
carbonila (Figura 4). Isso faz com que as moléculas alinhem-se com
maior facilidade, tornando-se paralelas, especialmente ap6s o
estiramento. Isso promove um aumento no grau de cristalinidade e
consequentemente um aumento na resisténcia mecanica, temperatura de
fusdo (Tm), temperatura de transicdo vitrea (Tg), grau de cristalinidade,
entre outras propriedades fisicas. (MARK, 2003) (DEOPURA,
ALAGIRUSAMY, et al., 2008)



36

)

O------T—2Z

pontes de
hidrogénio

!
Q

é

?

Figura 4 - Pontes de hidrogénio entre cadeias de uma poliamida
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Figura 5 - Agua formando pontes de hidrogénio entre as cadeias da poliamida

Além disso, essas pontes de hidrogénio permitem que moléculas
de agua consigam penetrar por entre as cadeias do polimero (Figura 5),
ou seja, tornam as poliamidas higroscopicas. Por esse motivo, quando
maior 0 numero de grupos -CHy- entre os grupos amida, menores seréo
sua influencias nas propriedades do material, ou seja, menor resisténcia
mecanica, menor grau de cristalinidade, menos higroscopico, etc.
(MARK, 2003).

2.1.1.2 Propriedades Fisicas e Térmicas das Poliamidas

As poliamidas apresentam alta resisténcia a tracdo e a abrasdo.
Essas propriedades sdo mantidas mesmo a altas temperaturas, podendo
ser utilizadas a até 200°C em aplicagdes de curto prazo. No entanto,
devido a facilidade com que o material se oxida em presenca de umidade
acima de 75°C, ndo se recomenda a sua utilizacdo nessas condi¢des por
periodos prolongados, como por exemplo, numa esterilizacdo por
autoclave.
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Outro fator importante é a umidade absorvida do ar, uma vez que
todas as poliamidas sdo higroscépicas. Essa umidade atua da mesma
forma que os agentes plastificantes, ou seja, diminui a resisténcia a
tracdo e rigidez e aumenta a resisténcia ao impacto. (MARK, 2003)
(DEOPURA, ALAGIRUSAMY, et al., 2008)

2.1.1.3 Propriedades Quimicas

As poliamidas sdo materiais bastante resistentes em termos
guimicos. S&o resistentes a maioria dos agentes inorganicos, no entanto,
sdo atacados por agentes oxidantes como o perdxido de hidrogénio e o
permanganato de potassio. Os alcoois e as solugbes aquosas ndo tem
acdo quimica direta nas poliamidas, no entanto, podem alterar as
propriedades mecanicas da mesma forma que a umidade absorvida.

N&o resistem a &cidos minerais concentrados, mas apresentam
resisténcia quando diluidos e a baixas temperaturas. Sao praticamente
inertes a alcalis e &cidos organicos, com excecdo aos acidos acético e
férmico. (MARK, 2003)

As poliamidas sdo resistentes a solventes organicos como éteres
benzendo, xileno, cetonas e Oleos. Apresentam uma boa resisténcia a
solventes clorados, desde que sejam expostos por um curto periodo de
tempo, mas sdo atacados por formaldeido, fenol, formalina e
nitrobenzeno a quente. (MARK, 2003)

2.1.2  Polietileno
2.1.2.1 Introducédo
Os polietilenos sdo um dos materiais mais produzidos e utilizados

na inddstria. E um material plastico, obtido a partir da polimerizagéo do
gas eteno.

n H2C—CH2 : l C C J
Etil :
tileno Polietileno

Figura 6 - Sintese do polietileno

Inicialmente, os processos de producdo de polietileno produziam
apenas produtos de baixo peso molecular (ceras). A partir da década de
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30, iniciou-se a producdo comercial dos polietilenos. Mas somente a
partir do desenvolvimento de catalisadores a base de organometalicos
(geralmente trialquilaluminio) e halogenetos (metal de transicao
comumente tri ou tetracloreto de titanio) por Ziegler e Natta em 1953, é
gue a producdo de polietileno tornou-se economicamente interessante,
permitindo a producédo do polietileno de alta densidade a baixas pressdes
(3 a 4 atmosferas) e a baixas temperaturas (50° a 75°C). Esses
catalisadores receberam o nome de Ziegler-Natta, em homenagem aos
seus desenvolvedores.

2.1.2.2 Tipos de polietilenos

O termo “polietileno” ¢ um nome geral para uma familia de
materiais poliméricos de mesma composicdo quimica, mas quer
apresentam diferencas em suas estruturas moleculares. Isso se deve as
diferentes condigbes de sintese e dos diferentes catalisadores
empregados no processo. Os principais tipos sdo:

Polietileno de baixa densidade (PEBD)

Polietileno de alta densidade (PEAD)

Polietileno linear de baixa densidade (PELBD)
Polietileno de ultra-alto peso molecular (PEUAPM)
Polietileno de ultrabaixa densidade (PEUBD)

2.1.2.3 Polietileno de baixa densidade

O processo de producdo de PEBD utiliza pressGes entre 1000 e
3000 atmosferas e temperaturas entre 100 e 300 °C. Temperaturas acima
de 300°C geralmente ndo sdo utilizadas, pois o polimero tende a se
degradar. Varios iniciadores (peréxidos organicos) tém sido usados,
porém o oxigénio é o principal. A reagdo é altamente exotérmica e assim
uma das principais dificuldades do processo é a remogdo do excesso de
calor do meio reacional. Essa natureza altamente exotérmica da reacdo a
altas pressdes conduz a uma grande quantidade de ramificagcdes de
cadeia, as quais tém uma importante relagdo com as propriedades do
polimero.

Em geral, essas cadeias contém algumas dezenas ou centenas de
adtomos de carbono. Esse tipo de ramificagdo determina o grau de
cristalinidade, as temperaturas de transicdo vitrea e de fusdo, além de
afetar parametros cristalograficos tais como tamanho dos cristalitos.
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Polietileno de baixa densidade € um polimero parcialmente
cristalino (50 — 60%), cuja temperatura de fusdo (Tm) estd na regido de
110 a 115 °C. Quando comparado ao polietileno linear, apresenta
cristalitos menores, menor cristalinidade e maior desordem cristalina, ja
que as ramificacdes longas ndo podem ser bem acomodadas na rede
cristalina.

Por apresentar boa tenacidade, alta resisténcia ao impacto,
flexibilidade, estabilidade fisica e quimica, € utilizado principalmente na
forma de filmes para embalagens alimenticias, frascos para produtos
farmacéuticos, brinquedos, utilidades domésticas, entre outros.

2.1.2.4 Polietileno de alta densidade

O polietileno de alta densidade é um polimero linear, altamente
cristalino (acima de 90%), devido ao baixo teor de ramificacfes. Esse
polimero contém menos que uma cadeia lateral por 200 atomos de
carbono da cadeia principal, sua temperatura de fusdo cristalina é
aproximadamente 132 °C e sua densidade esta entre 0,95 e 0,97 g/cm3.

A auséncia de ramificagdes facilita a acdo das forcas de Van der
Waals, melhorando o0 empacotamento e consequentemente, a
cristalinidade. Da mesma forma, as temperaturas de fusdo (Tm) e
transicdo vitrea (Tg) e a resisténcia mecénica mostram-se maiores
guando comparadas ao PEBD.

O PEAD é quimicamente bastante estavel, ndo sendo atacado por
solucdes alcalinas em quaisquer concentrages. Também ¢é resistente a
agentes oxidantes como KMnQ, e K,Cr,05, a acidos organicos e ao HCI
e o HF. E atacado lentamente por solucdes concentradas de H,SO, sob
elevadas temperaturas. Em condicBes ambientais ndo é sollvel em
nenhum solvente conhecido, no entanto, certos solventes organicos
como o Xxileno, podem provocar inchamento. Em altas temperaturas, o
PEAD ¢ dissolvido em alguns hidrocarbonetos alifaticos e aromaticos. E
relativamente resistente ao calor, sendo que processos quimicos sob alta
temperatura, resultam em ruptura e formacéo de ligagdes cruzadas nas
cadeias poliméricas.

O PEAD talvez seja o material mais utilizado na industria, sendo
utilizado em produtos como brinquedos, utilidades domésticas, e
embalagens para alimentos, bebidas, produtos médico-hospitalares, etc.
Devido a sua resisténcia a produtos quimicos e 6leos em geral, além de
sua resisténcia mecanica, € muito utilizado em embalagens para esses
produtos.
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2.1.2.5 Polietileno Linear de Baixa Densidade (PELBD)

Polietileno linear de baixa densidade (PELBD) é um copolimero
de etileno com uma a-olefina (propeno, 1-buteno, 1-hexeno ou 1-
octeno). O PELDB apresenta estrutura molecular de cadeias lineares
com ramificagcdes curtas quando comparada com a do polietileno de
baixa densidade (PEBD). A microestrutura da cadeia dos copolimeros de
etileno/a-olefinas depende do tipo e da distribuicdo do comonémero
usado, do teor de ramificacdes e do peso molecular dos polimeros. Esses
parametros influenciam as propriedades fisicas do produto final, pois
atuam diretamente na cristalinidade e na morfologia semicristalina. As
ramificacdes de cadeia curta tém influéncia, tanto no PELBD como no
PEBD, sobre a morfologia e algumas propriedades fisicas tais como,
rigidez, densidade, dureza e resisténcia a tracdo. Isso ocorre porque a
estrutura ramificada de algumas regides das moléculas impede um
arranjo perfeitamente ordenado das cadeias. Ja as ramificacOes de cadeia
longa presentes no PEBD apresentam um efeito mais pronunciado sobre
a reologia do fundido devido a reducdo do tamanho molecular e ao
aumento dos entrelacamentos. Além disso, as ramificagbes curtas
permite um empacotamento maior nos cristalitos, aumentando as
temperaturas de fusdo e transicdo vitrea, além de melhorar as
propriedades mecanicas.

Por ter uma excelente capacidade de selagem a quente, 0 PELBD
vem substituindo o PEBD em varias aplicacdes, tais como filmes para
fraldas descartaveis e absorventes. Em alguns casos é utilizado em
blendas com PEAD e PEBD como em embalagens de produtos
agricolas, por exemplo.

2.1.2.6 Polietileno de Ultra Alto Peso Molecular (PEUAPM)

Em relacédo a estrutura quimica, o PEUAPM e o0 PEAD séo muito
parecidos, sendo ambos os homopolimeros de cadeia linear, derivados
do gaés etileno. A grande diferenca estd no peso molecular: o peso
molecular do PEAD raramente ultrapassa 500.000, enquanto que, 0
PEUAPM atinge valores em torno de 3.000.000. (KURTZ, 2009)

As longas cadeias moleculares promovem uma excelente
resisténcia a abrasdo, dureza elevada, mesmo em temperaturas
criogénicas, excelente resisténcia ao stress cracking, ao impacto e baixo
coeficiente de atrito. No entanto, ndo permitem que o material possa ser
processado de maneira convencional (injecéo, extrusdo, extrusao-sopro,
etc.). Isso acontece por que o ponto de fusdo do material é tdo alto, que
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na pratica, o material se degrada antes mesmo que atinja o ponto de
fusdo.

O PEUAPM ¢ material polimérico quase totalmente inerte, o que
faz com que seja indicado para uso em praticamente todos os tipos de
ambientes agressivos ou corrosivos sob temperaturas moderadas. Mesmo
em temperaturas elevadas, s6 é atacado por solventes aromaticos ou
halogenados e por oxidantes fortes, como &cido nitrico. Assim como a
maioria dos polimeros, estd sujeito a degradacdo por radiacdo UV e
oxigénio.

Suas principais aplicagdes sdo em produtos suscetiveis ao
desgaste, que necessitem de um baixo coeficiente de atrito e/ou
autolubrificacdo, tais como gaxetas, guias, roletes, etc. Uma das
principais e mais promissoras aplicacdes e na producdo de implantes
ortopédicos e cirdrgicos. (KURTZ, 2009)

2.2 RADIAGOES IONIZANTES E SUAS FONTES

RadiacGes ionizantes sdo aquelas que possuem energia suficiente para
ionizar um atomo ou molécula gerando ions.

As radiagfes ionizantes podem ser geradas por processos de
decomposicdo de nicleos atbmicos instaveis ou pela desexcitagdo de
atomos e de seus nicleos em reatores nucleares, aceleradores de
particulas, méaquinas de raios-X, etc. (OLIANI, 2013) (Radiation
Biology: A Handbook for Teachers and Students., 2010)

2.2.1 Raios-X

Embora possam ter origem natural, os raios-X de interesse técnico
sdo produzidos por dispositivos chamados tubos de raios X, que
consistem em um filamento que produz eletrosns por emissdo
termoibnica (catodo), que sdo acelerados fortemente por uma diferenca
de potencial da ordem de milhares de volts, até um alvo metalico
(anodo), onde colidem. A maioria dos elétrons sdo absorvidos ou
espalhados, gerando apenas calor no alvo, no entanto, cerca de 5%
desses elétrons sofrem uma desaceleracdo brusca, gerando ondas .

2.2.2 Radiacio a

A radiagdo o trata-se de uma particula formada de dois prétons e dois
néutrons, carga 2°. Possui uma elevada energia cinética mas baixa
penetrabilidade, ndo conseguindo atravessar as primeiras camadas
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epiteliais, por isso, ofere¢co pouco risco quando um individuo sofre
apenas exposicdo externa, no entanto, pode ser basante agressiva as
mucosas quando radionuclideos séo inalados ou ingeridos.

2.2.3 Radiacgio 8

Consiste de um elétron negativo (e-) ou positivo (e+) emitido pelo
nucleo na busca de sua estabilidade, quando um néutron se transforma
em préton ou um préton se transforma em néutron. Seu poder de
penetracdo é um pouco superior ao das particulas o, limitando-se a
alguns milimetros na matéria.

2.2.4 Radiacio y

Durante o decaimento radioativo, os nucleos instaveis emitem raios o e
raios B na forma de particulas, com isso, o nucleo permanece excitado
até a emissdo de um fdton de radiagdo y. Embora apresentem uma
capacidade menor de ionizar &tomos e moléculas quando comparada as
radiagdes o e B, devido as suas caracteristicas, ¢ capaz de atravessar
varios metros na matéria. Sendo utilizada em radioterapia, radiografias
industriais e controle microbiolégico de alimentos embalados. (CALVO,
2005)
Como dito anteriormente, as radiacdes o, P e y sfo originadas no
decaimento radioativos de alguns elementos quimicos instaveis, esses
elementos sdo chamados de radiois6topos. As caracteristicas exigidas de
um radioisdtopo como fonte de raios- y apropriada para uso em
processos médicos ou industriais sao:

e Disponibilidade do is6topo em grande quantidade;

e Fornecimento de raios y com energia suficiente para penetrar

profundamente nos materiais;
e Meia-vida longa o suficiente para manter um ritmo constante de
rocessamento razoavel.

Apenas **'Cs e *°Co cumprirem esses requisitos e foram considerados
adequados para a esterilizagdo por raios-| |. A maioria das instalagdes de
esterilizagdo por radionuclideos usam o *°Co, que é produzido em um
reator nuclear pelo bombardeamento do ¥Co, que ocorre naturalmente,
com néutrons. O ®Co emite dois raios y (fétons) com energias de 1,33 e
1.17MeV e um elétron. Com uma meia-vida de 5,3 anos, a radiacéo
diminui em cerca de 10% ao ano. O *¥'Cs é um produto de fissdo,
recuperado a partir de elementos de combustiveis usados em reatores
nucleares. Tem uma meia vida de aproximadamente 30 anos e sua
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radiacio é composta por um elétron e um foton (0.66MeV)
(SPOTHEIM-MAURIZOT, BELLONI e DOUKI, 2008).

2.2.5 Irradiador

Embora os irradiadores atuais possam utilizar o **’Cs como fonte de
radiagdo y, 0s mais comuns usam como combustivel o ®°Co. Esse tipo
de equipamento é formado por uma camara de irradiacdo com paredes
de concreto blindado, onde fica armazenada a fonte de ®Co (pastilha).
Quando ndo estd em operagdo, a fonte permanecesse armazenada em
uma piscina de ago inox, com agua especialmente tratada, conforme
pode ser visto na Erro! Fonte de referéncia nio encontrada..
(WALDER e CAMARGO, 2005)

Nesse equipamento os tipo de equipamento, os produtos ficam
armazenados em "containers" e sdo levados ao interior da camara de
irradiacdo, onde rebem a dose programada (Erro! Fonte de referéncia
nio encontrada.).

ENTRADA DO CONTAINER
DA FONTE DE COBALTO

BLINDAGEM BIOLOGICA
o EXAUSTORES

SALA DE IRRADIACAO
SISTEMA DE TRANSPORTE EM MONOTRILHO 1% g 8 ¢ PISCINA

FILTROS
DE AR

REFRIGERADORES DA|
AGUA DA PISCINA

74

/
DEIONIZADOR
DE AGUA

GRADE DE FONTES
DE COBALTO 60

COMPRESSORES

Figura 7 - Esquema de irradiador de *°Co °
Fonte: http://www.cena.usp.br/irradiacao/irradiador.gif


http://www.cena.usp.br/irradiacao/irradiador.gif

44

2.3 MATERIAIS  ANTIMICROBIANOS: CONCEITOS E
ASPECTOS GERAIS

2.3.1 Aspectos Gerais

Os materiais antimicrobianos sdo compostos dotados da
capacidade de inibir o crescimento ou matar determinados micro-
organismos, tais como bactérias, protozoarios e fungos. A utilizagéo
dessa classe de materiais é bastante ampla, tanto em produtos quanto em
processos.

Durante toda a historia, a humanidade tem procurado meios de
controlar ou eliminar os micro-organismos nocivos. Nessa busca, varios
métodos tém sido utilizados: para a preservacdo da agua (e alguns
géneros alimenticios), utilizavam-se jarros de cobre ou prata; para a
preservacdo de carnes, a desidratacdo por sal ou a utilizacdo de
especiarias é utilizado até hoje. Além disso, diversos, varios agentes com
propriedades antimicrobianas (vinagre, vinho, mel, cloreto de mercdrio e
outros) também tém sido usados na limpeza de ferimentos (DENYER e
MAILLARD, 2002).

O desenvolvimento de anticépticos cirdrgicos no século XIX
marcou a introducdo do uso de desinfetantes. Desde esta época, 0 uso de
agua clorada, carvdo e solugbes fendlicas puras tém reduzido
drasticamente os casos de infec¢fes hospitalares. Desde entdo, diversos
compostos quimicos tem sido introduzidos na fabricagcdo de produtos
que hoje utilizados nas escolas e farméacias. Substancias como mercdrio
clorado, sulfato de cobre, peroxido de hidrogénio e agentes libertadores
de cloro, ainda sdo aplicados como agentes biocidas. Atualmente,
utilizam-se biocidas em géneros alimenticios e na medicina para
aumentar a longevidade dos alimentos e, em produtos farmacéuticos,
para manter a esterilidade de determinados compostos (produtos
farmacéuticos) (DENYER e MAILLARD, 2002).

O ano de 1928 foi marcante para a busca de novos agentes
antimicrobianos. Em um experimento com bactérias do tipo
Estafilococo, Alexander Fleming observou gque havia o crescimento de
um fungo chamado Penicilium notatum, que havia contaminado uma
placa de cultura de bactérias que deixara aberta por descuido. Este fungo
produzia uma substancia bacteriolitica difusivel, capaz de matar os
Estafilococos: a PENICILINA. Essa descoberta, considerada a
precursora dos antibidticos modernos, juntamente com 0S
desenvolvimentos obtidos por Florey e Chan nas técnicas de obtencéo do
produto, permitiram que desde 1939 a penicilina venha sendo utilizada
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no tratamento de infecgdes geradas por micro-organismos (DENYER e
MAILLARD, 2002).

Até a Segunda Guerra mundial a producdo de penicilina era
insuficiente para a demanda existente. Com o aumento do interesse em
desenvolver e pesquisar novos antibidticos, durante a guerra, outros
antibiéticos foram descobertos e ainda estabelecidos padrGes de
sensibilidade para outros micro-organismos. Em 1943, Waksman
descobriu a estreptomicina e, pouco depois, Dubos descobriu a
garamicina e a tirocidina. Em 1944, as pesquisas de Duggar resultaram
na descoberta da clortetraciclina (DENYER e MAILLARD, 2002).

Mesmo com o desenvolvimento de novos compostos biocidas,
novas cepas bacterianas resistentes tém surgido, exigindo o
desenvolvimento de métodos alternativos para o controle da proliferacéo
e prevencdo de doencas causadas por agentes microbioldgicos nocivos a
salde humana. Diante deste quadro, de certa forma, tais necessidades
contribuiram para o direcionamento de linhas de pesquisa e 0 avango da
ciéncia no estudo e desenvolvimento de materiais com propriedades
antimicrobianas, ou seja, materiais que apresentam o potencial de morte
as bactérias, fungos e outros micro-organismos.

Inimeras atividades de pesquisa tém proporcionado o
desenvolvimento de materiais antimicrobianos com propriedades
especiais. Essas propriedades podem ser adicionadas durante a sua
producdo, envolvendo técnicas e formulagfes especificas, de maneira
que apresentem acao biocida e que, a0 mesmo tempo, ndo comprometam
outras propriedades dos materiais, tais como as propriedades mecanicas,
elétricas, térmicas, magnéticas e outras.

Dentre os compostos biocidas, destacam-se os alguns &cidos
organicos, bactericinas, isoticianatos, benzoatos, sorbatos, imazalil,
dioxido de cloro e alguns ions metalicos. Estes compostos (agentes
antimicrobianos) podem ser empregados na forma de aditivos na
fabricacdo de produtos antimicrobianos com destinos de aplicagéo
especificos. Tais agentes interagem diretamente com as células dos
micro-organismos conduzindo-as a morte. De acordo com a aplicacdo,
diferentes métodos de producéo de materiais antimicrobianos podem ser
utilizados em virtude do produto final ou do agente antimicrobiano mais
apropriado. Por exemplo: sais contendo prata na forma idnica e o0s
compostos & base da molécula organica de Triclosan (um Tri-Cloro
Fenol) tém sido muito utilizados na producdo de materiais
antimicrobianos, devido os seus elevados efeitos bactericidas e baixos
efeitos toxicoldgicos.

No entanto, a utilizacdo de agentes biocidas como aditivos na
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producdo de materiais antimicrobianos exige avaliagdes rigorosas a
respeito do efeito biocida no material e da influéncia dos procedimentos
adotados para a producdo do material. Muitos destes agentes sdo téxicos
em elevadas concentracBes e/ou sofrem degradacOes a partir de
determinadas temperaturas e tipos de atmosferas. Desta forma, deve-se
fazer uma selegéo criteriosa do aditivo biocida, bem como do processo
de produgdo do material bactericida, de forma que este ndo se torne
toxico ou perca sua eficiéncia no momento do uso.

Uma vez dominada toda a tecnologia de producdo destes
materiais, as suas utilizagcbes em aplicagfes praticas € incontavel. A
utilizacdo de produtos desenvolvidos & base de materiais biocidas em
hospitais, unidades de ensino, sanitarios, em embalagens alimenticias,
laboratérios quimicos e bioquimicos e outros, apresentam-se como
forma preventiva e de combate a doencas.

2.3.2 Triclosan

O Triclosan ¢ o nome comercial para 0 composto de formula
2.4.4.-tricloro-2” hidroxi difenil éter. (Figura 8) E um solido branco,
pouco soltvel me dgua (10 mg / L), mas solivel em soluces diluidas de
alcalis e solventes organicos. Sua atividade ndo é comprometida por
sabdes, a maioria dos surfactantes, solventes organicos, acidos ou
alcalis, mas surfactantes etoxilados como polissorbato podem prender o
Triclosan dentro de micelas, impedindo a sua agdo (JONES, JAMPANI,
et al., 2000). Por apresentar elevada eficiéncia na acdo antimicrobiana,
aplica-se o Triclosan com concentragdes relativamente baixas, da ordem
de 0,05 a 2,00 % em massa, de acordo com as fungdes solicitadas pelos
produtos de interesse.

O Triclosan é geralmente bacteriostatico contra uma ampla y de
bactérias gram-positivas e gram-negativas, além de apresentar alguma
atividade fungistatica. Inibe estafilococos em concentragfes que variam
de 0,1a0,3 [1g/ ml. (FRAISE, LAMBERT e MAILLARD, 2004)

Cl OH

Cl Cl
Figura 8 — Molécula de Triclosan




47

Paradoxalmente, um nudmero de cepas de Escherichia coli sdo
inibidos por um intervalo de concentragdo semelhante. A maioria das
cepas de P. aeruginosa requerem concentragcdes variando de 100 a 1000

g / ml para a inibigdo. Inibe o crescimento de vérias espécies de mofo
uma faixa de 1 a 30 (g / ml. (MCDONNELL e RUSSELL, 1999) O
Triclosan € comumente encontrado em uma vasta y de produtos de
higiene pessoal, tais como cremes dentais, sabonetes, espumas de banho
e desodorantes. E ideal para estas aplicacdes como ela tem uma baixa
toxicidade e irritacdo e é substancial para a pele. Atualmente, tem-se
pesquisado uma variedade de outras aplicacfes para o Triclosan, como
por exemplo, na incorporacdo de plasticos e tecidos, com o intuito de
conferir atividades antimicrobianas. (ROBERTSON, 2009)

2.3.3 Vidro antimicrobiano a base de Zn

Praticamente todos os metais, principalmente os metais pesados,
exibem propriedades toxicas aos micro-organismos acima de certas
concentrages. Os principais mecanismos de toxidade baseiam-se na
forte habilidade de coordenacdo nas ligacdes quimicas. A variedade das
ligagBes existentes nos micro-organismos torna possivel que sofram
influéncia dos metais em alguma de suas etapas de crescimento e
desenvolvimento. Os efeitos toxicos incluem: bloqueio dos grupos
funcionais de importantes moléculas, como enzimas, polinucleotidios;
sistemas de transportes para nutrientes; troca ou deslocamento de ions
essenciais; e rompimento da integridade das membranas da célula e das
organelas (ANGIOLLETO, 2003).

Atualmente, vidros com caracteristicas antimicrobianas vém
sendo desenvolvidos com resultados bastante interessantes. Esses vidros
s&o produzidos realizando-se trocas idnicas onde o Na" € substituido por
Ag’. Embora ndo sejam tdo eficientes quanto os fons de Ag, o Zn
mostram-se bastante interessantes para o desenvolvimento de materiais
antimicrobianos, tanto pela baixa toxicidade aos seres humanos quanto
pelo custo.

2.4  CONTROLE MICROBIOLOGICO

O controle microbiol6gico visa eliminar, prevenir ou impedir o
crescimento de micro-organismos em uma ampla variedade de produtos
(DEAN, EVANS e HALL, 2005). A seguir serdo descritos 0s principais
métodos de controle antimicrobiano, bem como os niveis de protecéo
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conferidos por cada um (TSAI, 2006). Para facilitar o entendimento, na
Tabela 1 alguns termos utilizados no controle microbioldgico.

Limpeza: Embora possa até matar alguns micro-organismos, a
limpeza tem como objetivo a remocéao dos germes. Os agentes utilizados
para esse fim sdo agua e sabdo, detergentes, ultrassom e agentes
sanitizantes. Em alguns casos, se realiza a higienizacdo com agentes
bacteriostaticos, de maneira a inibir o crescimento de novas colénias.

Desinfestacdo: Combate os veiculos transmissores de doencas e
moléstias, tais como roedores, pequenos animais e insetos (mosquitos,
pulgas, piolhos, etc.).

Desinfeccdo: a desinfec¢do consiste na reducdo do nimero de
micro-organismos patogénicos, até um nivel que seja insuficiente para
causar algum mal. Em geral, a desinfecgdo elimina todos os micro-
organismos vivos, sem, no entanto, eliminar os esporos. Para isso,
utilizam-se agentes antissepticos, desinfetantes, germicidas, processos de
cloracdo, etc. No caso de alimentos, a pasteurizacdo também é
considerada um processo de desinfeccdo.

Esterilizacdo: em teoria, a esterilizagdo é um processo no qual
todos os organismos vivos sdo eliminados de um ambiente ou objeto,
inclusive as formas mais resistentes de esporos bacterianos. Mas na
pratica, a esterilizagdo ndo implica na total inativacdo das enzimas
celulares, toxinas, etc., portanto, é considerado estéril quando apenas um
microbio sobrevive a cada milhdo eliminado.

Esterilizacio Comercial: 0s processos de esterilizagdo,
principalmente envolvendo o calor, podem provocar alteracBes
nutricionais e organolépticas nos alimentos, muitas vezes os tornando
inadequados para o consumo. Dessa forma, a utilizacdo de técnicas
menos agressivas se faz necessario para a conservagdo de alimentos.
Essas técnicas sdo chamadas de esterilizacdo comercial ou apertizacao.
Nesses casos, 0 tratamento térmico inativa todos 0s micro-organismos
patogénicos e deterioradores que possam crescer sob condi¢fes normais
de estocagem. Os alimentos comercialmente estéreis podem conter um
pequeno numero de esporos termorresistentes, que ndo se multiplicam
no alimento.

Pasteurizag¢do: a pasteurizacdo € um processo de tratamento
térmico de alimentos onde sdo utilizadas temperaturas inferiores as de
esterilizagdo. ( aproximadamente 62°C durante 30 minutos ou 72°C, por
15 segundos). Nesses casos, 0S micro-organismos ndo Sdo
completamente eliminados, mas seu metabolismo é retardado, devido a
desativacdo de algumas enzimas (OLIVEIRA, 2006).
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Tabela 1 - Termos aplicados ao controle microbiol6gico

Termo Defini¢ao
Um agente quimico que pode ser usado topicamente
Antisséptico no tecido para destruir ou controlar o crescimento de

micro-organismos

Um agente quimico usado em objetos e superficies

Desinfetante para destruir ou controlar o crescimento de micro-
organismos
A destruicdo de todos os micro-organismos em ou
Esterilizacdo sobre um material (como ataduras) ou liquidos (tais

como fluidos irritantes)

Um agente que inibe o crescimento de um micro-

microbio-estatico organismo (por exemplo, bacteriostatico)

Um agente que mata 0Ss micro-organismos

microbio -cida | - tericida, por exemplo)

2.4.1 Mecanismos e Cinética de Desinfeccio

Na desinfeccdo, os agentes quimicos inibem o crescimento de
micro-organismos (proximo a zero), por meio de uma ou multiplas
reacdes que danificam componentes das células. Dessa forma, agentes
bactericidas sdo mais eficientes que os bacteriostaticos, uma vez que no
bactericida, a taxa de morte das bactérias € maior que a de crescimento.
Os agentes antimicrobianos basicamente em dois componentes basicos
de qualquer micro-organismo: proteinas (capa proteica de virus) e
membranas (procarioticas e eucarioticas). (GOOCH, 2010)

2.4.1.1 Proteinas

Boa parte das células é composta de proteinas, bem como as suas
enzimas. A alteracdo de uma proteina é denominada desnaturacdo. Na
desnaturagdo, as ligagdes de pontes de hidrogénio e de dissulfetos sdo
rompidas fazendo com que essas proteinas percam a sua funcionalidade,
portanto, agentes que desnaturam proteinas, as impedem de realizar as
suas funcGes naturais.

As proteinas sdo desnaturadas temporariamente quando tratadas
com calor, acidos fracos ou bases, voltando muitas vezes sua forma
original. No entanto, acima de certos valores, tanto a concentracdo dos
agentes desnaturantes quanto a temperatura de tratamento tornam essa
desnaturacdo permanente. Dessa forma, quando a deshaturacdo é




50

temporaria, 0 agente é germistatico e quando é permanente, é germicida.
As principais reacfes de desnaturacdo de proteinas sdo a oxidacéo,
hidrélise e a fixacdo de atomos ou grupos funcionais.

2.4.1.2 Membranas

As membranas sdo basicamente constituidas por proteinas e
lipidios, o que as torna sensiveis a todas as reacdes de desnaturacdo de
proteinas. Quanto aos lipidios presentes nas membranas, varios agentes
podem perturbar suas funcdes:

e Solventes organicos como o etanol, por exemplo,
podem dissolver esses lipidios;

e Agentes surfactantes podem reduzir a energia livre de
superficies e emulsifica-los;

e As membranas sdo carregadas negativamente e sdo
afetadas por agentes catibnicos, tais como sais
quaternarios de amoénio e compostos de biguanida
incluindo clorexidina.

A penetracdo da parede celular para o ndcleo de protoplasma
procaridticas e células eucariéticas é comum e resulta na fuga de um dos
componentes de dentro da célula, destruindo-a.

2.4.2  Outras reacoes

Além dos agentes quimicos e do calor, as radiacGes ultravioleta e
ionizantes (radiacdo v, raios-X e elétrons acelerados) também atuam no
controle microbiolégico. Em ambos 0s casos, o efeito é sobre 0 DNA e 0
RNA destruindo-o0 ou alterando-o de forma a impedir que a células
consigam realizar as suas funcgdes vitais basicas ou simplesmente
impedindo a sua reproducéo.

2.5 ESTERILIZACAO

Conforme visto no inicio do item 2.4, a esterilizacdo consiste na
eliminacéo quase que completa das formas viaveis de micro-organismos
de um determinado produto. Assim, quando comparado com a
desinfeccdo, a esterilizacdo ¢ muito mais exigente, uma vez que para ser
considerado estéril, o material deve estar livre de todos os micro-
organismos, inclusive esporos. Dessa forma, podemos citar as
caracteristicas de um agente esterilizante ideal (GOOCH, 2010).
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e Excelente  atividade antimicrobiana  (inclusive
esporicida);

e Auséncia de residuos no produto apés o tratamento de
esterilizacdo;

o NA&o atacar o material em tratamento;

o Alto poder de penetracdo (poros, fibras, etc.);

e Atdxico ao meio ambiente.

Os principais métodos de esterilizacdo sdo a esterilizacdo por

calor (seco e Umido), quimica e por radiacao.

2.5.1 Esterilizacio por calor
2.5.1.1 Caloraseco

Utiliza-se de fornos providos de ventiladores para a circulagéo do
ar quente para esterilizacdo, geralmente de material estavel e de
instrumentos. Ndo tem a mesma eficiéncia que o processo a vapor, uma
vez que 0 ar seco tem uma capacidade de troca de calor inferior ao
vapor, exigindo temperaturas mais altas (indo de 130°C a mais de
200°C). Além disso, 0 ar seco ndo tem a capacidade de romper as pontes
de hidrogénio presentes nas membranas celulares, da mesma forma que
o vapor. (FRAISE, LAMBERT e MAILLARD, 2004)

O calor seco como meio de esterilizacdo é reservado para 0s
produtos e materiais que contém pouca ou nenhuma agua e ndo podem
ser saturado com vapor durante o ciclo de aquecimento. E usado para
secar as drogas em pd, recipientes resistentes ao calor (mas ndo artigos
de borracha), alguns tipos de curativos e instrumentos cirdrgicos. Os
instrumentos incluem bisturis metal, aco, instrumentos e seringas de
vidro (embora a maioria das seringas sejam feitas de plastico e, portanto,
sdo descartaveis). A vantagem da esterilizag8o por calor seco de seringas
é que elas podem ser esterilizadas totalmente montadas. As dificuldades
associadas com seringas autoclave incluem a falta de penetracdo do
vapor, reforcada pelo efeito protetor dos lubrificantes, e a necessidade de
monta-los apos a esterilizacdo. (FRAISE, LAMBERT e MAILLARD,
2004)
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2.5.1.2 Calor tmido

O principal método de esterilizagdo por calor a Umido é a
autoclavagem. Nesse processo, a agua aquecida em recipiente fechado,
onde o vapor fica retido sob pressdo, atingindo uma temperatura mais
elevada do que a suas temperatura de ebulicdo, sem entrar em ebulicdo.

No autoclave, o que realmente esteriliza é o calor imido e nédo a
pressdo. A morte dos microrganismos pela autoclave termo-coagulacéo e
desnaturacdo ocorre pela das proteinas microbianas.

Dentre as principais vantagens destacam-se o baixo custo e
facilidade de uso. No entanto, ndo deve ser utilizado na esterilizagdo de
materiais sensiveis a umidade, pds e liquidos.

2.5.2 KEsterilizacdo quimica por 6xido de etileno

A esterilizacdo quimica consiste na utilizacdo de um poderoso
agente bactericida, em geral, na forma de gas. Dentre 0s processos de
esterilizacdo quimica, o mais utilizado é a esterilizagcdo por Oxido de
etileno (EtO).

O EtO é um epdxido com a férmula estrutural C,H;0 de peso
molecular igual a 44,05. E um gas incolor a temperatura e pressdo
atmosférica. Apresenta ponto de ebulicdo a 10,8°C; ponto de fusdo a -
112°C; ponto de fulgor a -20°C e ponto de ignicdo a 429°C
(VIGGIANO, GODOI e MARTINS). E extremamente toxico,
carcinogénico e explosivo, o que exige controles rigorosos de qualidade
e segurancga. A portaria interministerial n°® 482 de 16 de abril de 1999,
proibe terminantemente o uso da esterilizacdo por EtO para esterilizagéo
de materiais e artigos que ndo sejam de uso médico-hospitalares
(WALDER e CAMARGO).

2.5.3 KEsterilizacio por radiacio

Como visto anteriormente, as técnicas de esterilizacdo por calor e
por EtO, ndo podem ser utilizadas em muitos casos. Materiais sensiveis
ao calor e a umidade como poliamidas e metais suscetiveis a oxidagéo
em presenca de agua, ndo podem ser esterilizados por autoclave ou até
mesmo calor a seco. Muitos cosméticos, farmacos e medicamentos,
também necessitam de esterilizagcdo, mas podem reagir em presenca de
produtos quimicos esterilizantes. Além disso, residuos desses agentes
podem ser toxicos aos seres humanos. Por esses motivos, a esterilizacdo
por radiacdo tem ganhado cada vez mais aplicacdes.
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Existem dois tipos de basicos de esterilizagdo por radiacdo: por
radiacdo ndo ionizante (ultravioleta (UV)) e radiagdes ionizantes

2.5.3.1 Esterilizacdo por radiacdo UV

A radiagdo UV (de 200 a 400 nm) é bastante letal, mas sua
penetrabilidade é bastante baixa, ndo atravessando vidros, filmes sujos e
outros materiais. Por isso, sua eficiéncia limita-se a eliminar micro-
organismos presentes em superficies, no ar e liquidos transparentes ao
ultravioleta, como na desinfeccdo da agua. A radiacdo UV também pode
ser usada para destruir vestigios de contaminacdo do DNA em armarios
e aparelhos utilizados para manipular o DNA. (KOWALSKI, 2009)

Embora diversas reagBes danosas possam ocorrer nos micro-
organismos durante a exposicao a radiacdo UV, seu principal alvo é o
DNA. Por esse motivo, a maioria das ldmpadas UV comerciais emitem
luz ultravioleta em torno de 254 nm, o que corresponde & maxima
absorcdo de bases de DNA. (KOWALSKI, 2009)

Por outro lado, ndo podem ser descartados outros efeitos
deletérios do UV, uma vez que quando a 330-480 nm, observa-se dano
celular, sem estar primariamente relacionado ao ataque ao DNA. O
principal mecanismo é o foto-envelhecimento, que ocorre pela
monomerizagcdo de dimeros da pirimidina. No entanto, embora esse
efeito também cause danos aos micro-organismos, seu efeito é bastante
limitado. (KOWALSKI, 2009)

2.5.4 Esterilizacio por radia¢ao [

Radiacéo ionizante na forma de raios-[| de is6topos radioativos
(por exemplo, o cobalto-60) ou feixes de elétrons de alta velocidade,
produzida por aceleradores de particulas é amplamente utilizado como
uma alternativa & esterilizagdo gasosa para a esterilizagdo terminal de
produtos farmacéuticos ou médicos. Esses métodos sdo de especial valor
para 0s produtos que ndo podem suportar 0s procedimentos
convencionais de esterilizagdo por calor. As radiacfes ionizantes
removem elétrons dos 4&tomos do material por onde passam. Os efeitos
guimicos e bioldgicos que matam organismos contaminantes sao
produzidos por esses elétrons e através da geragdo de radicais livres
altamente reativos. E evidente que estas espécies ativas podem também
exercer indesejados efeitos nocivos sobre tanto em produtos
farmacéuticos e materiais de embalagem. Procedimentos de esterilizacdo
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devem equilibrar a acdo antimicrobiana contra os efeitos deletérios sobre
0 produto a ser irradiado.

2.5.4.1 Unidades da radiacdo nuclear

Devido a elevada energia associada as radiacdes nucleares, em
relacdo as ligacdes quimicas, a absorcdo dessa radiacdo pela matéria,
gera diversas reacdes quimicas. No caso dos tecidos vivos, essas reacdes
podem causar lesdes graves e até a morte. Existem basicamente dois
tipos de unidades de para quantificar a energia transferida durante o
processo de irradiagdo: medidas fisicas e bioldgicas.

As unidades fisicas medem a atividade da fonte de radiacdo. A
unidade do Sl de radiacdo nuclear fisica é o Becquerel (Bg). Uma fonte
de radiacdo de atividade de 1 Bqg tem uma desintegracdo nuclear por
segundo. A unidade de radiacdo nuclear biol6gica tem por objetivo
medir o efeito da radiacdo nuclear sobre tecidos vivos. Sua unidade no
Sl é o Gray (Gy) e equivale a transferéncia de 1 J por 1 kg de tecido
vivo. Uma outra unidade mais antiga de medida é o rad (dose de
radiacdo absorvida) que equivale a transferéncia de 100 ergs para
19(0,01 J / kg) de tecido. Portanto, uma dose de 25kGy, que é a dose
habitual para a esterilizagéo (ver item 2.5.4.2), equivale a 2,5Mrad.

2.5.4.2 Dose para atingir um nivel de garantia de esterilidade (SAL)

A esterilizacdo é definida como um processo que torna um
produto livre de micro-organismos viaveis. Como o processo de morte é
descrita por uma funcdo exponencial, a presenga de microrganismos
viaveis remanescentes no item individual sé pode ser expresso em
termos de probabilidade. Embora estatisticamente possa ser reduzida a
um numero extremamente baixo pelo processo de esterilizagdo, ela
nunca pode ser considerado como sendo zero. A probabilidade pode ser
expressa como um nivel de garantia de esterilidade (sterility assurance
level (SAL)), que é a probabilidade de um microrganismo viavel estar
presente na unidade do produto apds a esterilizacdo. A “Medical Devices
Directorate” afirma que a administracdo de uma dose de radiagdo em
excesso de 25kGy (2,5Mrad) é aceito como garantia de esterilidade. A
dose de 25 kGy é baseada em uma analise da resisténcia de radiacéo de
micro-organismos. (RATNER, HOFFMAN, et al., 2004)
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2.5.4.3 Mecanismos de ac¢do letal

No caso da esterilizagdo por radiagdo, a inativacdo de
microrganismos ocorre de duas formas:

Diretamente: ionizando diretamente uma molécula vital a célula,
como o DNA, enzimas, proteinas, etc.;

Indiretamente: por meio da reacdo dos radicais livres produzidos

no liquido celular.

Os principais alvos das radiagdes ionizantes em micro-organismos
sdo acidos nucléicos, principalmente do DNA e do RNA (inclusive em
virus). Danos adicionais podem ser causados as membranas celulares e
enzimas envolvidas no reparo de &cido nucléico (INTERNATIONAL
ATOMIC ENERGY AGENCY, 2008).

As radiagOes ionizantes induzem danos estruturais no DNA
microbiano, 0 que, a menos que seja reparado, vai impedir a sintese de
DNA e/ou causar algum erro na sintese de novas proteinas, levando a
morte celular. (RATNER, HOFFMAN, et al., 2004)

A radiacdo [| atua particularmente com a 4agua no interior das
células, gerando radicais livres do tipo H" e OH" (além de um elétron
livre) que sdo capazes de se difundir e atacar o DNA. Vale a pena
ressaltar que o radical OH" é o responsavel por 90% dos danos ao DNA,
pois atacam as ligacdes fosfodiéster do DNA, resultando na quebra das
fitas simples e duplas. Danos aos agucares e bases também pode ocorrer,
por exemplo, a producdo de 5,6-dihidroxi-5,6-dihidrotimina (timina
glicol) a partir da timina; (FRAISE, LAMBERT e MAILLARD, 2004)
(INTERNATIONAL ATOMIC ENERGY AGENCY, 2008).

2.5.4.4 Vantagens e aplicag¢Oes da esterilizagdo por radiagéo

Umas das caracteristicas mais interessante da esterilizacdo por
radiacdo, é que o aumento da temperatura do produto irradiado é
insignificante. Isso permite a sua utilizacdo em produtos sensiveis ao
calor, tais como farmacos, alimentos, termoplasticos, borrachas, téxteis,
metais, papéis, vidros, adesivos, tintas, etc. (SOMMERS e FAN, 2006)
(ARVANITOYANNIS, 2010) (HAN, 2007). Essa grande quantidade de
produtos compativeis com a esterilizacdo permite uma reducdo nos
custos de implantacdo de uma unidade esterilizadora.

Sua alta penetrabilidade assegura uma esterilizacdo completa,
mesmo de produtos que possuam cavidades de dificil penetracdo por
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gases. Com isso, elimina-se a necessidade da utilizacdo de embalagens
permeaveis a gases e, a0 mesmo tempo, permite que o produto seja
esterilizado j& em sua embalagem final. Neste caso, evita-se a
recontaminacdo do produto, uma vez que este se mantém estéril até o
momento da abertura da embalagem. (INTERNATIONAL ATOMIC
ENERGY AGENCY, 2008)

Diferentemente como acontece com a esterilizagdo por EtO, uma
vez encerrado o processo de esterilizagdo o produto esta pronto para o
uso, ndo necessitando de quarentena nem processos posteriores para a
remocdo de residuos do agente esterilizante (FRAISE, LAMBERT e
MAILLARD, 2004) (INTERNATIONAL ATOMIC ENERGY
AGENCY, 2008).

2.6 EFEITOS DA RADIAGCAO (| EM POLIMEROS

2.6.1 Reacdes por radicais livres

Para os materiais poliméricos o principal mecanismo de danos
provocados pela radiacdo é pela formacdo de radicais livres. O dano é
iniciado com a ejecdo de um elétron de alta energia (MARK, 2003). As
reacOes sdo mostradas na Figura 9.

R > R" +e } geracdo de elétrons livres

e +R > R" + 2e} ionizacio

R*+e > R} estados eletrdnicos muito excitados
Figura 9 - Reac0es de geracdo de estados eletrdnicos muito excitados

Estes radicais que se encontram no estado excitado decaem para o
estado fundamental, emitindo fosforescéncia e fluorescéncia, ou por
meio de reagBes quimicas, por quebra das ligagbes heteroliticas
produzindo ions, ou por quebra das ligacbes homoliticas, favorecendo a
formag&o de radicais livres (Figura 10) (MARK, 2003):

RX* >R + X

Figura 10 - Formac&o dos radicais livres

Em geral, para polimeros, é a geracdo de radicais livres que
domina. Isto leva a rea¢Bes de radicais livres que dependem da quimica
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do polimero e das condi¢Ges ambientais. Tais reagfes podem resultar na
guebra da cadeia principal, a recombinacdo, ou desproporcionalmente
como exemplificado abaixo em polietileno (MARK, 2003) (Figura 11):

—~(CHz-CHa)— > —(H,C'+ 'CH; )- } quebra da cadeia
—(CHy" + CH, )~ > —(CH,; —CH, )~ } recombinagdo
—(CH, —"CH, + "CH, )- = —(CH2 =CH2+CHj3 )~ } desproporcionalizagio

Figura 11 - Reacg0es provocadas por radicais livres

Se o grupo lateral do polimero esta envolvido na cisdo, pequenos
fragmentos radicais sdo gerados, como um radical de hidrogénio. O
perigo desta reacdo é que este pequeno radical é altamente reativo e
movel, sendo capaz de se difundir grandes distancias, provocando
reacOes diversas (MARK, 2003).

2.6.2 Efeito do Meio Ambiente

A acdo da radiagdo ionizante pode resultar em quebra da cadeia
ou de reticulagdo, dependendo do ambiente em que o tratamento é
realizado, da disponibilidade de gases reagentes ou radicais dentro do
préprio polimero. Além disso, a suscetibilidade a degradacdo depende
das caracteristicas intrinsecas da cadeia principal do polimero. Embora
muitos polimeros sofram tanto quebra quanto reticulacdo das cadeias, na
maioria dos casos apenas um dos mecanismos predomina.

2.6.2.1 Auséncia de oxigénio

A natureza da estrutura do polimero determina a sua resposta e
alteragdes fisicas apds a exposicdo a radiacdo ionizante. Em geral,
polimeros com estrutura do tipo -(CH,-CR’R’’)- tem predominancia de
quebra das cadeias, e polimeros do tipo -(CH,-CHR’)- favorecem a
formacéo de ligacOes cruzadas. Como exemplo, o poli(metilmetacrilato)
(PMMA) é um polimero do primeiro tipo, onde os grupos laterais R” =
CH3; e R”” = COOCH; fazem com que a quebra das cadeias prevaleca.
Por outro lado, o poli(acrilato de metila) é um polimero do segundo tipo,
com o radical R = COOCHj3;, por isso, predominam a formacdo de
ligagdes cruzadas. Em geral, polimeros com altas concentracbes de
atomos de carbono quaternarios ao longo da cadeia sofrem cisdo
enquanto em polimeros sem este tipo de grupos, predominam a
formacdo de ligagBes cruzadas. A presenca de insaturacdes na cadeia
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polimérica contribui para este efeito e aumenta a producéo de reticulacao
(borracha natural € um exemplo). A presenca de grupos aromaticos, ao
contrario, reduz o efeito da radiacdo (o poliestireno [PS] é um dos
polimeros mais resistentes a radiacdes ionizantes). Na Tabela 2 estéo
listados alguns polimeros e os mecanismos predominantes durante o
tratamento com radiagéo [ I.

Tabela 2 - Tipo de reacdo dos polimeros durante a exposicdo a radiagdo
(adaptado de Encyclopedia of Polymer Science and Technology (MARK,

2003).

Predominam quebras de cadeia

Predominam liga¢des cruzadas

Poli (metil metacrilato)

Polietileno

Poliisobuteno Polipropileno

Poli [1-metil-estireno Poliestireno

Poli cloreto de vinilideno Poliacrilatos

Poli fluoreto de vinila Poliamidas
Poliacrilonitrila Poli cloreto de vinila
Politetrafluoretileno Poliésteres

Celulose e derivados

Elastémeros insaturados

DNA

Borracha natural

2.6.2.2 Presenca de oxigénio

O meio ambiente afeta drasticamente a resposta de um polimero
de exposicdo a radiacdo. Quando a radiacdo ionizante é feita no ar, pode
haver uma propensdo para a severa degradacdo estrutural do polimero. A
maioria dos polimeros, mesmo aqueles que ligacGes cruzadas em um
ambiente inerte, terdo uma tendéncia a sofrer cisdo de cadeia quando o
oxigénio esta disponivel durante a ionizacdo. Nesses casos, a
classificagdo geral descrito na Tabela 1 ndo é mais valida. Além disso,
danos muitas vezes ocorrem em doses de radiagdo muito menor, e a
degradacdo torna-se um processo dependente do tempo. O mecanismo
dependente do tempo de reacBes de radicais livres constitui grande
preocupacdo para a degradacdo de polimeros de radiacdo, especialmente
na presenca de oxigénio, devido a sua elevada mobilidade de difuséo e
reatividade. As reacbes dos radicais livres na oxidacdo de polimeros,
induzida pela radiacdo, sdo mostradas na Tabela 3:

A alta capacidade de difusdo de oxigénio proporciona uma maior
penetracdo no polimero, resultando na geragéo de radicais livres reativos
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gue podem ser de longa duragdo. Estes radicais sdo fortemente
oxidantes, e reagem criando dentro do polimero, uma série de compostos
quimicos, tais como acidos carboxilicos, cetonas, ésteres, derivados de
alcoois e peroxidos. As reagdes dos radicais livres produzem produtos
gasosos e ha presenca do oxigénio podem resultar em gés carbénico,
mondxido de carbono e vapor de agua. A degradacdo de perdxidos
favorece a formacéo de ligagdes cruzadas e promove a geracdo de mais
radicais livres dentro do polimero.

Tabela 3 - Reag8es promovidas pela radiacdo, em presenca de O,

R+ >R Iniciacdo
R +0, 2 RO,

RO, + -RH - ROH + R’
RO,H + -RH > RO’ + "OH

RO +-RH> H,O+R

- Promotores de quebra ou
RO:H, ROz, R ligagBes cruzadas
2RO, 2 RO,R + O, Terminacdo

Propagacéo

2.6.3 Efeitos da radiacio sobre polietilenos

Os polietilenos tém inumeras aplicagdes na industria médica, por
esse motivo, a influéncia da radiacdo, seja na esterilizacdo de produtos
ou na reticulagdo das cadeias, tem sido objeto de inUmeros estudos.

Conforme dito no item 2.6.1, quando o polietileno ¢ irradiado na
presenca de oxigénio, o mecanismo favorecido de degradacdo é o de
formagdo de ligagBGes cruzadas. Estas ligacfes cruzadas sdo geradas
principalmente nas fases amorfas e ao longo da interface dentre as fases
cristalinas e amorfas. Em geral, a densidade de ligacGes cruzadas
aumenta a medida que a cristalinidade diminui. Dessa forma, quando
irradiado no estado fundido, h4& uma maior formacdo de ligagdes
cruzadas reduzindo a capacidade cristalizacdo do material. Além disso,
devido as caracteristicas intrinsecas da cadeia principal do polietileno,
ocorrem algumas reagdes especificas este material, dentre elas, a geragéo
de géas hidrogénio, insaturacdo das ligacGes trans-vinileno e degradagéo
dos grupos finais vinil. (CHARLESBY, 1967) A insaturacdo do trans-
vinileno ndo depende do peso molecular, mas é linearmente dependente
da dose de radiacdo tornando-se um dosimetro eficiente.

Em geral, o efeito da radiacdo [/, que resulta em formagdo de
ligagbes cruzadas, é considerado benéfico as propriedades mecénicas
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dos polietilenos. Uma reticulagdo moderada no PEAD resulta num
aumento do limite de escoamento e do mddulo de elasticidade.

A reticulacdo do PEUAPM é de grande interesse ortopédico, uma
vez que é utilizado na producdo de préteses ortopédicas (item 2.1.2.6).
Estudos recentes tém mostrado que o aumento das reticulagcbes aumenta
drasticamente a resisténcia ao desgaste nas superficies de apoio dessas
préteses ortopédicas. No entanto, em casos em que ndo ha cuidado com
a presenca de oxigénio molecular durante o processo de irradiacdo, o
mecanismo prevalecente é o de oxidagdo e quebra das cadeias,
fragilizando o material. Este problema tem atormentado a comunidade
ortopédica por muito tempo, isso porque muitas empresas produtoras de
préteses ortopédicas usavam a esterilizagdo por radiagdo [/ ao ar, como
fonte de esterilizacdo. Atualmente, a esterilizacdo por esse método é
feita embalando os produtos em embalagens evacuadas ou preenchidas
com gases inertes (Figura 12). (KURTZ, 2009)

Figura 12 - Embalagens para esterilizacdo de proteses de PEUAPM: (a)
embalagem a vécuo (b) embalagem com caracteristicas de barreira, preenchida
com N,

2.6.4 Efeitos da radiaciio sobre poliamidas

As poliamidas sdo normalmente utilizadas em matérias para
suturas médicas e em poliméricos para angioplastia com baldo. As
poliamidas sdo materiais reticulaveis, mas também sensiveis as reacdes
de quebras de cadeias por radiacdo [I. Este comportamento tem sido
relacionado com o nimero de grupos CH3- ou atomos de hidrogénio na
estrutura do polimero. Assim como o polietileno, sdo drasticamente
afetadas pelo ambiente no qual a irradiacdo é realizada. Na auséncia de
oxigénio ha pouca mudanga na resisténcia a tragdo, no entanto, na
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presenca de oxigénio, hd uma reducdo consideravel no limite de ruptura.
As poliamidas podem ser estabilizadas com a adicdo de grupos
aromaticos.

2.7 EFEITOS DA RADIAGAO (1 NO TRICLOSAN

Ustiindag e Korkmaz (USTUNDAg e KORKMAZ, 2009)
estudaram o efeito da degradacdo causada pela radiagdo no
Triclosan. Segundo esse estudo, o efeito da radiagdo [1[1é muito
semelhante ao provocado pela radiagdo UV. A fotodegradacdo do
Triclosan resulta na producdo de radicais intermediarios segundo dois
possiveis caminhos (Figura 13)).

Cl Cl
/
\ /,_<
o N 20— Y
hv ; ]'IV /:_
= 0 - 0 H,
a -H*-C1 N\ +e \
, {0 CE
Ho— = =
‘/\,;/ Cl H, Cl
o
\
- ﬂ N cl Cl
= 7\ VAR
a HO—S_/‘) Ho—(
hv = hv or H*
s 0

Figura 13 - Caminhos possiveis para a fotodegradacdo do Triclosan, gerando
radicais ndo idnicos.

Na rota superior, ocorre a remocdo de ions H" e CI', seguida de
uma reducdo por um féton e um elétron, gerando um radical aniénico.
Na segunda rota, apenas o CI" é removido, gerando um cétion-Triclosan.

Outros estudos relatam que estes radicais podem formar
dibenzodicloro-p-dioxina (DCDD), dibenzo-p-dioxina, clorofenol,
diclorofenol e fenol. No entanto, estes estudos foram realizados
utilizando-se Triclosan em solugdo e indicam que esses compostos se
formam na presenca de radicais OH™ (SON, KO e ZOH, 2009).
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Em termos de sensibilidade a radiacdo, Ustiindag e Korkmaz
(USTUNDAg e KORKMAZ, 2009) afirmam que o seu valor G para o
Triclosan é de 0,12. O “valor G” ¢ utilizado como referencia em termos
de suscetibilidade ao efeito das radiacdes ionizantes e indica 0 nimero
de eventos (formacdo de ligacBes cruzadas, cisdes, ionizacdo de
moléculas, etc.) provocados por cada 100 eV de energia absorvida, isto
é, o nimero de ligagBes quimicas modificadas por cada 100 eV (MELO,
2004). Quando convertido em unidades do sistema universal, temos
12,4x10° mol/J (SPOTHEIM-MAURIZOT, BELLONI e DOUKI,
2008). Para efeito de comparacdo, o PEAD apresenta valores de G de
cerca de 119x10° mol/J e o PA6 de 145x10° mol/J (MAKUUCHI e
CHENG, 2012).



3 MATERIAIS E METODOS

3.1 PREPARAGCAO DAS AMOSTRAS

Como resinas poliméricas foram empregadas o Polietileno de Alta
densidade (PEAD) e a Poliamida-6.0 (PA6). As amostras de PEAD e de
PA6 foram aditivadas com compostos antimicrobianos de natureza
organica e inorganica. Como composto organico foi empregado o
composto de nome comercial Triclosan, de nome cientifico 5-cloro-2-
(2,4-diclorofenoxi) fenol, e como composto inorganico um material
vitreo dopado de zinco ibnico.

Na Tabela 4 sdo apresentadas as concentracdes dos aditivos
testados e os polimeros utilizados. Os valores variaram de 0 a 2,5% em
intervalos de 0,5%. Esses valores foram utilizados, pois é de muito
comum considerar como aditivo toda substancia adicionada a um
polimero que altere alguma propriedade quimica ou fisica em até 2,5%.
Embora ndo haja um consenso quanto a esses valores, € comum
considerar que adi¢cBes acima destes valores sejam consideradas como
“cargas”.

Tabela 4 - Concentragdes dos aditivos nos polimeros

Polimeros
PEAD PA6
0,0 0,0
0,5 0,5
Aditivos (Triclosan e 1,0 1,0
Vidro) (%) 1,5 1,5
2,0 2,0
2,5 2,5

Os aditivos na forma de pé foram inicialmente misturados
mecanicamente com o0s polimeros ainda na forma de pellets. Uma vez
realizada a mistura, cada composi¢do foi homogeneizadas em uma
extrusora convencional mono-rosca, da marca Oryzon, modelo Oryzon-
OZ-E-EX-L22, e de relagdo L/D igual a 17. Os parametros de
processamento foram definidos de acordo com as especificacbes do
fabricante de cada resina termoplastica. Ap6s a primeira extrusdo, os
grdos obtidos no processo foram misturados mecanicamente e
novamente extrudados no mesmo sistema, de maneira a garantir nao
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apenas a boa dispersdo, mas também a boa distribuicdo do aditivo no
polimero.

Apos essa etapa, foram avaliados os efeitos do percentual de
aditivos no efeito antimicrobiano dos compostos poliméricos. Essas
avaliacGes foram realizadas por meio de testes de difusdo em &gar e
concentragcdo minima inibitéria (CMI).

3.2 IRRADIAGCAO DAS AMOSTRAS

As amostras de PEAD e de PAG6 aditivadas com diferentes
compostos  antimicrobianos foram irradiadas num Irradiador
Multipropésito de ®Co do Instituto de Pesquisas Energéticas e
Nucleares (IPEN). O nivel de radiagdo foi estabelecido considerando que
para a esterilizacdo de embalagens para alimentos sdo empregados de
0,1 kGy até 10 kGy e para esterilizagdo de produtos hospitalares niveis
de 25 kGy (ARVANITOYANNIS, 2010). Assim, como nivel de
radiacdo de trabalho foi optado por 25 kGy (sterility assurance level
(SAL)). (FRAISE, LAMBERT e MAILLARD, 2004) . (RATNER,
HOFFMAN, et al., 2004).

No total, foram irradiados aproximadamente 20g de cada
formulagdo, totalizando 100 g de PEAD e PAG6 aditivados com
Triclosan, 100g de PEAD e PAG6 aditivados com o vidro antimicrobiano,
20g de PEAD e PA6 sem aditivos e 50g de cada aditivo puro. No total
foram 400g de polimeros aditivados, 40 g de polimeros néo aditivados e
100g de aditivos puros.

3.3 CARACTEFyZAQAo DAS AMOSTRAS PRE E POS-
IRRADIACAO

3.4  ANALISES MICROBIOLOGICAS

Os ensaios microbiolégicos foram realizados com a finalidade de
determinar a eficiéncia antimicrobiana dos compostos de PEAD e PA6
contendo ou néo os aditivos biocidas e irradiados ou no irradiados..

Para tanto, foram realizados testes qualitativos (método de discos-
difusdo em 4gar) com os corpos de prova polimero/aditivo e aditivos
puros irradiados. Também foram realizados testes quantitativos de
Concentracdo Inibitéria Minima com os aditivos puros.
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Os testes foram realizados antes e ap6s a exposicao a radiacao v,
de maneira a identificar possiveis alteracGes na capacidade biocida das
amostras. Os testes foram realizados com dois tipos de cepas de
bactérias: Escherichia coli (E. coli) e Staphylococcus aureus (S. aureus),
gram-negativa e gram-positiva, respectivamente.

Ainda foram realizados testes com leveduras, de forma a avaliar o
desempenho antimicrobiano antes e apds a irradiagdo também em
fungos. Nesse caso, optou-se por adaptar uma técnica utilizada no
controle de processo de fermentacdo nas industrias de bebidas e de
alcool combustiveis que consiste na avaliagdo do comportamento de
curvas de atenuacdo. Mais detalhes sobre a técnica estdo no item 3.4.1.3.

3.4.1.1 Difusdo em agar

Os testes de difusdo em agar foram aplicados nesse trabalho com
0 objetivo avaliar o efeito da concentracdo dos aditivos na eficiéncia
antimicrobiana do PEAD e da PA6, bem como avaliar também o efeito
da irradiacdo sobre a propriedade antimicrobiana dos polimeros.

A técnica de difusdo em &gar adaptado € um teste qualitativo,
onde as amostras a serem testadas sdo colocadas sobre uma superficie de
agar previamente semeada com um determinado microrganismo, de
maneira homogénea em uma placa de petri. Uma vez prontas, as placas
de petri sdo devidamente acondicionadas em uma estufa a 37 °C por 18
h. Durante esse periodo, 0 agente antimicrobiano podera difundir-se para
0 agar e impedir o crescimento do microrganismo. Essa regido é
chamada de halo de inibicdo e tem seu didmetro médio associado
diretamente com a eficiéncia biocida. (FIORI, 2008). Porém, esta analise
somente é possivel quando ocorrer a difusdo dos principios ativos e
quando for possivel fazer a leitura da regido de inibicdo com boa
resolucao.

3.4.1.2 Concentragdo Inibitéria Minima - CIM

A CIM é uma técnica que tem como objetivo determinar a
guantidade minima do agente antimicrobiano necessaria para inibir o
crescimento microbiano em um determinado meio. Neste trabalho foram
utilizados 6 tubos de ensaio contendo 10 ml de BHI (Brain Heart
Infusion) e neles adicionados 200 (/1 de suspensdo bacteriana ajustada a
10® CFU/mI pelo padréo de turvacdo MacFarland. Na sequéncia foram
adicionadas 0,346g de polimero aditivado com uma concentragdo
diferente, ou seja, 0,0, 0,5, 1,0, 1,5, 2,0 e 2,5%. Cada amostra teve entéo
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sua turbidez medida por um espectrofotdmetro ajustado para um
comprimento de onda de 640nm nos intervalos de 4, 8 e 24h. Esses
testes foram realizados tanto para o PA6 quanto para o PEAD, irradiados
e ndo irradiados e em todas as concentracdes testadas.

3.4.1.3 Reducdo do nivel de atenuagdo provocada pelos aditivos puros

A curva de atenuacdo é um pardmetro de controle muito utilizado
nas industrias de producdo de bebidas fermentadas (principalmente
vinho e cerveja) e de alcool etilico, para avaliar a evolugdo do processo
de fermentacdo. Baseia-se no fato de que, a medida que o processo de
fermentacdo avanca, o agUcar presente na solucdo aquosa é consumido
pelas leveduras é convertido em &lcool etilico e gés carbdnico.’ A
construcdo dessa curva é feita medindo-se o teor de actcar em funcdo do
tempo e plotando-se em um grafico.

Essa medida do teor de acUcar é usualmente feita de maneira
indireta, medindo-se a densidade ou o indice de refracdo. A medida da
densidade deve-se é feita, pois as solu¢Bes aquosas tem sua densidade
aumentada & medida que a concentragdo do soluto aumenta. Essa medida
é feita utilizando um densimetro ou alco6metro, que permite uma leitura
rapida da densidade da solucéo.

A desvantagem desse método é a necessidade de certo volume de
solucdo, que normalmente fica em torno de 200 ml por medida, o que
inviabiliza sua utilizacdo em amostras pequenas. Ja a medida do indice
de refracdo baseia-se na mudanca do indice de refracdo da uma solugéo,
a medida que a concentracdo do soluto aumenta. O indice de refragdo é
definido como a relagdo entre a velocidade da luz atravessando um meio
e a velocidade da luz no vacuo, resultando em um ndmero adimensional
e é medido em equipamentos chamados refratdmetros.

Os refratdbmetros geralmente usam apenas algumas gotas da
solucdo, o que permite seu uso para medidas de amostras de pequenos
volumes, além de atingir o equilibrio térmico com o equipamento
rapidamente, obtendo-se medidas mais precisas. Para facilitar a medida
dos teores de agUcar em frutas e bebidas, diversas escalas foram
desenvolvidas, ente elas Platd, Baumé, Balling e Brix. A escala Brix foi

! No caso dessas industrias, essa solucdo é na verdade um extrato
vegetal contendo altos teores de sacarose, glicose ou frutose, além de outras
substancias naturais presentes nas plantas utilizadas, esse extrato é chamado
mosto.


http://pt.wikipedia.org/w/index.php?title=Escala_Plato&action=edit&redlink=1
http://pt.wikipedia.org/wiki/Baum%C3%A9
http://pt.wikipedia.org/w/index.php?title=Balling&action=edit&redlink=1
http://pt.wikipedia.org/wiki/Brix
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criada por Adolf Ferdinand Wenceslaus Brix é uma das mais utilizadas é
definida como a quantidade em gramas de aclcar, presente numa
determinada massa de solugdo aquosa de sacarose, ou seja, uma medida
de 30°Brix indica uma solucdo de 30g de aclcar em 100 g de solugéo
aquosa.

A inclinagdo das curvas de atenuagdo, bem como os valores
iniciais e finais da concentracdo de aclcar, permite avaliar a eficiéncia
das leveduras no processo. Diversos fatores podem avaliar essas
caracteristicas nas curvas de atenuacdo, tais como temperatura,
concentracdo inicial de acucar, presenca de sais dissolvidos, tipos de
leveduras e a presenca de substancias nocivas as mesmas.

Nesse trabalho, foram utilizadas leveduras Saccharomyces
Cerevisiae (r.f bayanus) e todas as demais varidveis foram mantidas
constantes, variando-se apenas a concentracdo de agente antimicrobiano
adicionado a solugdo, dessa forma, pode-se avaliar a influéncia de
possiveis degradacdes provocadas pela irradiacéo.

3.4.1.3.1 Preparacao das solucbes

Essa técnica baseia-se na avaliacdo da curva de atenuacdo do teor
de aglcar de uma levedura Saccharomyces Cerevisiae (r.f bayanus) em
uma solucéo aquosa de sacarose em fungdo do tempo.

Para essa andlise, foram preparadas solugdes de sacarose de
1009/l em peso (10,2°Bx). Neste caso, foram pesados 130g de sacarose e
dissolvidos em cerca de 1000 ml de agua mineral, da marca “Da
Guarda”. Em seguida adicionou-se a levedura hidratada (conforme item
3.4.1.3.2) e completaram-se 0s 1300 ml da solucdo aquosa também com
agua mineral. Optou-se pelo uso de agua mineral, devido a exigéncia da
presenca de sais minerais para o desenvolvimento das leveduras.

Essa solucdo inicial foi dividida em 13 aliquotas de 100 ml cada,
sendo: uma sem aditivo para controle, seis para o Triclosan (irradiado e
ndo irradiado) e mais seis para os para o vidro dopado com Zn (irradiado
e ndo irradiado). Para cada aditivo, as amostras foram divididas em dois
grupos de trés aliquotas cada. Em cada aliquota foram adicionados 2, 4 e
8 mg de cada aditivo irradiado e néo irradiado, obtendo-se concentragdes
de 20, 40 e 60mg/l (Figura 14-11). Em seguida cada aliquota foi dividida
em duas amostras para servir de prova e contraprova (Figura 14-111) e
levadas a estufa a 23°C, de acordo com as indicagdes do fornecedor da
levedura, para o inicio e desenvolvimento da fermenta¢do. Um resumo
das amostras preparadas é mostrado na Tabela 5.
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Tabela 5 - Resumo das amostras preparadas para a andlise das curvas de
atenuagéo

Triclosan Vidro Controle
Concentragdo 20 40 60 20 40 60 0
(mg/1)
Irradiado 2x50ml [2x50ml [ 2x50ml | 2x50ml [2 x50 ml [2x50ml 2 %50 ml
Nio irradiado 2x50ml | 2x50ml [2x50ml [2x50ml|2x50ml|2x50ml

@ \ Solugao de sacarose

com 10,2°Bx

Adigéo de
2g de levedura
hidratada

Adigao dos aditivos
em concentragdes 1l
diferentes ( )

Divisao da solugao
mée, em 7 partes,
sendo 1 de controle

e as demais com os
aditivos em teste

Divisao de cada uma das solugdes

| I
contendo o aditivo, em duas amostras () { ’ } (”l)
AN

para armazenamento e medidas do
°Bx

Figura 14 - Esquema de preparagdo das amostras para determinagdo das curvas
de atenuagéo

3.4.1.3.2 Reidratacdo da levedura

O processo de preparacdo das solugBes iniciou-se com a
reidratacdo das leveduras. A recomendacdo do fabricante € que sejam
utilizados dez volumes de agua para cada volume de levedura seca.
Foram preparados 600 ml para cada tipo de aditivo e, 150 ml para o
controle, totalizando 1300 ml. Assim, foram utilizados 40 ml de agua
destilada a 35 °C para cada 4,0 g de levedura seca.

A mistura foi mantida em agitacdo por 10 min, em descanso por
mais 10 min e novamente em agitacdo por 10 min. Uma vez reidratada, a
levedura foi adicionada ao mosto preparado simultaneamente em
procedimentos a parte, conforme Figura 14-I.

E importante ressaltar que todo o processo de hidratacio e a
quantidade de levedura para cada volume de agua foi realizado conforme
as instrugdes do fabricante.

3.4.1.3.3 Armazenamento e medida do grau Brix

Todas as amostras foram armazenadas em condicGes de
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temperatura de 23°C durante todo o periodo de analise. O nivel de
acucar foi medido utilizando um refratbmetro portatil com compensacao
de temperatura da marca Homis, modelo 32ATC-K. As medidas foram
feitas a cada doze horas totalizando 8 medidas de cada amostra (4 dias).

3.5 ANALISE POR FTIR DOS ADITIVOS PUROS

A espectroscopia por transformada de Fourier - FTIR é uma das
técnicas mais empregadas para a identificacdo e analise de compostos
organicos, pois permite identificar detalhes da sua estrutura molecular.
Pequenas alteragdes na estrutura molecular, possivelmente provocas por
reacOes de degradacgdo, podem ser detectadas, identificadas e estudadas.

Para este trabalho, foram realizadas analises por FTIR das
amostras irradiadas e ndo irradiadas de Triclosan, de forma a identificar
o nivel de degradacdo decorrente do processo de radioesterilizacao.

Todos os testes forma realizados em um espectrometro Spectrum
100N FT-IR, da marca Perkin Elmer, Inc. As amostras de p6 formam
misturadas a KBr em pé na proporcdo de 1mg/g, homogeneizadas em
cum almofariz de &gata e prensadas de forma a formar pastilhas rigidas o
suficiente para serem analisadas pelo equipamento.






4 RESULTADOS E DISCUSSOES

41  TESTES ANTIMICROBIANOS NOS COMPOSTOS
POLIMERICOS ANTIMICROBIANOS

4.1.1 Difusido em agar

Nesta secdo sdo apresentados e discutidos os resultados dos testes
de difusdo em &gar, obtidos com as amostras de PA6 e PEAD aditivadas
com diferentes percentuais de vidro dopado com fons Zn' e de
Triclosan.

Embora a comparacdo entre os tamanhos dos halos formados no
teste de difusdo de agar seja uma forma simplificada e rapida de se
avaliar o efeito antimicrobiano dos materiais (FIORI, 2008), fatores
como a temperatura e o ambiente de estocagem, dificuldade na
padronizagdo da semeadura dos microrganismos nas placas, entre outros,
impede que seja feita uma analise quantitativa.

No entanto, devido & facilidade de execucdo destes testes, a
reprodutibilidade, o baixo custo, a facilidade de interpretacdo e a
flexibilidade de aplicacdo os tornam um excelente método qualitativo
para a verificagdo da presenca ou ndo da propriedade antimicrobiana.

4.1.1.1 Testes com o Triclosan

Da Figura 15 a Figura 24 sdo apresentados os resultados dos testes de
difusdo em &gar para o PA6 e para o PEAD aditivados com Triclosan,
irradiados e ndo irradiados com radiacdo y. As avaliacOes
antimicrobianas foram realizadas com as bactérias do tipo Escherichia
coli e Staphylococcus aureus. Em ambos 0s casos utilizou-se percentuais
de 0,5, 1,0, 1,5, 2,0 e de 2,5 % em massa de triclosan nos materiais
poliméricos. A diferenca nas dimens@es das amostras testadas deve-se a
guestdes técnicas de processo, no entanto ndo sao prejudiciais, pois se
trata de uma analise qualitativa.

Da Figura 15 & Figura 19, verifica-se o efeito antimicrobiano
elevado do Triclosan nos testes de difusdo em &gar, tanto para a bactéria
Escherichia coli quanto para a bactéria Staphylococcus aureus, mesmo
para 0s percentuais relativamente baixos do aditivo. Esse
comportamento j& € esperado por se tratar de um composto
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antimicrobiano de uso comercial e tido como de elevado desempenho
antimicrobiano (SCHWEIZER, 2001) (JONES, JAMPANI, et al., 2000).

Como descrito na literatura, o efeito é bactericida e mostra-se
maior contra bactérias gram-positivas (Staphylococcus aureus) do que
contra gram-negativas (Escherichia coli) (TORTORA, FUNKE e CASE,
2012).

PA6 com 0,5% de Triclosan
Nao irradiado Irradiado

Escherichia coli

Staphylococcus aureus

—

Figura 15 - Difusdo em agar do composto PA6/Triclosan com 0,5% de aditivo
frente a Escherichia coli e Staphylococcus aureus, ndo irradiado e irradiado.
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PA6 com 1,0% de Triclosan
N&o irradiado Irradiado

Escherichia coli

Staphylococcus aureus

| s 0 T Fee . - . s 0000000 00 eeSEUEILGGS—S—S—S—————————————
Figura 16 - Difusdo em agar do composto PA6/Triclosan com 1,0% de aditivo
frente a Escherichia coli e Staphylococcus aureus, ndo irradiado e irradiado.
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PA6 com 1,5% de Triclosan
Nao irradiado Irradiado

Escherichia coli

Staphylococcus aureus

Figura 17 - Difuséo em agar do composto PA6/Triclosan com 1,5% de aditivo
frente a Escherichia coli e Staphylococcus aureus, ndo irradiado e irradiado.
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PA6 com 2,0% de Triclosan
N&o irradiado Irradiado

Escherichia coli

Staphylococcus aureus

Figura 18 - Difusdo em agar do composto PA6/Triclosan com 2,0% de aditivo
frente a Escherichia coli e Staphylococcus aureus, ndo irradiado e irradiado.
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PA6 com 2,5% de Triclosan
Nao irradiado Irradiado

Escherichia coli

Staphylococcus aureus

Figura 19 - Difusdo em agar do composto PA6/Triclosan com 2,5% de aditivo
frente a Escherichia coli e Staphylococcus aureus, ndo irradiado e irradiado.

Embora ainda seja possivel dimensionar o efeito antimicrobiano,
é possivel verificar que mesmo apds o processo de irradiacdo o efeito
antimicrobiano permanece presente.

Similar as amostras de PA6/Triclosan, o efeito antimicrobiano
para as amostras de PEAD aditivado com Triclosan é comprovado com
os resultados apresentados da Figura 20 a Figura 24. Da mesma forma, o
efeito antimicrobiano mostrou-se maior para as bactérias do tipo
Staphylococcus aureus do que para as do tipo Escherichia coli,
comprovando que a irradiacao ndo elimina o efeito antimicrobiano.

A grande diferenca é observada quando se compara 0 tamanho
dos halos inibitérios obtidos para o PEAD e para o PA6. Observa-se a
formagdo halos maiores para as amostras de PEAD do que para as
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amostras de PAG.

PEAD com 0,5% de Triclosan
Nao irradiado

Irradiado

Escherichia coli

Staphylococcus aureus

Figura 20 - Difusdo em agar do composto PEAD/Triclosan com 0,5% de aditivo
frente a Escherichia coli e Staphylococcus aureus, ndo irradiado e irradiado.
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PEAD com 1,0% de Triclosan
Nao irradiado Irradiado

Escherichia coli

Staphylococcus aureus

Figura 21 - Difusdo em agar do composto PEAD/Triclosan com 1,0% de aditivo
frente a Escherichia coli e Staphylococcus aureus, ndo irradiado e irradiado
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PEAD com 1,5% de Triclosan
N&o irradiado Irradiado

Escherichia coli

Staphylococcus aureus

| SN |
Figura 22 - Difusdo em agar do composto PEAD/Triclosan com 1,5% de aditivo
frente & Escherichia coli e Staphylococcus aureus, ndo irradiado e irradiado
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PEAD com 2,0% de Triclosan
Nao irradiado Irradiado

Escherichia coli

Staphylococcus aureus

Figura3 - Difusdo em agar do composto PEAD/Triclosan com 2,0% de aditivo
frente a Escherichia coli e Staphylococcus aureus, ndo irradiado e irradiado
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PEAD com 2,5% de Triclosan
N&o irradiado Irradiado

Escherichia coli

Staphylococcus aureus

Figura 24 - Difusdo em agar do composto PEAD/Triclosan com 2,5% de aditivo
frente & Escherichia coli e Staphylococcus aureus, ndo irradiado e irradiado

Na Figura 25 é apresentada em destaque a comparagdo entre as
amostras de PA6 e de PEAD aditivadas com 1,0 % de Triclosan. E
possivel verificar uma diferenca significativa no efeito antimicrobiano
guando se compara os dois polimeros aditivados com o mesmo
percentual de aditivo.

Essa diferenca pode ser associada a alguns mecanismos de
difusdo e migracdo nos polimeros (PAOLI, 2008). Durante o
processamento, devido as elevadas temperaturas de processamento, o
aditivo se solubiliza na matriz polimérica e 0 processo promove sua
dispersdo completa. No entanto, ap6s o resfriamento, a mobilidade do
aditivo diminui. Caso o aditivo seja compativel com o polimero,
permanecera solubilizado na matriz, tanto na regido amorfa quanto na
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cristalina (embora em menor quantidade), com mobilidade suficiente
para migrar até a superficie e compensar a variacdo no gradiente de
concentragdo devido a sua perda para 0 meio. Caso a compatibilidade
entre a matriz e o polimero nédo seja boa, o aditivo é expulso das regies
cristalinas, se concentrando nas regibes amorfas. Dessa forma, no caso
de polimeros cristalinos, os cristalitos funcionam como obstaculos para
0s movimentos por difusdo das moléculas do aditivo. Além disso, uma
menor compatibilidade reduz a mobilidade molecular, dificultando a
difusdo do composto até a superficie da amostra (PAOLI, 2008)
(FERNANDES, GARCIA e PADULA, 1987).

Como ja citado, a radiacdo provoca alteracBes nas estruturas
guimicas dos polimeros, provocando tanto quebra das cadeias
poliméricas quanto a formacdo de ligacBGes cruzadas, dependendo do
polimero. Portanto, é de se esperar que a radiacdo provoque alteragdes
nos pesos moleculares dos polimeros e consequentemente alteragdes na
permeabilidade e difusibilidade dos mesmos. No entanto, segundo Han
(HAN, 2007), esse fenébmeno provoca alteracGes principalmente na
resisténcia mecanica dos polimeros, mas nao altera significativamente a
permeabilidade em filmes de PEAD e poliamidas.

No caso do Triclosan, os dois fendbmenos ocorreram. O Triclosan
€ um composto apolar, com baixa solubilidade em agua, mas soltvel em
solventes organicos. Por isso, apresenta boa afinidade com o PEAD que
também apresenta uma cadeia polimérica apolar (MAIA, 2013), ou seja,
sua mobilidade é maior e logo gera maiores halos inibitérios nos testes
de difusdo em agar (TOLINSKI, 2009).

Por sua vez, a matriz polimérica de PAG6 é polar e a mobilidade
das moléculas do Triclosan é reduzida (TOLINSKI, 2009), e
consequentemente ocorre a geracdo de menores halos inibitdrios.
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Escherichia coli Staphylococcus aureus

PAG

PEAD

Figura 25 - Comparacéo entre os halos inibitorios de amostras de PEAD e PAG
aditivadas com 1,0% de Triclosan, ndo irradiadas.

41.1.2 Testzes com os polimeros aditivados com o Vidro dopado com
zZn*

Assim como nas amostras aditivadas com o Triclosan, foram
realizados testes de difusdo em agar dos polimeros aditivados com o
vidro dopado com Zn*2. Da mesma forma, as amostras poliméricas
continham percentuais de 0,5, 1,0, 1,5, 2,0 e de 2,5 % em massa do
aditivo e as bactérias testadas também foram do tipo Escherichia coli e
Staphylococcus aureus.

Da Figura 26 a Figura 30, sdo apresentados o0s resultados
microbiolégicos para as amostras de PA6 aditivadas com o vidro dopado
com Zn*?. Conforme demonstrado pelos resultados o efeito
antimicrobiano do PEAD aditivado ndo forma halos evidentes, sendo
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visualmente identificado em algumas amostras.

Trabalhos cientificos tém tratado de compostos com PEBD e
PEBDL aditivados com o vidro dopado com Zn*? e considerado que as
espécies ibnicas de zinco ndo sao eliminadas pela matriz polimérica em
guantidades expressivas. Assim, ndao forma o halo de inibicdo das
colonias de bactérias devido a auséncia destas espécies no meio de
cultura celular. Fiori et al. (2014) exploraram os resultados de estudos de
migracdo e demonstraram que quantidades inferiores a 2 ppm sdo
liberadas do PEBD apds 19 dias de imersdo em meio aquoso. Porém,
mesmo sem a liberagdo apresentam o efeito antimicrobiano, mas com
magnitude muito inferior ao Triclosan (SANTOS, MACHADO, et al.,
2014).

Da mesma forma que nos testes anteriores, o efeito da radiacdo
n&do se mostrou significativo.
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PA6 com 0,5% de Vidro dopado com Zn

Escherichia coli

Staphylococcus aureus

Figura 26 - Difusdo em agar do composto PA6/Vidro dopado com Zn com 0,5%

N&o irradiado Irradiado

de aditivo frente a Escherichia coli e Staphylococcus aureus, ndo irradiado e

irradiado
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PA6 com 1,0% de Vidro dopado com Zn

Escherichia coli

Staphylococcus aureus

Figura 27 - Difusdo em agar do composto PA6/Vidro dopado com Zn com 1,0%

Nao irradiado Irradiado

de aditivo frente a Escherichia coli e Staphylococcus aureus, nao irradiado e

irradiado
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PA6 com 1,5% de Vidro dopado com Zn

Escherichia coli

Staphylococcus aureus

Figura 28 - Difusdo em agar do composto PA6/Vidro dopado com Zn com 1,5%

N&o irradiado Irradiado

de aditivo frente a Escherichia coli e Staphylococcus aureus, ndo irradiado e

irradiado
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PA6 com 2,0% de Vidro dopado com Zn

Escherichia coli

Staphylococcus aureus

Figura 29 - Difusdo em agar do composto PA6/Vidro dopado com Zn com 2,0%

Nao irradiado Irradiado

de aditivo frente a Escherichia coli e Staphylococcus aureus, ndo irradiado e

irradiado
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PA6 com 2,5% de Vidro dopado com Zn
N&o irradiado Irradiado

Escherichia coli

Staphylococcus aureus

Figura 30 - Difusdo em agar do composto PA6/Vidro dopado com Zn com 2,5%
de aditivo frente a Escherichia coli e Staphylococcus aureus, ndo irradiado e
irradiado

Assim como nos testes de difusdo em agar com as amostras de
PAG, os testes com o PEAD aditivados com o vidro dopado com ions de
zinco também ndo apresentaram halos expressivos, manifestando assim
um comportamento similar, (Figura 31 a Figura 35).
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PEAD com 0,5% de Vidro dopado com Zn

Escherichia coli

Staphylococcus aureus

Figura 31 - Difusdo em agar do composto PEAD/Vidro dopado com Zn com

Nao irradiado Irradiado

0,5% de aditivo frente a Escherichia coli e Staphylococcus aureus, néo irradiado

e irradiado
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PEAD com 1,0% de Vidro dopado com Zn

N&o irradiado Irradiado

Escherichia coli

Staphylococcus aureus

Figura 32 - Difusdo em agar do composto PEAD/Vidro dopado com Zn com
1,0% de aditivo frente a Escherichia coli e Staphylococcus aureus, nao irradiado
e irradiado
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PEAD com 1,5% de Vidro dopado com Zn

Escherichia coli

Staphylococcus aureus

Figura 33 - Difusdo em agar do composto PEAD/Vidro dopado com Zn com

Nao irradiado ) Irradiado

1,5% de aditivo frente a Escherichia coli e Staphylococcus aureus, ndo irradiado

e irradiado
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PEAD com 2,0% de Vidro dopado com Zn

N&o irradiado Irradiado

Escherichia coli

Staphylococcus aureus

Figura 34 - Difusdo em agar do composto PEAD/Vidro dopado com Zn com
2,0% de aditivo frente a Escherichia coli e Staphylococcus aureus, nao irradiado
e irradiado



94

PEAD com 2,5% de Vidro dopado com Zn
Nao irradiado Irradiado

Escherichia coli

Staphylococcus aureus

| e —— ]
Figura 35 - Difusdo em agar do composto PEAD/Vidro dopado com Zn com
2,5% de aditivo frente & Escherichia coli e Staphylococcus aureus, ndo irradiado
e irradiado

4.1.2 Testes de Concentracio Inibitoria Minima - CIM
4.1.2.1 Compostos aditivados com vidro dopado com Zn*?

Da

Figura 36 até a Figura 43 sdo apresentados os resultados
microbioldgicos de Concentracdo Inibitéria Minima para as amostras de
PAG6 e de PEAD, aditivadas com o vidro dopado de zinco idnico e com
diferentes percentuais. Em todos os resultados sdo comparados 0s
compostos sem a irradiacdo e com a irradiacdo por radiacdo y. Os
resultados sdo expressos em absorbancia da radiacdo visivel no pico
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correspondente a 640nm. Essa medida é feita medindo-se a turbidez da
solucdo, que é ocasionada pela presenca de células bacterianas na
solucdo, que provocam uma dispersdo na luz transmitida através da
amostra, reduzindo a intensidade do sinal detectado pelo equipamento.
Em condicBes ideais de desenvolvimento, as bactérias se reproduzem
aumentando o numero dessas células provocando um aumento na
turbidez da amostra, ou seja, aumentando a absor¢éo da luz transmitida.

Os dados mostrados na

Figura 36 correspondem a absorbancia dos testes de CIM para o
PA6 aditivado com o vidro dopado de zinco ndo irradiado. Foram
realizadas medidas de absorbancia apds 4, 8 e 24 horas de imersdo do
composto no meio de cultura.

Em todos os ensaios realizados ndo foi observado uma acédo
antimicrobiana significativa, conforme a comparacdo da curva de
controle com as demais curvas do composto aditivado.

Conforme Fiori et. al. este comportamento ja é esperado, pois
como ndo ocorre a liberacdo das espécies ibnicas de zinco em
percentuais significativos para o meio de cultura liquido, ndo é
observada a inibicdo das colbnias bacterianas. Como consequéncia
observa-se a multiplicacéo celular seguido do aumento da intensidade da
absorbancia (SANTOS, MACHADO, et al., 2014).

Na Figura 37 sdo apresentadas as curvas para 0s testes com 0s
mesmos compostos, porém, irradiados com radiacdo y. Embora na
comparagdo visual das curvas percebe-se uma diferenga nos valores de
absorbancia, a incerteza da técnica ndo permite afirmar que ocorre uma
diferenca significativa no comportamento antimicrobiano, tanto em
relacdo as concentrages testadas quanto no efeito da irradiacdo sobre os
COMpOStOos.
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PAG - Vidro de Zn - E. Coli - nao irradiado.
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Figura 36 - Resultados microbioldgicos de CIM para o PA6 aditivado com o
vidro dopado com Zn*? e nio irradiado com bactérias Escherichia coli.
2,0 PAG6 - Vidro de Zn - E.coli - Irradiado
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Figura 37 - Resultados microbiol6gicos de CIM para o PA6 aditivado com o
vidro dopado com Zn*? irradiado com bactérias Escherichia coli

Na Erro! Fonte de referéncia nio encontrada. sdo apresentados
o0s resultados dos testes de CIM realizados para 0 mesmo composto de
PAG6 aditivado com o vidro dopado com Zn*? com as bactérias do tipo
Staphylococcus aureus. Os resultados sdo similares aos obtidos com
PAG6 frente a Escherichia coli ndo é percebido um efeito bactericida
expressivo em fungdo do percentual e do tempo de imersdo. Da mesma
forma, o processo de irradiacdo das amostras ndo causou mudancas
significativas nas caracteristicas antimicrobianas do PEAD aditivado
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com o aditivo vitreo (Figura 39).

PAG - Vidro de Zn - S.aureus - ndo irradiado.
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Figura 38 - Resultados microbiolégicos de CIM para o PA6, aditivado com o
vidro dopado com Zn*? ndo irradiado com bactérias Staphylococcus aureus.
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Figura 39 - Resultados microbioldgicos de CIM para o PAG6, aditivado com o
vidro dopado com Zn*? irradiado com bactérias Staphylococcus aureus.

Na Figura 40 séo apresentados os resultados microbiolégicos de
CIM para o PEAD aditivado com o vidro dopado com Zn*? néo
irradiados e com a bactéria Escherichia coli. Os resultados néo
demonstraram  mudangas  significativas no  comportamento
antimicrobiano. Da mesma forma, quando analisados os resultados das
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amostras irradiadas, Figura 41, o comportamento é similar.

PEAD - Vidro de Zn - E. Coli - ndo irradiado
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Figura 40 - Resultados microbioldgicos de CIM para o PEAD aditivado com o
vidro dopado com Zn*?, nio irradiado, com bactérias Escherichia coli.

Resultados semelhantes sdo apresentados pelos testes de CIM
com as bactérias Staphylococcus aureus. Tanto nos resultados
apresentados na Figura 43 para as amostras ndo irradiadas, quanto nos
resultados apresentados na Figura 44 o efeito da concentragdo do aditivo
antimicrobiano ndo é significativo no comportamento antimicrobiano.

Os resultados microbiol6gicos demonstraram que o efeito da
radiacdo y sobre o comportamento antimicrobiano dos compostos
poliméricos aditivados com o material vitreo ndo € significativo. Seu
comportamento microbiolégico ndo apresenta variac@es significativas, o
gue indica que a radiagdo y ndo promove degradacdes significativas no
principio ativo.

Vale ressaltar que embora os resultados dos testes com 0s
polimeros aditivados com vidro dopado com Zn*? tenham demonstrado
um efeito antimicrobiano muito baixo, o efeito existe e ja é comprovado
nas concentragGes testadas por Fiori et al. (SANTOS, MACHADO, et
al., 2014).
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Figura 41 - Resultados microbiolégicos de CIM para o PEAD, aditivado com o
vidro dopado com Zn*? e irradiado, com bactérias Escherichia coli.
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Figura 42 - Resultados microbioldgicos de CIM para o PEAD, aditivado com o
vidro dopado com Zn*? e nio irradiado com bactérias Staphylococcus aureus
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Figura 43 - Resultados microbioldgicos de CIM para o PEAD, aditivado com o
vidro dopado com Zn e irradiado, com bactérias Staphylococcus aureus.

4.1.2.2 Compostos aditivados com Triclosan

Assim como nos experimentos com vidro dopado com zinco
ibnico, foram realizados testes de CIM com as amostras poliméricas
aditivadas com Triclosan, irradiadas e ndo irradiadas com radiacao v,
com as bactérias do tipo Escherichia coli. e Staphylococcus aureus.

Os resultados microbiol6gicos mostrados da Figura 44 até a
Figura 52 relacionam o efeito antimicrobiano dos polimeros aditivados
com os diferentes percentuais de Triclosan e compara o efeito da
radiacdo y na propriedade avaliada por CIM.

Em todos os testes os resultados de CIM para o PA6 e para 0
PEAD, irradiado ou ndo irradiado e aditivado com Triclosan, indicam
um efeito antimicrobiano elevado do Triclosan para todos os percentuais
empregados nos polimeros.

Fica evidente que no meio de cultura bacteriana, sem a presenca
de material polimérico aditivado, ocorre 0 aumento do nimero de
células bacterianas no periodo de 24 h.

A Figura 44 e a Figura 45 mostram os resultados de CIM para o
PAG6, ndo irradiados e irradiados respectivamente, e contendo diferentes
percentuais de Triclosan e imersos em meio de cultura contendo
Escherichia coli. Percebe-se que a partir do percentual de 1,0 % de
Triclosan, o composto apresenta maximo efeito e ndo ha variacdo
significativa da absorbancia, indicando que esse percentual é o valor
mais adequado em PAG6 para a utilizagdo em processos de esterilizagao
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frente a bactéria Escherichia coli.

PAG6 - Triclosan - E. Coli - ndo irradiado.
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Figura 44 - Resultados microbioldgicos de CIM para o PA6 aditivado com o
Triclosan ndo irradiado com bactérias Escherichia coli.

Da mesma forma, quando comparados o0s resultados dos
compostos aditivados antes e ap6s a irradiacdo os efeitos sdo
praticamente 0s mesmos, evidenciando que a radiacdo y ndo promove
alterac@es significativas nas propriedades bactericidas dos compostos.
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Figura 45 - Resultados microbiolégicos de CIM para o PA6 aditivado com o
Triclosan irradiado com bactérias Escherichia coli.
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Quando testados com as bactérias Staphylococcus aureus, 0S
compostos de PA6 aditivados com Triclosan também mostraram grande
efeito bactericida, Figura 46, mas menos pronunciado que nos testes com
as bactérias Escherichia coli, além de demonstrar uma tendéncia do
aumento da eficiéncia no efeito antimicrobiano com o aumento da
concentracdo do aditivo.

PAG - Triclosan - S.aureus - ndo irradiado.
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Figura 46 - Resultados microbioldgicos de CIM para o PA6 aditivado com o
Triclosan ndo irradiado com bactérias Staphylococcus aureus.
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Figura 47 - Resultados microbioldgicos de CIM para o PA6 aditivado com o
Triclosan irradiado com bactérias Staphylococcus aureus.
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Da mesma forma, a radiacdo y ndo alterou as caracteristicas
bactericidas dos compostos poliméricos aditivados com Triclosan, uma
vez que 0 comportamento antimicrobiano apresentado pelas amostras
irradiadas é similar aos apresentados pelas as amostras ndo irradiadas,
Figura 47.

Nos testes de CIM aplicados aos compostos de PEAD aditivados
com Triclosan, o efeito bactericida foi muito elevado e dispensou as
medidas de absorbancia ap6s 12 h de ensaio.

Na Figura 48 e Figura 49, fica evidente o efeito antimicrobiano
pronunciado para as bactérias Escherichia coli tanto para as amostras
irradiadas quanto para as amostras ndo irradiadas com radiag&o v.

PEAD - Triclosan - E. Coli - ndo irradiado.
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Figura 48 - Resultados de CIM para o PEAD aditivado com o Triclosan e ndo
irradiado com bactérias Eschericia coli
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PEAD - Triclosan - E.coli - Irradiado
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Figura 49 - CIM para o PEAD, aditivado com o Triclosan e irradiado com
bactérias Escherichia coli.

De forma semelhante aos resultados dos testes de CIM para o
PAG6, verifica-se uma taxa de morte menor para as bactérias
Staphylococcus aureus, Figura 50, porém ainda com elevado efeito
antimicrobiano. E possivel constatar que com o aumento do percentual
de Triclosan ocorre um aumento na agdo bactericida do composto. De
gualquer forma, mesmo com o menor percentual (0,5%) o efeito
bactericida é bastante pronunciado.
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Figura 50 - CIM para o PEAD, aditivado com o Triclosan com bactérias
Staphylococcus aureus, ndo irradiado

PEAD - Triclosan - S.aureus - nao irradiado.
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Figura 51 - CIM para o PEAD, aditivado com o Triclosan com bactérias
Staphylococcus aureus, ndo irradiado
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Figura 52 - CIM para o PEAD, aditivado com o Triclosan com bactérias
Staphylococcus aureus, irradiado.

O PEAD aditivado com Triclosan e irradiado mostrou um
comportamento similar ao no irradiado por radiacéo y, o que corrobora
com a tese de que o processo de irradiagdo ndo influencia
significativamente a acdo bactericida dos principios ativos quando
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imersos em matrizes poliméricas (Figura 50).

Estudos realizados por Ustiindag (USTUNDAg e KORKMAZ,
2009) afirmam que o Triclosan apresenta sensibilidade a radiacdo v,
sofrendo degradacdo de maneira semelhante a provocada pela radiacdo
ultravioleta. No entanto, conforme visto esse fenémeno ndo se mostra
significativo no efeito antimicrobiano dos compostos
polimero/Triclosan. Estas observacfes ocorrem essencialmente por trés
fatores:

e A concentracdo de Triclosan nos compostos é bastante
baixa, sendo assim, a dose de radiacdo recebida pelo
aditivo é proporcional a sua concentracdo em massa no
polimero, ou seja, entre 0,125 (0,5%) a 0,625 kGy
(0,5%);

e A medida de sensibilidade do Triclosan a radiacdo € de
0,12 (conforme item 2.7), ou seja, embora apresente
alguma sensibilidade, o seu nivel de degradacdo néo é tao
elevado a ponto de comprometer sua eficiéncia,;

e Os subprodutos gerados pela degradacdo do Triclosan
(Figura 13), ainda mantém o efeito antimicrobiano, uma
vez que a sua atuacdo como agente bactericida ocorre por
mais de um mecanismo. (RUSSELL, 2004);

Conforme descrito no item 2.7, diversos outros compostos podem
se formar como resultado da degradacédo do triclosan pela radiagdo, tais
como o dibenzodicloro-p-dioxina (DCDD), dibenzo-p-dioxina,
clorofenol, diclorofenol e fenol (SON, KO e ZOH, 2009) No entanto,
esses compostos somente sdo formados na presenca do radical OH", que
se origina da interacdo da agua com a radiag8o y. Por estar incorporado a
matriz polimérica, o Triclosan fica protegido tanto da presenc¢a de agua
liquida, quanto da umidade do ar.

Testes microbioldgicos tradicionais, como os utilizados nas
andlises dos compostos polimero/aditivo, sdo bastante conhecidos e
eficientes, no entanto, sdo realizados quase que exclusivamente com
bactérias. Como um dos objetivos desse trabalho é avaliar a
potencialidade de utilizacdo dos compostos em embalagens de produtos
médicos e de alimentos, optou-se também por testes antimicrobianos
envolvendo também fungos, uma vez que as condi¢c@es ambientais de
proliferagdo destes e das bactérias podem divergir bastante.

Por exemplo: bolores e leveduras crescem de maneira 6tima em
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ambientes com pH entre 4 e 6,5, tolerando valores minimos entre 1,5 e
3,5. Ja as bactérias tem seu pH ideal de crescimento entre 6,5 e 7,5,
tolerando um valor minimo de 4,5 (ROBERTSON, 2009). Além do pH,
a atividade de agua (A.) é um fator que difere bastante entre os fungos e
as bactérias. Os bolores podem crescer com valores de A, a partir de
0,8, enquanto as bactérias exigem no minimo uma A, de 0,9. Essas
caracteristicas contribuiram para que se buscasse um método de
avaliacdo do poder antifungico dos compostos e dos aditivos.

De todos os possiveis testes envolvendo diversos tipos de fungos,
um dos que mais desperta a atencdo € o de medida de teor de agucar de
uma solucdo fermentavel por leveduras Saccharomyces Cerevisiae.
Embora ndo seja um método desenvolvido para a anélise de materiais
antimicrobianos, € muito utilizado principalmente na producdo de
bebidas fermentadas para avaliar a evolugdo do processo de
fermentacéo. Essa técnica é baseada em medidas da atividade metabolica
dos microrganismos (JAY, 2000). Avalia-se a taxa de producdo ou
consumo de um determinado produto para se estimar a populagdo
microbiana, como por exemplo, na formacdo de &cidos durante a
producdo de vitaminas por bactérias. (TORTORA, FUNKE e CASE,
2012). Dentre as principais caracteristicas que levou a adaptacdo desse
método, destacam-se 0 baixo custo dos materiais, e a facilidade na
execugéo.

Inicialmente foram realizados testes envolvendo tanto os aditivos
puros, quanto os compostos polimero/aditivo, no entanto, apenas 0s
testes envolvendo os aditivos puros demonstraram alteragdes
perceptiveis nas curvas de atenuacdo. Por esse motivo, apenas oS
aditivos puros foram testados por essa técnica.

4.1.3 Determinacio da melhor concentracio de aditivo

Conforme citado, as curvas de atenuacdo sdo muito empregadas
para o estudo e monitoramento do controle da fermentagdo por fungos e
bactérias nas industrias de bebidas e alimentos. Este estudo foi realizado
utilizando algumas concentragcdes de aditivos puros nas solucdes
fermentaveis, de maneira a identificar quais seriam os melhores valores
para a concentracdo de aditivo e que permitissem avaliar seus efeitos
antifungicos. Esse controle é feito medindo o nivel de agUcar presente
nas solucfes em teste, onde uma concentracdo maior de agUcares indica
uma presenca menor de células de leveduras capazes de metaboliza-lo
em CO, e alcool.

Apos diversos testes com varias concentracfes diferentes de
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aditivos na solucdo de teste, concluiu-se que os melhores resultados em
relacdo ao efeito antimicrobiano estdo entre 0.0 a 0.06g/l. Dessa forma,
optou-se por utilizar concentragdes de 0,00, 0,02, 0,04 e de 0,069/l para
cada aditivo.

Para as solugdes contendo o Triclosan, ndo foram verificadas
diferencas significativas das concentragfes do aditivo na capacidade de
eliminagdo das leveduras, Figura 53. Este efeito deve-se provavelmente
a baixa solubilidade do Triclosan na agua, que é de aproximadamente
0.017g/l (LAMEIRA, 2008). Com isso, 0 contato entre as células da
levedura que permanecem em suspensdo na solucdo e o agente
antimicrobiano é reduzido. No entanto, optou-se em utilizar as mesmas
concentracdes utilizadas com o aditivo vitreo, para fins de comparacéo
entre os dois aditivos.

11 Triclosan

10
— Controle
—0,02¢g/l
—0,04g/l
— 0,069/l

Teor de aglcar (°Bx)
w M O O N O ©

0 12 24 36 48 60 72 84 96
Horas (h)

Figura 53 - Comparativo das curvas de atenuagdo de aglcar para solugdes
contendo Triclosan ndo irradiado, nas trés concentracOes de teste e controle.

A partir dos resultados de atenuacdo da Figura 53, quando
comparadas as curvas das amostras contendo o Triclosan com a curva da
solucdo de controle, é possivel verificar que a diminuicdo no teor de
acucar ocorre de maneira mais suave nas amostras contendo o aditivo,
indicando uma redugdo da taxa de consumo do agucar pelas leveduras.
Além disso, a concentracdo final de acglcar é superior nas solugdes
aditivadas e tendendo a uma estabilizacéo.

No entanto, por ser um agente antimicrobiano to eficaz, espera-
se que o Triclosan elimine todas as células da levedura e o teor de agucar
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rapidamente e mantenha-se constante durante todo o experimento, ou
gue sua reducgdo seja muito pequena, mesmo nas menores concentracdes.

Este comportamento ocorre por dois motivos: i) o Triclosan ndo é
um agente fungicida muito eficiente, por isso, a taxa de crescimento da
levedura é levemente inferior a de morte, permitindo que se desenvolva
o suficiente para consumir parte do aclcar da solucdo e ii) a baixa
solubilidade do Triclosan na &gua limita ainda mais a capacidade
fungicida do aditivo. De qualquer forma, os resultados mostram que essa
técnica pode ser utilizada de maneira comparativa entre os aditivos
irradiados e ndo irradiados na avaliacdo do efeito do processo de
irradiacdo com radiacéo y no efeito fungicida dos aditivos ou compostos.
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Figura 54 - Comparativo das curvas de atenuacdo de agUcar para solucgdes
contendo vidro dopado com Zn*?, ndo irradiado, nas trés concentracdes de teste
e controle.

Para os testes com o vidro dopado com Zn*?, os efeitos nas curvas
de atenuacdo de aclcar também sdo evidentes, Figura 54. Os efeitos séo
semelhantes aos apresentados pelo Triclosan, com uma atenuagdo mais
suave e valores de teores de acgucar finais superiores ao da solugdo de
controle.

As medidas finais do teor de agucar foram de 3.2°Bx para 0
controle, e 3,4, 3,5 e 3,6°Bx respectivamente para as concentragdes de
0,02, 0,04 e 0,06¢/I de vidro dopado. Além disso, percebe-se que entre a
36° e 842 hora, a diferenca entre a curva de atenuacdo correspondente a
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concentracdo de 0,02g/l e as demais é bastante grande. Na 48?2 hora
(Figura 55), por exemplo, as medidas sdo de 3,2°Bx para o controle e
5,1°Bx para a concentracdo de 0.02g/l e 6°Bx para as concentracfes de
0.04 e 0.06g/I de vidro dopado.

Controle
0,029/
I 0,049/
I 0,06¢/I

(o))
1
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1
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1

Concentracao de acucar (°Bx)
D
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Figura 55 - Comparagcdo do teor de aglcar na 48® hora nas diferentes
concentracdes de vidro dopado com Zn*?, néo irradiado

4.1.4 Efeito da radiaciao nas curvas de atenuacio

Na Figura 56 € possivel verificar o efeito do vidro dopado com
Zn*? na curva de atenuacdo do teor de aclcar da solucdo de teste,
comparando o aditivo irradiado do néo irradiado.

Nestes resultados identifica-se o efeito fungicida dos fons de Zn*?
pelo efeito direto do retardamento do processo de fermentacdo. Verifica-
se que apds 48 h de ensaio, na amostra de controle o processo de
conversdo do aglcar é encerrado e mantido em 3,2°Bx, enquanto nas
amostras aditivadas o processo continuou de forma mais lenta, até 84 h
de ensaio, com valor de 3,6°Bx. Ainda de acordo com os resultados
apresentados na Figura 56 é possivel verificar que o processo de
irradiacdo ndo alterou o comportamento antimicrobiano do aditivo, uma
vez que suas curvas de atenuacdo sdo praticamente idénticas.
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Figura 56 - Curva de atenuacdo do teor de agUcar para solugdes contendo vidro
dopado com Zn+2, irradiado e ndo irradiado por radiagéo .

Para as curvas de atenuagdo das solugcbes contendo o Triclosan,
Figura 57, os resultados sdo semelhantes. Sdo observadas curvas de
atenuacdo mais suaves com estabilizacdo em 3,6°Bx apds 84 h. Da
mesma forma, as curvas do aditivo irradiado e ndo irradiado por radiacédo
y também se mostraram praticamente idénticas, ou seja, 0 processo de
irradiacdo ndo alterou a capacidade antimicrobiana do aditivo.
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Figura 57 - Curva de atenuacdo do teor de aglcar para solu¢fes contendo
Triclosan irradiado, ndo irradiado e controle

A Figura 58 mostra a comparagdo dos resultados de atenuagédo nas
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solucdes contendo o vidro dopado com Zn*? e o Triclosan, ambos
irradiados e néo irradiados bem como o controle.

E possivel verificar que o Triclosan apresenta um efeito mais
pronunciado do que o vidro dopado com Zn*?, no que diz respeito a
inclinacdo das curvas de atenuacdo. No entanto, vale ressaltar que,
embora com efeito menor, o vidro dopado com Zn*? mostra-se presente.
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Figura 58 - Curva de atenuagdo comparando o Triclosan e o vidro dopado com
Zn, ambos irradiados e ndo irradiados

4.1.5 Espectroscopia de infravermelho

A Figura 59-a mostra o espectro de infravermelho obtido para o
Triclosan puro antes da sua irradiacdo por radiacdo y. E possivel
identificar que a maior parte das bandas de absorcao esta no intervalo de
900 cm™ a 1700 cm™. No intervalo de 600 cm™ a 850 cm™ as bandas de
absorcéo sdo relativas aos modos vibracionais das ligagdes do tipo C-ClI
(SILVERSTEIN, BASSLER e MORRILL, 2005). Os sinais entre 450
cm™ e 580 cm™, bem como a banda em 1594 cm™, s&o caracteristicos
das estruturas aromdticas das unidades de fenol da molécula do
Triclosan. Entre 800 cm™ e 1000 cm™ séo observados sinais fortes e
estreitos, caracteristicos aos modos vibracionais dos grupos alcanos e
alcenos, bem como as ligagdes do tipo R-CO-ClI e CI-CO-O. Entre 3000
cm™ e 3500 cm™, os sinais s&o referentes aos grupos hidroxilas ligados
nas estruturas aromaticas do Triclosan (SILVERSTEIN, BASSLER e
MORRILL, 2005).

Bandas préximas a 1150 cm™ e 1058 cm™ sdo caracteristicas de
ligacdes do tipo C-O-C, estruturas aromaticas e ligac6es do tipo C-Cl.
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Em 1335 cm™ e 1640 cm™ os sinais sdo referentes aos grupos OH das
estruturas do tipo C-OH e dos alcoois fendlicos.

Quando comparados os espectros para o Triclosan antes, Figura
59 -a, e apds o processo de irradiacdo, Figura 59-b, ndo é perceptivel
alteracBes nos espectros. Com a sobreposicdo verifica-se que 0s
espectros obtidos sdo praticamente idénticos. Esta dificuldade de
observagdo das diferencas nos espectros se deve, ao fato de, apesar do
Triclosan apresentar certa sensibilidade a radiagdo (| (USTUNDAS e
KORKMAZ, 2009) a quantidade de compostos formados pelo processo
de degradacdo pela radiacdo ndo é suficiente para ser identificado via
FTIR. Nesse caso, uma técnica mais interessante seria a Cromatografia
liguida de alta eficiéncia, mais conhecida como HPLC (High
Performance/Pressure Liquide Chromatography). Calculos baseados no
trabalho de Ustiindag e Korkmaz (USTUNDAg§ e KORKMAZ, 2009),
demonstram que para os percentuais de aditivos e a dose de irradiagdo
utilizada, a degradacdo do triclosan vai de 44,87x10°% para os
compostos com 0.5% e 224.4x10°% para os aditivados com 2,5% de
triclosan, ficando abaixo do nivel de deteccdo do equipamento. Mais
detalhes dos calculos sobre o efeito da radiacdo no Triclosan estdo
demonstrados no Anexo 1.

Baseado nos resultados mostrados na Figura 59, é possivel
afirmar que, nas condi¢des testadas, a radiago y ndo provoca mudangas
significativas nas moléculas de triclosan, permitindo seu uso como
aditivo antimicrobiano, ndo apenas no PEAD e na PA6 testados nesse
trabalho, mas também em outros tipos de polimeros.
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Figura 59 - Espectros de FTIR para o Triclosan. (a) antes da irradiacdo, (b) apds
a irradiacéo e (c) sobreposigdo dos espectros.

4.1.6  Efeito da radiacdo no vidro dopado com Zn"

Os mecanismos de degradacdo provocados pela radiagcdo vy
ocorrem ionizando os atomos e quebrando ligacGes covalentes. Neste
caso, 0 zinco ja se apresentava na forma idnica devido ao processo de
incorporacdo no vidro e ndo se esperava qualquer efeito de ionizacéo
pela radiacdo y no aditivo vitreo.

4.2 CONSIDERACOES FINAIS

Os estudos com os compostos aditivados com o vidro dopado
com Zn*? apresentaram pouco efeito no que diz respeito ao poder
bactericida, embora em algumas teses de difusdo em &gar tenha
apresentando alguns resultados positivos. Para esses compostos, o efeito
da irradiacdo ndo foi significativo, pois o principio ativo deste aditivo é
0 Zn*?, ou seja, um elemento ja ionizado, portanto, a radiagdo y ndo
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provocaria nenhuma alteracdo no seu efeito antimicrobiano.

Se 0 zinco estivesse presente na forma reduzida ou como éxido, o
efeito da radiacdo poderia aumentar a eficiéncia antimicrobiana, pois por
se tratar de uma radiagio ionizante, provocaria a formagéo de ions Zn*
e/lZn*.

Nos testes utilizando apenas o aditivo puro, frente a leveduras, 0
efeito antimicrobiano mostrou-se presente, mas como esperado, ndo foi
alterado pelo efeito da radiag&o v.

Em todos os testes envolvendo o Triclosan, o efeito
antimicrobiano foi expressivo. Tanto os testes de difusdo em &gar quanto
os de CIM demonstraram o elevado efeito bactericida do composto.
Conforme o esperado. Embora alguns estudos indiquem certa
suscetibilidade do Triclosan a radiacdo, os niveis de degradagdo foram
muito baixos, ndo resultando em uma alteragdo significativa do efeito
antimicrobiano. Esse fato foi confirmado quando testado o aditivo puro
irradiado e ndo irradiado, frente a leveduras, ou seja, a quantidade de
radiacdo utilizada ndo foi suficiente para degradar o aditivo a ponto de
ser detectado no FT-IR e nos testes antimicrobianos.






5 CONCLUSOES

Os compostos polimero/triclosan se mostraram muito eficientes
nos testes de difusdo em agar, apresentando halos bastante visiveis em
todas as concentracdes testadas. Chama a atencdo a diferenca entre o
efeito biocida dos compostos a base de triclosan, onde as amostras de
PEAD apresentam um efeito antimicrobiano mais acentuado do que as
de PAG.

Os testes de CIM demonstraram o efeito antimicrobiano foi
significativo em todas as concentracdes testadas, nos dois polimeros
base.

Tanto para os compostos a base de PA6 quanto para os a base de
PEAD, o efeito da radiagdo ndo se mostrou significativo nos testes de
difusdo em agar e CIM.

Os compostos a base do vidro dopado mostraram resultados
pouco significativos tanto nos testes de difusdo em agar, quanto nos
testes de CIM, indicando a necessidade de mais estudos quando ao efeito
antimicrobiano. Assim como nos testes com 0s compostos a base de
triclosan, a irradiagdo ndo demonstrou efeito significativo nos compostos
aditivados com o vidro.

Nos testes de avaliagcdo da curva de atenuagdo, o triclosan puro
apresentou efeito antimicrobiano, ndo sendo detectadas diferencas entre
as curvas do aditivo irradiado e ndo irradiado.

Nos testes de avaliacdo da curva de atenuacdo na presenca do
vidro dopado com Zn, os resultando também indicaram efeito
antimicrobiano. Da mesma forma que nos testes com o triclosan, a
irradiacdo a 25kGy ndo afetou o efeito antimicrobiano do aditivo.

Os testes de “avaliacdo da curva de atenuagdo”, apresentaram
resultados positivos quanto a sua aplicabilidade em testes
antimicrobianos, no entanto, novos estudos serdo necessarios de forma a
padronizar a técnica.

Por fim, ficou demonstrado que mesmo as matrizes poliméricas e
0 aditivo antimicrobiano organico (triclosan), apresentarem sensibilidade
a radiacdo vy, nas condicOes de teste desse trabalho, ndo foram percebidas
alteragdes no efeito biocida dos compostos e dos aditivos.
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7 ANEXO1

Efeito da irradiacio sobre o Triclosan

Ustiindag e Korkmaz (USTUNDAgE e KORKMAZ, 2009)
estudaram os efeitos da radiagdo y no Triclosan e afirmam que este é
bastante sensivel a radiacéo vy, tendo um “valor G” de 0,12. O “valor G”
é utilizado como referencia em termos de suscetibilidade ao efeito das
radiacdes ionizantes e indica o nimero de eventos (formacéo de ligacbes
cruzadas, cisdes, ionizacdo de moléculas, etc.) provocados por cada 100
eV de energia absorvida, isto &, o numero de ligagbes quimicas
modificadas por cada 100 eV (MELO, 2004). Baseado nessas
informacBes é possivel estimar o nivel de degradacdo sofrido pelo

Triclosan.

Considerando-se que:

O valor de “G” para o Triclosan de 12,4x10® mol/J, ou seja,
para cada 1) de energia irradiante absorvida, tem-se
12,4x10"® mol de reacdes de degradacéo;

Os aditivos puros foram irradiados com 25 kGy (25 kJ/kg),
ou seja, 25 J/g;

O peso molecular do Triclosan é de 289,5 g/mol.

Temos que:

Para cada Joule absorvido, ha uma degradacéao de 3,590.10°
®g de Triclosan:;

Cada 1g de amostra absorveu 25J] durante a irradiagdo,
portanto, sofre uma degradacdo de 89,75.10°g, ou seja,
8,975.10° %.

Assim, tem-se a formula:
Equacéo 1 - Célculo do percentual de degradacéo do Triclosan irradiado

%degradado =G X Egp XM x 100%

Onde:

G - Valor de G, em mol/J
Ea = Dose da irradiacdo em KGy
M = massa molecular do Triclosan
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No caso dos polimeros aditivados, a dose total é dividida entre a
matriz e os aditivos de maneira proporcional a massa, portanto, o nivel
de degradagdo nos compostos também é proporcional a sua
concentragdo. Assim tem-se:

Equacéo 2 - Calculo do percentual de degradacédo do Triclosan irradiado
presente no composto

Yodegradado = G X Eap X (C x 100™)x M x 100
Ou
%degradado =GXEpxCxM

Onde:

G - Valor de G, em mol/J

Ea = Dose da irradiagdo em KGy

C - concentragdo percentual do aditivo
M = massa molecular do Triclosan

A Tabela 6 mostra os valores de degradacao dos aditivos para nos
compostos em funcdo da concentracao:

Tabela 6 - dose de radiacdo absorvida e nivel de degradacgéo do
Triclosan

Concentracao Dose de % de Degradacdo em
% radiacdo degradacgdo (10 PPM
absorvida %
(kGy)
0,5 0,125 44,87 0,449
1,0 0,250 89,75 0,897
1,5 0,375 134,6 1,346
2,0 0,500 179,6 1,795
2,5 0,625 2244 2,244




