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RESUMO

Utilizado para muitas finalidades, o hipoclorito de sddio € rotineiramente encontrado em todos
os lares brasileiros sob a designacdo de agua sanitaria, a qual apresenta caracteristicas que
podem ser prejudiciais ao ser humano, tais como queimaduras na pele e nos olhos,
principalmente em altas concentra¢fes. Com isso, é essencial haver um arcabougo, que possa
garantir a qualidade desses produtos através da avaliacdo de parametros relacionados a eficacia,
a seguranca da aplicacdo e a garantia da qualidade desse produto. Desta maneira, 0 presente
trabalho tem como objetivo analisar a qualidade fisico-quimica de dez marcas comerciais de
agua sanitaria, bem como realizar um estudo do método de disco-difusdo para determinar a
atividade antimicrobiana das mesmas. Para determinacdo da qualidade fisico-quimica foram
realizadas as analises de pH e determinacdo do teor de cloro ativo. De modo geral, foi
constatado que as marcas comerciais de dgua sanitaria analisadas apresentaram valores de pH
variando de 12,2 a 12,7 estando em conformidade com o definido pela legislacdo. Ja em relacdo
ao teor de cloro ativo, duas amostras apresentaram teor superior ao valor definido pela
legislacdo, que é de 2,0% a 2,5% p/p, e uma amostra com teor abaixo do estabelecido. Foram
feitas modificacBes na conducdo do método de disco-difusdo que permitissem uma melhor
determinacdo da atividade antimicrobiana da agua sanitaria. 1sso porque os resultados
mostraram que em nove marcas ocorreu apenas reducdo da populacdo microbiana préximo ao
disco, quando o esperado seria a formacao de um halo de inibicao.

Palavras-chave: Hipoclorito de sddio. Controle de qualidade. Teor de cloro ativo. Método de
disco-difusdo. Microrganismos indicadores.



ABSTRACT

The sodium hypochlorite is used for many purposes and routinely found in all brazilian homes
about the designation of bleach, with characteristics that may be harmful for humans, such as
skin and eye burns, especially in high concentrations. Therefore, it is essential to have a
legislation that can guarantee the quality of these products through the evaluating variables
related to the effectiveness, safety of application and quality assurance of these product. Thus,
the present work aims to analyze the physico-chemical quality of ten commercial bleach brands,
as well as to study the disc diffusion method to determine their antimicrobial activity. For
determination the physico-chemical quality were realized pH analyze and determination of
active chlorine content. In general, it was found that the bleach brands presented pH values
ranging from 12.2 to 12.7, in accordance with the defined by the legislation. In relation of the
active chlorine content, two samples presented values higher those defined by legislation, which
is 2.0% to 2.5% w / w, and one sample with a value below the established. Changes were made
in the conduction of the disk diffusion method that allows a better determination of the
antimicrobial activity of bleach. This is because the results shown in nine marks occurred only
reduction of the microbial population next of the disc, when the expected would be formation
of an inhibition halo.

Keywords: Sodium hypochlorite. Quality control. Active chlorine content. Disk diffusion
method. Indicator microorganisms.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 - Variacdo anual do PIB para a industria de higiene, limpeza e saneantes do ano de

2014 @t 2018..... ettt ettt et aens 20
Figura 2 - Valores em R$ que o setor de Agua Sanitaria e Alvejantes alcangou do ano de 2014

ALE 2018, ettt e et nenrens 21
Figura 3- Amostra de agua sanitaria, em triplicata, com agua destilada............cccccccocerevrnnnee 29
Figura 4 - Amostra de agua sanitaria com iodeto de potassio e 4cido acético .............ccecvvenene 29
Figura 5- Pausa da tItUIACAD. .......cceeueieeie ettt s ra et esre e e 30
Figura 6 - Fim da titulagdo com mudanca da coloragdo amarelo para incolor...............cc.cc..... 30
Figura 7 — Determinacdo do pH em amostra de agua Sanitaria..........c.ccocevereriereineseneiesenns 32

Figura 8 - llustracdo do movimento horizontal e vertical para fazer as estrias na placa, com

AUXTIIO 00 SWAD ...t 34
Figura 9- Realizag&o de estrias na placa de Petri descartavel com auxilio do Swab................ 34
Figura 10 - Aplicagdo do diSCO de PAPE ........ooviiiiiiiiieieeee e 35

Figura 11 - Medicgéo do halo na posigéo horizontal e vertical respectivamente, com auxilio de
UM PAGUIMIELIO .ottt bbbttt bbb b e ne e 36
Figura 12 — Halos de inibig&o referentes a 12 horas de incubagdo com Escherichia coli para: (a)
amostra D e (D) @MOSIIra J.......cveiieiiie e 42
Figura 13 — Halos de reducdo referentes a 24 horas de incubacdo para a amostra J com
ESCEriChia COli......cuveiieiice e e 43
Figura 14 - Resultados das placas inoculas com Staphylococus aureus e mantidos por 24 horas
em temperatura ambiente para: (a) amostra A, (b) amostra D e (c) amostra | ...... 45
Figura 15 — Comparacdo das placas incubadas a 35°C e em temperatura ambiente com
Staphylococus aureus para: (a) amostra A, (b) amostra D e (c) amostra l............ 45
Figura 16 — Teste de Controle Positivo e Negativo para Staphylococcus aureus.................... 48

Figura 17 - Teste de Controle Positivo e Negativo para Escherichia coli ............ccccoveiinenne 48



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 - Resultados do teor de cloro ativo em aguas sanitarias comercializadas na cidade de

JOB0 PESSO/PB ..ottt 38
Tabela 2 - Resultados médios de pH de aguas sanitarias comercializadas regulamente na Cidade
de JOA0 PESSOG/PB.......c.eeiiieeiec ettt 40

Tabela 3 - Média da triplicata dos halos de reducdo das amostras de dgua sanitaria inoculadas

com Staphylococcus aureus e Escherichia Coli........cccocvovviiiiiicciiccccece e, 43



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

ABIPLA Associagdo Brasileira das Industrias de Produtos de Limpeza e Saneantes de Uso

Domeéstico e de Uso Profissional

AOAC Association of Official Analytical Chemists
ATCC American Type Culture Collection

CEN Comité Europeu de Normalizagéo

DL Lethal Dose

DO Densiade Otica

DOU Diario Oficial da Unido

DU Diluicéo de Uso

FIOCRUZ  Fundacdo Oswaldo Cruz

H,S0, Acido Sulfrico

HCIO Acido hipocloroso

HF Acido Fluoridrico

HNO, Acido Nitrico

INCQS Instituto Nacional de controle de Qualidade em Saude
NaClO Hipoclorito de Sodio

NaOH Hidroxido de Sodio

pH Potencial hidrogeniénico

p/p Peso por Peso

PIB Produto Interno Bruto

RDC Resolucéo de Diretoria Colegiada

UFC Unidade Formadora De Coldnias



SUMARIO

1 INTRODUGAO ...ttt tee et n s 14
2 OBUJIETIVOS ...t ne e 16
2.1 OBJETIVO GERAL ...t 16
2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS........ooviiieeeseeeeteeieseeeee st senis s st nannen s, 16
3 FUNDAMENTAGAO TEORICA ....coovtiiiriiieinsiiesisssississisissss s 17
3.1 SANEANTES ...ttt ne e 17
T80 I I 1= T o7 T TSRS 17
TN O F- 1 o Vo= (o SRS 17
3.1.3 Cenério Econdmico para a Industria de Saneante ............cccceevevverierenenesesnseeenns 19
3.2 AGUA SANITARIA. ..ottt 22
3.2.1 Requisitos para o registro da &gua SaNitaria..........ccccoveveiviieiieiieiesecese e 22
3.2.2 HIpOCIOFITO A€ SOUIO ...ttt et 23
3.3 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA ... .ottt 24
3.3.1 Métodos para Determinacdo da Atividade Antimicrobiana.............cccccccceevvvrvennnne. 26
4 MATERIAL E METODOS........ccoiiieteteeeeeeseeeesssessses s sesasses s s sssses s sssn s, 28
4.1 OBTENGCAO DAS AMOSTRAS .....oovevieeeeetieseeeisssteseesessss st tsssssesassn s, 28
4.2 DETERMINACAO DO CLORO ATIVO ..ot tee e, 28
o O 1 (o] 1] o OO PRR 31
4.3 DETERMINAGAO DO PH oooovoieeeeeeeeeeeeeeeseeeeeses s eeseeeseesseeeseeseees e se s eeseseseseseeeseesens 31

4.4 ESTUDO DO METODO DE DISCO-DIFUSAO PARA DETERMINACAO DA

ATIVIDADE ANTIMICROBIANA ..ottt 32
4.4.1 Cultura microbiana e preparo do iNOCUI0 .........ccooeiiiiiiiiiiie s 32
4.4.2 Prepar0 do MEI0 & CUITUIA........ooiiiieii e 33
4.4.3 1NOCUIAGAD TA PIACA .......oiviiiiiiiiiee s 33

4.4.4 Aplicacdo dos diSCOS POI QITUSED ......c.ccviriiriiiiiiieieie e 35



4.4.5 Incubacio das Placas e medida dos halos ..o 35

4.4.6 Teste de Controle POSitivo € NegatiVO ........c.cccviiiiiiiiiiiie e 36
5  RESULTADOS E DISCUSSAOQ ........ooieieiieteeeeeeseeeee s vestesaseaesaesesssses s 38
5.1 ANALISE DO TEOR DE HIPOCLORITO DE SODIO......cccccovierereeeieeeieeiese e, 38
5.2 DETERMINAGCAO DO PH ..ot 39
5.3  ANALISE MICROBIOLOGICA .......coooviiiiiieieeeeeie et 41
5.3.1 Teste de Controle Positivo € NegatiVO .........cccceiviieiieieiie e 47
B CONCLUSAO ..ottt 49
7 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS........o.cooveerneeeeeeieriessesiessiensennaon, 50

= = = = N0 VNSRS 51



14

1  INTRODUCAO

Os saneantes estdo presentes em todos os lares brasileiros, sendo destinados a aplicacao
em objetos, tecidos, ambientes e pisos, com o objetivo de limpeza, desinfec¢édo, desodorizacéo
e sanitizacdo, além de desinfec¢do de agua para consumo humano, hortifruticola e piscinas.

No mercado, existem diferentes tipos de produtos saneantes como desinfetantes
detergentes e sabdes, disponiveis em diferentes marcas.

A 4gua sanitaria € um saneante de consumo amplo e diverso por ser um produto
encontrado com facilidade, apresentar baixo custo e de grande aceitagdo no mercado brasileiro,
utilizado para garantir a desinfeccdo da agua, ambientes e dos alimentos. No entanto, segundo
Souza (2017), a agua sanitaria possui alta instabilidade relacionada a fatores como, temperatura,
luminosidade e carga microbiana elevada, além de ndo matar esporos bacterianos, bacilo da
tuberculose ou virus ndo lipidicos em tempo aceitavel.

Normas de controle sdo aplicadas ao processo de fabricacdo da agua sanitaria que, para
ser comercializada, deve possuir o registro da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria —
ANVISA. O produto deve atender a Resolucao - RDC n°110/2016, como solucdo aquosa a base
de hipoclorito de sédio ou célcio com teor de cloro ativo presente entre 2% a 2,5% p/p e 0 prazo
maximo de seis meses de validade, uma vez que, em quantidade inferior que a estabelecida pela
legislacdo, a acdo deste produto ndo é eficiente (BRASIL, 2016). Por outro lado, em
guantidades acima do permitido, significa maior concentracao de cloro, que pode ser liberado
em forma de géas, podendo ser absorvido pelo corpo humano através da respiracéo (INMETRO,
2013).

A &gua sanitaria se caracteriza como produto alcalino, tendo potencial hidrogeni6nico
com valor maximo de 13,5, com a funcdo de estabilizar o cloro ativo do produto e assim
prolongar a sua validade, mas valores de pH acima do permitido pela legislacdo podem causar
queimaduras na pele e nos olhos (BRASIL, 2016).

A ANVISA ¢ o 6rgdo responsavel pela fiscalizacdo, regulamentacdo e emissdo do
registro de comercializacdo de produtos de saneantes, e faz avaliacdes periodicas para verificar
se as empresas produtoras estdo obedecendo as regras de fabricagdo e o controle de qualidade
dos produtos que sdo colocados a servigo das pessoas. Visto que ha possibilidade de adulteracdo
do produto comercial, falsificacdo, erros na formulacdo e mesmo a perda de cloro ativo dos
produtos devido ao armazenamento inadequado e exposic¢ao prolongada nas prateleiras, propde-
se neste trabalho, a analise de parametros de qualidade fisico quimica e o estudo do método de

disco-difusdo para determinacdo da atividade antimicrobiana de marcas comerciais de agua
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sanitéria contra as cepas de Staphylococcus aureus ATCC 14458 e Escherichia coli ATCC
10536.



16

2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a qualidade de diferentes marcas comerciais de agua sanitéria através dos
parametros potencial hidrogenidnico (pH), teor de cloro ativo e atividade antimicrobiana.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Analisar quantitativamente o teor de hipoclorito de sédio por meio do método

volumétrico e determinar o potencial hidrogenidnico (pH) nas marcas selecionadas;

- Comparar os resultados obtidos do teor de cloro ativo e pH com os valores
estabelecidos pela legislacdo vigente da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA, 2019);

- Estudar o método de disco-difusdo para determinacdo da atividade antimicrobiana das
marcas selecionadas contra as cepas de Staphylococcus aureus ATCC 14458 e
Escherichia coli ATCC 10536.
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3 FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1  SANEANTES

3.1.1 Definicao

Segundo a Resolucdo RDC n° 184/2001, da ANVISA, saneantes domissanitarios e afins
sdo substancias ou preparacdes destinadas a higienizacdo, desinfeccdo ou desinfestacao
domiciliar, em ambientes coletivos e/ou pablicos. Sao utilizados em lugares de uso comum e
no tratamento de &gua, compreendendo: detergentes e seus congéneres; alvejantes;
desinfetantes; desodorizantes; esterilizantes; algicidas para piscinas; fungicidas para piscinas;
desinfetante de 4gua para consumo humano; agua sanitaria; produtos bioldgicos; inseticidas;
raticidas; jardinagem amadora; repelentes (BRASIL, 2001).

Para a fabricacdo destes produtos existe uma série de normas legais e técnicas para obter
a autorizacdo do Ministério da Saude e licenciamento pelo 6rgdo sanitario das Unidades
Federativas, onde esta localizada a inddstria e o produto serd comercializado. As industrias
também estdo sujeitas a verificagdo do cumprimento das Boas Préticas de Fabricacdo e Controle
(BPF e C), por meio de inspecGes por autoridades sanitarias (BRASIL, 2001).

A Resolucdo RDC n°59/2010 da ANVISA dispde sobre os procedimentos e requisitos
técnicos para a notificacdo e o registro de produtos saneantes e da outras providéncias,
objetivando padronizar, estabelecer definicdes e caracteristicas gerais dos saneantes, assim
como apresentar 0s requisitos técnicos para a notificacao e o registro de produtos, embalagem
e rotulagem (BRASIL, 2010).

3.1.2 Classificacéo

A Resolugdo RDC n° 59/2010, da ANVISA estabelece os procedimentos referentes ao
registro de produtos saneantes domissanitarios levando-se em conta a avaliacdo e o
gerenciamento de risco, considerando parametros como a toxicidade e a finalidade de uso do
produto, a ocorréncia de problemas anteriores, entre outros (BRASIL, 2010).

Quanto ao risco, através do artigo 5° da referida Resolugéo, os produtos saneantes sao
classificados como de Risco 1 e de Risco 2, para efeito de notificacdo e registro,

respectivamente.
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Os produtos saneantes séo classificados como de Risco 1, de acordo com BRASIL
(2010), quando:

*Apresentem DL50 oral para ratos superior a 2000mg/kg de peso corpéreo para produtos
liquidos e superior a 500mg/kg de peso corpéreo para produtos solidos;

+O valor de pH na forma pura, a temperatura de 25°C, seja maior que 2 ou menor que 11,5.
*Nio apresentem caracteristicas de corrosividade, atividade antimicrobiana, a¢do desinfestante
€ ndo sejam a base de microrganismos viaveis; e

* Nao contenham em sua formulagdo um dos seguintes acidos inorganicos:

v Fluoridrico (HF);

v Nitrico (HNO3);

v Sulfdrico (H2S04); ou

4 Seus sais que os liberem nas condic6es de uso do produto.

Exemplos de produtos saneantes Risco 1 s&o 0s saponaceos, alvejantes e amaciantes de
roupas, polidores, detergentes, ceras para pisos, sabdes, neutralizadores de odor, dentre outros.

Deve constar obrigatoriamente no rotulo que sdo “produtos notificados na
ANVISA/MS” e o nimero do processo de notificagao.

Os produtos saneantes séo classificados como de Risco 2, de acordo com BRASIL
(2010), quando:

*Apresentem DL50 oral para ratos superior a 2000mg/kg de peso corpéreo para produtos
liquidos e superior a 500mg/kg de peso corporeo para produtos solidos;

*O valor de pH na forma pura, a temperatura de 25° C, seja igual ou menor que 2 ou igual ou
maior que 11,5;

*Apresentem caracteristicas de corrosividade, atividade antimicrobiana, acdo desinfestante ou
sejam a base de microrganismos viaveis; ou

*Contenham em sua formulagdo um dos seguintes acidos inorganicos:

4 Fluoridrico (HF);

v Nitrico (HNO5);

v Sulfarico (H,S0,); ou

4 Seus sais que os liberem nas condic¢Ges de uso do produto.

Exemplos de produtos saneantes de Risco 2 sdo aqueles que garantem agéo
antimicrobiana, como &gua sanitaria, desinfetantes, esterilizantes, fungicidas, assim como
produtos desinfestante (para controle de pragas). Nesta lista ainda constam produtos fortemente
acidos ou alcalinos, como o0s desincrustantes.

Os produtos com acdo antimicrobiana para inddstria alimenticia e afins abrangem
aqueles para uso em objetos, equipamentos e superficies inanimadas e ambientes onde se d& o
preparo, consumo e estocagem dos géneros alimenticios, utilizados em cozinhas, inddstrias
alimenticias, laticinios, frigorificos, restaurantes e demais locais produtores ou manipuladores
de alimentos. Estes séo classificados em sanitizantes e desinfetantes (BRASIL, 2007). E devem

constar em seus rétulos os numeros de registro com a sigla da autoridade competente e, somente
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poderdo ser comercializados, apos a concessdo do registro publicado no Diério Oficial da Uni&o
(DOU).

Quanto a finalidade, os produtos saneantes sao classificados, em:

* Limpeza em geral e afins;

* Desinfeccao, esterilizacdo, sanitizagdo, desodorizagdo, além de desinfec¢do de agua
para consumo humano, hortifruticulas e piscinas;

* Desinfestacao;

» Tira manchas.

Ja a classificacdo quanto a venda e emprego, em:
* Produtos de venda livre;

* Produtos de uso profissional ou de venda restrita a empresa especializada.

3.1.3 Cenario Econdmico para a Industria de Saneante

A industria de higiene, limpeza e saneantes tem grande importancia na economia do
Pais. De acordo com a Associacdo Brasileira das Industrias de Produtos de Limpeza e Saneantes
de Uso Domestico e de Uso Profissional (ABIPLA), o setor nacional faturou, no ano de 2018,
cerca de R$ 21 bilhdes, o que corresponde a 2,7% do Produto Interno Bruto (PIB) e esta

apresentado na Figura 1.
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Figura 1 - Variacao anual do PIB para a indistria de higiene, limpeza e saneantes do ano de 2014
até 2018
2018
2,7%

-3,5% -3,5%
2015 2016

Fonte: IBGE (2014 a 2018) / CNI (Projecéo 2019) (apud ABIPLA, 2019)

Considerando o cenario mundial, de acordo ABIPLA (2019), o Brasil € o quarto maior
mercado de produtos de limpeza, segundo levantamentos realizados por institutos de pesquisa
(Euromonitor, Kantar e Nielsen) em parceria com a ABIPLA. Isso demonstra que este setor é
de extrema importancia para a economia brasileira e, principalmente, para a vida das pessoas.
O setor de Agua Sanitéria e Alvejantes, por exemplo, vem crescendo ano pds ano, e em 2018,
gerou R$ 2.010.729 para a economia, 0 que corresponde a um aumento 2,6% com relacéo a

2017, como mostra a Figura 2.
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Figura 2 - Valores em R$ que o setor de Agua Sanitaria e Alvejantes alcangou do ano de 2014 até
2018

2018

o 2.010.726

2015 1.959.649

1.873.392 £
1.863.132

2014
1.649.299

Fonte: Dados Nielsen (apud ABIPLA, 2019).

No Brasil, o setor de Produtos de Limpeza e Polimento, juntamente com desinfestantes
domissanitarios, alcanca 100% dos municipios e gera em torno de 25 mil empregos diretos
(ABIPLA, 2019). Todavia, apesar de todos esses dados positivos, as vendas no varejo a pregos
correntes em 2018 ficaram no mesmo patamar de 2017, segundo os dados da Euromonitor
Internacional (ABIPLA, 2019). Isso ocorreu devido as “incertezas” econdmicas € politicas que
caracterizaram o ano de 2018, além de eventos pontuais como a greve dos caminhoneiros que
paralisaram o Brasil por duas semanas, ocasionando prejuizos na perspectiva otimista do ano
seguinte.

Os setores que mantiveram vendas positivas em 2018, segundo dados da Nielsen
reportados por ABIPLA (2019), foram: agua sanitaria (2,60%), sabdo em po6 (0,23%),
amaciantes (2,74%) e esponjas (14,10%). As demais categorias pesquisadas ficaram com
vendas menores que 0 ano anterior, sdo elas: detergente para lavar louga, sabdo em barra,
desinfetantes, limpadores para banheiros, multiusos e inseticidas.

Além disso, atualmente o objetivo de todas as empresas € a busca constante por aumento
na participacdo de mercado. Porém, para que seja possivel a obtengdo de vantagem competitiva
frente ao mercado, de acordo com a ABIPLA (2019), a empresa deve sanar deficiéncias internas
que a impedem de oferecer servicos com padrfes desejados pelo mercado, embalagens mais
sustentaveis (reducdo e/ou reciclagem de plastico pos-consumo), e-commerce, bem como
buscar a minimizagdo dos custos e desperdicios. Somado a isso, 0 quesito sustentabilidade,
trazendo compactacdo e concentracdo de produtos, novas tecnologias com melhores aditivos
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que gastem menos agua e diminuam as embalagens, reduzindo a emissdo de CO2 durante 0

transporte, o que garanta beneficios para o0 meio-ambiente e para o consumidor.

3.2 AGUA SANITARIA

A &4gua sanitéria estd muito presente no nosso cotidiano, seja em residéncias ou
empresas, por sua praticidade, baixo preco, facilidade de uso e principalmente seu poder
bactericida, sendo destinada sua aplicacdo na limpeza de banheiros, pias e utensilios da cozinha,
na desinfeccéo de frutas, hortalicas e legumes. E uma solucdo aquosa a base do hipoclorito de
sodio ou célcio (PORTAL TRATAMENTO DE..., 2017). e sua principal caracteristica é ser,
apesar da diluicdo, um poderoso bactericida (devido a presenca do cloro), com intervalo de teor
de cloro ativo entre 2,0 a 2,5% p/p (peso por peso) para fins de registro. Em quantidade inferior
a estabelecida pela legislacdo a acdo da dgua sanitaria ndo é eficiente.

De acordo com Brasil (2016), a agua sanitaria pode conter apenas 0s seguintes
componentes complementares:

a) Hidroxido de sodio ou de calcio;

b) Cloreto de sodio ou de calcio; e

c) Carbonato de sodio ou de calcio.

E proibido a adicdo de corantes, fragrancias, sequestrantes, tensoativos ou quaisquer
outras substancias. A agua sanitaria deve possuir coloracdo levemente amarelada, sendo
consideravelmente fotossensivel, devido a sua capacidade de se decompor sob a acdo da luz,
por isso a necessidade de uma embalagem opaca. E corrosiva a metais e seu contato com &cidos
libera gases toxicos (FOGACA, 2015). Também pode ser definida como composto quimico
destinado a limpeza, branqueamento e desinfec¢do em geral de superficies e tecidos, eliminando
germes e bactérias, evitando o aparecimento de doengas causadas pela falta de limpeza nos
ambientes, como casas e hospitais, e cujo principio ativo é o hipoclorito de sédio (SOUZA,
2017).

3.2.1 Requisitos para o registro da agua sanitaria

De acordo com a Resolucdo - RDC n°110/2016, da Agéncia Nacional de Vigilancia

Sanitaria— ANVISA, os requisitos minimos para o registro da dgua sanitaria sao:
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e O teor minimo de cloro ativo deve ser de 2,0% p/p e maximo de 2,5% p/p durante o prazo
de validade do produto;

e No caso de indicagdo do produto para desinfeccédo de hortifruticolas e de agua para consumo
humano, deve ser comprovada eficécia frente aos microrganismos Enterococcus faecium e
Escherichia coli no tempo de contato e dilui¢do propostos em rétulo;

e Os produtos com pH medido na forma pura, superior a 11,5 (onze virgula cinco), e com
indicacdo de prazo de validade de até 6 (seis) meses, sdo dispensados de apresentacdo de
ensaio de estabilidade e o pH maximo do produto puro deve ser de 13,5 (treze virgula
cinco);

e Se a diluicdo de uso indicada em rétulo, para desinfecgdo de ambientes, superficies e
objetos inanimados for superior a 0,3% (zero virgula trés por cento) p/p (peso por peso) e
por um tempo de contato de, no minimo, 10 (dez) minutos, a realizacdo dos ensaios de
eficacia frente aos microrganismos Salmonella choleraesuis e Staphylococcus aureus é
opcional;

e Proibida a adigdo de corantes, fragrancias, sequestrantes, tensoativos ou quaisquer outras
substancias.( (BRASIL, 2016).

3.2.2 Hipoclorito de sodio

O hipoclorito de soédio, principal e mais importante componente da agua sanitaria, é
definido como uma solugdo aquosa, alcalina, de coloracdo amarela, limpida e de odor
caracteristico. Possui propriedade germicida, o que permite sua utilizacdo em processos de
desinfeccdo, esterilizacdo e desodorizacdo de aguas, branqueamento de celulose, limpeza de
roupas, lavagem de frutas e legumes (ABICLOR, 2019).

E um composto quimico bastante instavel, dependendo de alguns fatores como, por
exemplo, temperatura, concentracao inicial, exposicao a luz, etc. Estes que podem contribuir
para sua decomposicao, tendo como consequéncia a diminui¢do do teor de cloro ativo, ou
hipoclorito (SOUZA, 2017). Este composto € um sal inorganico de formula NaClO, de massa
molar 74,44 g/mol, densidade 1,07 - 1,14 g/cm3 (produto liquido), ponto de fusdo 18°C e ponto
de ebulicdo 101°C. Tem como aparéncia um solido branco e é totalmente miscivel em agua
(MANUAI, 2017).

O hipoclorito de sédio é obtido através do borbulhamento do géas cloro em solucdo

concentrada de hidroxido de sodio, conforme a Equagéo 1 (SILVA, 2011).

2NaOH + Cl2 - NaClO + NaCl + H20  Equagdo (1)

O hipoclorito de sodio, como todos os hipocloritos, segundo Resende (2009), é um sal
derivado do &cido hipocloroso (HCIO), que em 4gua dissocia-se em ions Na* e C10~, no mesmo
tempo que uma por¢do substancial hidroliza-se em acido hipocloroso, conforme Equacao 2.
Esse &cido tem alto poder oxidante, assim como o anion hipoclorito, e é o responsavel pelo

efeito alvejante.
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NaCIO 4+ H20 — Na* + OH™ + HCIO + Cl2  Equacéo (2)
Ou
Na+ + Cl0~ + H* + OH™ < HCIO + NaOH Equagio (3)

A carga negativa do anion hipoclorito (C10~) impede que ele se difunda atraves da
parede celular dos microrganismos, o que faz do &nion um desinfetante fraco. Porém, o acido
hipocloroso também presente em equilibrio com o anion hipoclorito, devido a carga neutra e ao
pequeno tamanho, difunde-se facilmente pela parede celular (RESENDE, 2009).

O hipoclorito de sddio quando reage com 0s microrganismos, ele tem a capacidade de
atacar as proteinas das células causando a agregacdo, levando a morte a célula do
microrganismo, ou ele pode fazer com que a membrana das células do microrganismo sofra
rupturas (TEIXEIRA, 2011).

A acdo bactericida ocorre devido ao hipoclorito de sddio, pois quando se utiliza &gua
sanitaria em um meio ela tem a capacidade de eliminar com enorme eficiéncia os micro-
organismos presente (ANHEMBI, 2014).

3.3 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

As bactérias estdo presentes nos mais variados ambientes, incluindo o ar, a agua e
alimentos. Muitas dessas bactérias relativamente ndo sdo virulentas, mas outras sdo capazes de
causar diversas doencas. A contaminacdo por microrganismos patogénicos pode estar
relacionada com o contato com superficies inanimadas (MURRAY; ROSENTHAL;
PFALLER, 2010). Os microrganismos patogénicos podem ser bactérias, virus, protozoarios e
helmintos, e sua transmissdo pode acontecer de diferentes formas (GONCALVES, 2003).

As bactérias do grupo Escherichia coli sdo bastonestes gram-negativos, divididas em
patdgenas e saprofitas, sendo estas Ultimas inofensivas e ndo causadoras de doencas. As
principais doencas causadas por estas cepas sao as relacionadas a infec¢Ges do trato urinario e
rins nos animais, e diarreias agudas nos seres humanos de paises em desenvolvimento
(GONGALVES, 2003).

O Staphylococcus aureus € um dos mais frequentes patdgenos de origem alimentar
encontrado em plantas de processamento de alimentos, podendo aderir-se na superficie de
equipamentos e formar biofilme (PASTORIZA et al., 2002). Se enquadra no grupo de bactérias,
cocos gram-positivo, que faz parte da microbiota humana, contudo podem provocar doengas

que vao desde uma infecgdo simples, como espinhas e furdnculos, até as mais graves, como
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pneumonia, meningite, endocardite, sindrome do choque toxico e septicemia, entre outras
(SANTOQOS, 2007).

Na prevencdo de contaminagdes com esses microrganismos, sdo utilizados
procedimento de higienizacdo, compostos por uma etapa de limpeza e outra de desinfec¢éo, em
que a primeira se refere a remocdo de sujidades, e a segunda a acdo direta contra os
microrganismos. Na desinfec¢do, por meio de controle quimico, podem ser utilizados produtos
saneantes. Estes podem ser halogénios e derivados, em que o cloro esté inserido.

Segundo Rego e Faro (1999) e Germano e Germano (2003) (apud MENEGARO, 2016),
a acao sanitizante do cloro se da com a destruigdo da capsula bacteriana de protecdo e oxidagdo
do protoplasma celular, além da formac&o de cloraminas tdxicas que alteram a permeabilidade
celular e impedem a regeneragdo enzimatica.

Conforme Both (2009), o cloro, sob a forma de hipoclorito de sddio, tem sido o
composto quimico mais utilizado para garantir a qualidade microbiolégica da dgua, ambientes,
utensilios e dos alimentos, tendo em vista seu baixo custo e sua maior facilidade de acesso. No
entanto, a experiéncia com resisténcia a antibidticos e biocidas indica que ndo ha agente
qguimico antimicrobiano que ndo possa, eventualmente, selecionar ou induzir resisténcia nos
microrganismos. Especificamente frente ao hipoclorito, existem evidéncias de que varios
microrganismos apresentam diferentes graus de resisténcia a esse antimicrobiano, tendo em
vista que ndo elimina esporos bacterianos, bacilo da tuberculose ou virus ndo-lipidicos em
tempo aceitavel.

Contudo, é valido salientar que a avaliacdo da eficcia dos sanitizantes, em geral, ndo é
algo simples, pois pode ser afetada por varios fatores, tais como a concentracdo de
microrganismos, tipo de microbiota, tempo de contato na superficie e a concentracdo dos
residuos presentes (BOTH, 2009).
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3.3.1 Métodos para Determinacéo da Atividade Antimicrobiana

Para a comprovacdo da eficAcia dos saneantes, as RDCs n° 14/2007 e 35/2010
preconizam que os produtos saneantes domissanitarios com acéo antimicrobiana somente seréo
registrados e autorizados para uso mediante a comprovacdo de sua eficacia aos fins propostos
(PINHEIRO, 2012). O que é verificado por meio de analises do Instituto Nacional de Controle
de Qualidade em Saude (INCQS) da Fundagdo Oswaldo Cruz (Fiocruz), Ministério da Salde,
ou em laboratdrios oficiais credenciados especificamente para este fim, obedecidos os métodos
da Association of Official Analytical Chemists (AOAC) ou métodos adotados pelo Comité
Europeu de Normalizacdo (CEN). Para determinagdo da atividade antimicrobiana da &gua
sanitaria 0 método mais utilizado é o método adotado pelo CEN.

O Método da Diluicdo de Uso (DU) baseia-se na utilizacdo de cilindros de agco inox
impregnados com microrganismos de referéncia. Esses cilindros sdo expostos ao desinfetante
a ser testado, de acordo com a diluicdo e o tempo de contato recomendados pelo proprio
fabricante, respeitada a legislacdo vigente e a classificacdo do produto. Posteriormente, 0s
cilindros sdo transferidos para meios de cultura para verificacdo de possiveis microrganismos
sobreviventes. Apos a incubacdo, é avaliado o crescimento microbiano nas subculturas através
da turvacao desses meios. Para ser aprovado, o produto deve eliminar os microrganismos em
59 dos 60 cilindros utilizados em cada teste (TOMASINO, 2007; INSTITUTO NACIONAL
DE CONTROLE DE QUALIDADE EM SAUDE, 2009 apud PINHEIRO, 2012).

O método adotado pelo CEN para a avaliacdo da atividade antimicrobiana de saneantes,
é dividido em duas fases. A fase 1 (teste em suspensao) utilizada principalmente pelas prdprias
industrias produtoras para ajuste da concentracdo do principio ativo e maior conhecimento da
eficicia e caracteristicas do produto. Ja a fase 2, € composta por duas etapas. Na etapa 1 simula
a matéria organica encontrada nas superficies do ambiente, com o objetivo de se aproximar da
realidade do processo de desinfec¢do. A etapa 2 é um teste em superficie, com a utilizacdo dos
discos de ago inox, com o objetivo de avaliar o comportamento e eficacia do produto em uma
superficie semelhante aquela onde podera ser utilizado. Segundo a norma do CEN, para uma
analise oficial de avaliacdo da atividade antimicrobiana s@o necessarias apenas a fase 2, etapa
1 e 2 (EUROPEAN STANDARD 14885, 2006 apud PINHEIRO, 2012).

No mundo globalizado de hoje, com a circula¢do de produtos cada vez mais frequente
entre os diferentes paises e o lancamento de novos com alta tecnologia, a dindmica da avaliagéo
da eficacia desses produtos deve ser sempre aprimorada. O que apos a publicacdo da RDC n°
14/2007 pela Anvisa, é permitida a utilizacdo de novas metodologias para a avaliacdo da
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atividade antimicrobiana de produtos desinfetantes (PINHEIRO, 2012). Dessa forma, outro
método com essa finalidade é o método disco-difusdo, ou ainda, método in vitro que avalia a
capacidade de um dado microrganismo multiplicar-se na presenca de um antimicrobiano,
aplicado no interior de um cilindro ou disco sobre uma camada de agar, ou de um orificio
padronizado no &gar em uma placa de Petri. O antimicrobiano se difunde no &gar e o
microrganismo cresce a partir do ponto de aplicagdo, formando um halo de inibi¢cdo ao seu
redor. Esse halo € determinado em milimetros, com o auxilio de um paquimetro (ESMERINO
et al., 2005). A aplicacdo do método de difusdo se limita a microrganismos de crescimento

répido, sendo eles aerdbios ou aerdbios facultativos (OSTROSKY et al., 2008).
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4 MATERIAL E METODOS

As analises foram realizadas no Laboratério de Microbiologia Industrial, do
Departamento de Engenharia Quimica/Centro de Tecnologia da Universidade Federal da
Paraiba/UFPB.

4.1 OBTENCAO DAS AMOSTRAS

Foram coletadas 10 marcas (1 embalagem/marca) de agua sanitaria comercializadas na
cidade de Jodo Pessoa/PB, levando em consideracdo as lideres de mercado e outras de menor
participacdo, fabricadas por empresas menores. Cada marca coletada foi analisada, em

triplicata, a fim de determinar o teor de cloro ativo, o pH e a atividade antimicrobiana.

4.2 DETERMINACAO DO CLORO ATIVO

Para a realizacdo das analises de determinacdo do teor de cloro ativo foi utilizado o
método proposto pela Associacdo Brasileira de Normas Técnicas (ABNT) na Norma Brasileira
de Referéncia (NBR) n°® 9425/2005, “Hipoclorito de Sodio: determinag@o de cloro ativo por
método Volumétrico”, segundo os critérios descrito por Caboclo (UNIPAR, 2013 adaptado).

e Na execucdo da metodologia, tanto para validacdo quanto para a quantificacdo do

teor de hipoclorito nas amostras coletadas, foram usados 0s seguintes reagentes e
solucdes: iodeto de potéssio - Kl, para analise (PA), procedéncia Merck, solucdo a
10% m/v;

e Acido acético concentrado, PA, procedéncia Dinamica;

e Tiossulfato de sddio - Na,S,05; solucdo 0,1 N, PA, padronizado, procedéncia

Dinémica;
e lodato de Potassio - KIO5, 10 % PA, procedéncia Dinadmica e;
e Amido soluvel, procedéncia Dindmica, solucdo 0,5% m/v.

e Todas as solucgdes foram preparadas com agua destilada.

Foram utilizadas as seguintes vidrarias: pipetas volumétricas de 5 e 10 mL, erlenmeyers de
250 mL, bureta graduada de 25 mL, baldo volumétrico de 100 mL e proveta graduada de 100

mL.
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Para esta analise pesou-se 5,0 +/- 0,2 g de amostra (dgua sanitaria) para um baldo

volumeétrico de 100 mL, avolumou-se o baldo com agua destilada e homogeneizou-se.

Figura 3- Amostra de agua sanitaria, em triplicata, com agua destilada

Fonte: A Autora.

Em um erlemmeyer de 250 mL, adicionou-se em sequéncia, 30 mL da solucdo de Kl a
10%, utilizando-se a proveta de 100 mL e 10 mL da solucdo preparada da amostra com pipeta
volumétrica. Por fim, foi adicionado, também, 30 mL de &cido acético concentrado e

rapidamente titulou-se com a solucéo de Na,S,05 0,1 N até a cor amarelo claro.

Figura 4 - Amostra de 4gua sanitaria com iodeto de potassio e acido acético

Fonte: A Autora.
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Figura 5- Pausa da titulacéo
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Fonte: A Autora.
Apds a obtencdo desta coloracdo, foi adicionado ao contetdo do erlemmeyer, 5 gotas

do indicador amido 0,5 %, uma vez que o0 amido ndo pode ser adicionado no inicio da titulagéo,
pois o iodo tem elevada concentracdo, o que faria o amido se decompor irreversivelmente.

Dessa forma, deu-se entdo continuidade a titulacdo com tiossulfato de sodio até o ponto final

da titulacdo, indicada pela mudanca da coloracdo amarelo para incolor.

Figura 6 - Fim da titulagdo com mudania da coloracdo amarelo para incolor
-
' A

Fonte: A Autora.
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O volume gasto de tiossulfato, em mL (V; ), foi registrado para posterior aplicagdo do célculo
que expressa o teor de hipoclorito na amostra, ja que a formula utilizada faz as conversées de
unidades e compensa a diluicéo.

4.2.1 Calculo

O teor de cloro ativo das amostras de agua sanitaria foi calculado de acordo com a NBR
9425 — ABNT - Determinacdo de Cloro Ativo por método volumétrico — 2005 (Adaptado),

utilizando a Equacéo 4.

) = VgxNRpx3,722 _ 100

NaClO (% s S

Equacéo 4)

Em que:
V¢ = volume gasto de Na,S,05 a 0,1N, em mL
Ngr = normalidade real do Na,S,03, 0,1N

M, = massa da amostra, em g.

43  DETERMINACAO DO pH

O procedimento para a determinacdo do pH das amostras foi realizado com um pHmetro
da marca Del Lab, modelo DLA-PH (Figura 7). Inicialmente, o equipamento foi calibrado com
as solucdes tampdes pH 4,00 e pH 7,00, seguindo as orienta¢es do manual do fabricante.

O eletrodo do pHmetro foi imerso na amostra, contida em um béquer, em uma
guantidade suficiente para cobri-lo e anotada a leitura do valor visualizada no leitor do
equipamento. A leitura foi feita em triplicata e para cada nova leitura, o eletrodo era lavado

com agua destilada e seco com papel absorvente apropriado.
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Figura 7 — Determinacéo do pH em amostra de agua sanitaria

Fonte: A Autora.

4.4 ESTUDO DO METODO DE DISCO-DIFUSAO PARA DETERMINACAO DA
ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

Foi realizado o estudo do método de disco-difusdo para determinar a atividade
antimicrobiana das amostras de agua sanitaria coletadas de acordo com a metodologia Kirby-
Bauer (apud CEFAR, 2019) adaptada. Esse método, além de ser préatico, idealizado para
bactérias de crescimento rapido é também qualitativo, permitindo somente uma ideia de

presenca e auséncia de substancias com atividade microbiana (CABRAL, 2008).

4.4.1 Cultura microbiana e preparo do indculo

Para os testes foram utilizadas cepas de microrganismos de referéncia: Staphylococus
aureus ATCC 14458 e Escherichia coli ATCC 10536.

As cepas foram inoculadas em placas de Petri contendo Agar Nutriente com o objetivo
de se obter col6nias isoladas. Em seguida, para cada microrganismo, foram selecionadas trés

coldnias isoladas. A superficie de cada uma dessas colonias foi tocada com uma alga de niquel-



33

cromo, previamente flambada, e os microrganismos transferidos para um tubo contendo 4 mL
de agua peptonada 0,1%. Foi preparado um tubo para cada microrganismo estudado.

O tubo foi pré-incubado a 35 °C, temperatura 6tima de crescimento para as cepas
utilizadas, até o tempo necessario para alcancar uma turbidez de uma solucdo padrdo de
McFarland 0,5 (1,5 x 108 UFC/mL), ou seja, até ter atingido a concentracio desejada. A solugio
padrdo foi usada para padronizar a densidade do inoculo para o teste.

Para o preparo de 10 mL da solucdo padrdo de McFarland 0,5 utilizou-se uma solucéo
1% (volume/volume) de acido sulfarico (H2SO4) e uma solucdo de 1% (peso/volume) de cloreto
de bério (BaCl). Posteriormente, foi misturado 0,05 mL da solugdo de cloreto de bario com
9,95 mL da solucdo de acido sulfurico e feita a homogeneizacdo constante para manter a
suspensdo (SILVA et al., 2010).

A densidade correta do controle de turbidez foi verificada usando um espectrofotémetro
da marca Bel Photonics (modelo SP1102) para determinar a absorbancia, com comprimento de
onda de 625 nm. A confirmac&o da solucao padréo e da concentracdo do in6culo alcangou D.O.

(Densidade 6tica) de 0,08 resultando numa suspensio de 1,5 x 108 UFC/mL.

4.4.2 Preparo do meio de cultura

Foi utilizado o Agar Nutriente preparado conforme as instrugdes do fabricante. Apds a
estetizacdo em autoclave a 121 °C por 15 minutos, o meio foi resfriado em temperatura
ambiente e distribuido em placas de Petri descartaveis, sob a chama do bico de Bunsen, com

aproximadamente 20 mL de &gar por placa.

4.4.3 Inoculacdo da Placa

Com auxilio de um swab estéril, emergido na suspensao bacteriana, retirado o excesso
de inoculo por meio da compressdo do swab nas paredes do tubo, foi feito estrias
uniformemente e grudadas nos sentidos horizontal e vertical, como pode ser observado nas

Figura 8 e 9, nas placas contendo Agar Nutriente.
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Figura 8 - llustragdo do movimento horizontal e vertical para fazer as estrias na placa, com
auxilio do swab

Fonte: A Autora.

Figura 9- Realizacao de estrias na placa de Petri descartavel com auxilio do Swab
S -

Fonte: A Autora.
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4.4.4 Aplicagdo dos discos por difuséo

Apds a inoculacdo do microrganismo, com auxilio de uma pinca flambada, foi inserido
um disco de papel esterilizado, impregnado com a amostra de agua sanitaria estudada. O disco

foi depositado no centro da placa de Petri conforme a Figura 10.

Figura 10 - Aplicagéo do disco de papel

Fonte: A Autora.

Os testes foram feitos com as amostras na forma concentrada e, apresentando inibigéo,
foi feito o teste com a diluicdo recomendada para desinfeccdo de frutas e hortalicas. E
importante ressaltar que nas instrucdes de uso, contidas nos rétulos de cada amostra, para

desinfeccdo de frutas e hortalicas, de modo diluido, variavam de acordo com cada fabricante.

4.45 Incubacéo das Placas e medida dos halos

Ap6s 30 minutos sob a bancada em temperatura ambiente, as placas de Petri foram

incubadas na condicdo 6tima de tempo e temperatura (35 °C/24 horas) para as cepas estudadas.
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Para leitura do teste foi observada a auséncia ou a presenca da formacéo de um halo de
inibicdo, apds incubacéo, através da medida do halo de inibicdo, obtida com auxilio de um
paquimetro, conforme a Figura 11.

Figura 11 - Medicdo do halo na posicdo horizontal e vertical respectivamente, com auxilio de um
paquimetro

T

Fonte: A autora.

Os calculos foram obtidos por meio da Equagdo 5.

(L1-11)+(L2-12)
2

Equacdo 5)

Em que:
L1 e L2 correspondem ao diametro na horizontal e vertical sob o halo formado em volta do
disco;

11 e 12 sdo os didametros horizontal e vertical do disco, com valor fixo de 5,5 mm.

4.4.6 Teste de Controle Positivo e Negativo

Para realizacdo do Teste de Controle Negativo e Positivo, seguiu 0s passos 4.4.1 até o
4.4.3 deste trabalho, diferenciando apenas o 4.4.4, na qual para o teste do controle negativo foi
realizado com disco de papel umedecido em agua destilada e esterilizada, de acordo com a
NCCLS (2000).
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O Controle Positivo foi preparado com disco contendo antibidtico, respeitando a
sensibilidade da cepa de Staphylococus aureus ATCC 14458 e Escherichia coli ATCC 10536.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1  ANALISE DO TEOR DE HIPOCLORITO DE SODIO

Os resultados do teor de hipoclorito de s6dio em cada amostra s&o mostrados na Tabela

Tabela 1 - Resultados do teor de cloro ativo em aguas sanitarias comercializadas na cidade de Jodo

Pessoa/PB
Valores médios do teor de
Amostra hipoclorito de s6dio Desvio padrao
(% plp)
A 2,4 0,071
B 2,6 0,018
C 2,9 0,184
D 3,2 0,105
E 2,5 0,085
F 2,4 0,115
G 2,4 0,085
H 2,2 0,158
I 1,8 0,070
J 2,5 0,047
ANVISA 20-25 -

Fonte: A autora.

Para melhor verificacdo dos dados obtidos, dispds-se os dados em gréfico, conforme
grafico 1.
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Gréfico 1 - Resultados do teor de cloro ativo presente nas amostras de 4gua sanitaria
comercializadas na cidade de Jo&o Pessoa - PB

32
2.9
2,6
2.4 25 94 24 2,5
2.2
‘ ‘ ‘ |
B C D E F G H | ]

Amostras

Teor de Cloro Ativo

Fonte: A autora.

A Tabela 1 mostra a média da triplicata dos resultados para o valor do teor de cloro ativo
das amostras analisadas, melhor visualizado no Gréfico 1. Os resultados s&o variaveis, sendo
gue o menor teor de cloro ativo foi obtido para a amostra I, com 1,8% e 0 maior teor de cloro
ativo foi obtido para a marca D, com 3,2%.

Das 10 amostras analisadas, apenas seis (60%) marcas comerciais apresentaram teor de
cloro ativo de acordo com os limites estabelecidos pela legislacdo da ANVISA (faixa de 2,0 a
2,5% pl/p para o teor de cloro ativo). Outras quatro (40%) amostras ndo estavam em
conformidade, visto que as marcas, C, D e E apresentam teor de cloro ativo superior ao definido
pela legislagcdo, assim como a marca I, com valor inferir ao recomendado. Esta ndo
conformidade poderé trazer prejuizo ao consumidor que utilizar o produto, ja que 0 mesmo ndo
ird cumprir sua funcéo desinfetante de maneira satisfatoria (BRASIL, 2016).

E valido salientar que a 4gua sanitaria tem efeito desinfetante devido a presenca do cloro
ativo em sua formulacdo. Conforme Both (2009), o cloro, sob a forma de hipoclorito de sédio,
é 0 composto quimico responsavel por garantir a qualidade microbioldgica, que é exatamente

o efeito que interessa ao USUArio.

52  DETERMINACAO DO pH

Os resultados obtidos nos ensaios para a leitura do parametro pH para as dez marcas

de &guas sanitarias podem ser conferidos na Tabela 2.
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Tabela 2 - Resultados médios de pH de aguas sanitarias comercializadas regulamente na Cidade de

Jodo Pessoa/PB

Amostra Valores médios de pH Desvio Padréo
A 12,20 2,175E-15
B 12,20 2,175E-15
C 12,30 2,175E-15
D 12,29 0,0115
E 12,50 0,0152
F 12,53 0,0057
G 12,45 0,0115
H 12,55 0,01
I 12,45 0,0152
J 12,68 0,0173
ANVISA 115-135 -

Fonte: A autora.

A Tabela 2 mostra as médias do potencial hidrogenidnico para as amostras de agua

sanitaria comercializadas regulamente na Cidade de Jodo Pessoa - PB. Com intuito de melhor

visualizar esses valores, de modo mais claro e organizado, foi construido um gréfico para

ilustrar o valor médio de pH de cada amostra.

Gréfico 2 - Valores médios de pH para cada amostra de Aguas Sanitarias comercializadas
regularmente na Cidade de Jo&o Pessoa/PB

pH
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Fonte: A autora.
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Por meio da Tabela 2 e do Grafico 2, observa-se que os resultados de pH das amostras
analisadas estdo em Conformidade os parametros da RDC n°110/2016, da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria — ANVISA, que estabelece que as aguas sanitarias comercializadas no
territério nacional, em sua forma pura, devem possuir um pH minimo de 11,5 e maximo de
13,5. Ainda se nota uma diferenca muito pequena entre os resultados encontrados, sendo que a
marca J possui 0 maior valor de pH com 12,68 e as marcas A e B 0s menores valores, com
12,20 (BRASIL, 2016).

A avaliacdo do pH das solucGes é tdo importante quanto a determinacao do cloro ativo,
tendo em vista que a solugdo de hipoclorito de sédio deve oferecer um pH alcalino para uma
maior estabilidade e perda mais lenta do cloro. Silva Junior (2009 apud Silva, 2011) afirma que
as solucdes de hipoclorito de sodio apresentam pH alcalino devido a natureza do hipoclorito de
sodio e a adicdo de alcalinizantes no processo de industrializacdo, com o intuito de prolongar o
tempo de validade, uma vez que a medida que acontece reducdo do pH da solucéo, transcorre
um aumento na instabilidade da mesma, ocasionando a sua decomposicao e, consequentemente,

uma aceleracdo na perda de cloro, diminuindo com isso, a vida Gtil do produto.

53  ANALISE MICROBIOLOGICA

O meio de cultura, recomendado para analise da atividade antimicrobiana é o Agar
Mueller Hinton ndo suplementado, devido a fonte de proteinas e carboidratos nele presente,
contudo para as analises desse trabalho, foi usado o Agar Nutriente que em sua composicao
envolve a presenca de extrato de carne e peptona sendo fonte de nitrogénio, vitaminas, minerais
e aminoacidos, 0 extrato de levedura rico em vitamina B e essencial para o crescimento
bacteriano, cloreto de sodio para manter o balanco osmético e o Agar bacteriolégico como
agente solidificante. Este meio vem sendo utilizado no Laboratério de Microbiologia Industrial
para esse mesmo procedimento, mostrando resultados satisfatorios.

A segunda adaptacdo a metodologia foi correspondente a incubacéo das placas na qual
sugere que sejam incubadas invertidas quando sao realizados testes com bactérias, contudo, nas
primeiras amostras analisadas, havia um deslocamento do disco de papel, para a extremidade
da placa e muitas vezes o disco caia sobre a tampa. A caracteristica viscosa e lubrificante do
proprio hipoclorito de sodio ocasionou tal fato, com isso, as placas passaram a ser incubadas
com a tampa para cima. Com essa modificagdo, o processo de incubagdo exigiu mais cuidado
para que n&o ocorresse a formacao de condensado sob a tampa da placa e ocasionasse erros na

leitura dos resultados.
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A leitura dos resultados foi feita nas primeiras 12 horas de incubagao e ao término com
24 horas, sendo possivel observar que na maioria das amostras entre 12 e 15 horas de incubacéo,
tanto para E. coli como para S. aureus, o halo de inibicao ja havia sido formado, como mostra
a Figura 12, porém o crescimento bacteriano ainda era reduzido.

Figura 12 — Halos de inibic&o referentes a 12 horas de incuba¢do com Escherichia coli para: (a)
amostra D e (b) amostra J

Fonte: A autora

Apos 24 horas de incubacdo, como recomendado na metodologia e que assegura 0
crescimento bacteriano, o halo de inibicdo que fora formado até as 12 horas de incubagdo ndo
se manteve, havendo o aparecimento reduzido de col6nias de bactérias sobre inibicdo
anteriormente observada, o que foi denominado de halo de redugéo e pode ser observado na
Figura 13. Este foi medido com o auxilio de um paquimetro e o valor considerado foi a média

dos halos em triplicata, como pode ser observado na Tabela 3.
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Figura 13 — Halos de reducéo referentes a 24 horas de incubacéo para a amostra J com
Eschericr'm.ig coli

Fonte: A autora

Tabela 3 - Média da triplicata dos halos de reducdo das amostras de agua sanitaria inoculadas
com Staphylococcus aureus e Escherichia coli

Amostra Meédias halos de reducéo (mm)
Staphylococcus aureus Escherichia coli
ATCC 14458 ATCC 10536
A 21,7 12,2
B 15,7 17,5
C 20,5 20,2
D 19,7 27,2
E 13,0 19,0
F 0 19,2
G 16,2 19,7
H 26,7 17,7
| 0 0
J 19,0 21,2

Fonte: A autora

A Tabela 3, mostra que a amostra H apresentou um halo de 26,7 mm, correspondente
ao maior valor para Staphylococcus aureus e a amostra D, com halo de 27,2 mm para
Escherichia coli. Para a amostra | ndo houve reducdo para nenhuma das bactérias testadas,
assim também a amostra F apresentou reducdo apenas para uma das bactérias analisadas, a
Escherichia coli com 19,2 mm de halo.

O fato da amostra | ndo ter apresentado reducdo frente a Escherichia coli e
Staphylococcus aureus esta diretamente ligado ao teor de cloro ativo nela presente, uma vez
que é este parametro o responsavel pela acdo bactericida (Both, 2009).
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O hipoclorito de sédio, sob forma de agua sanitaria, apesar de ter ampla utilizacéo e
baixo custo, apresenta a desvantagem de ser muito instavel, aspecto considerado critico para
assegurar a eficacia na desinfeccdo (BORIN, 2007). Foi possivel perceber que, as marcas que
possuiam teor de cloro acima de 2,0% apresentaram controle sobre 0os microrganismos testados.
Porém, foi possivel verificar também que, quanto mais tempo a placa permanecia incubada a
35°C, o0 saneante em estudo parecia perder seu poder desinfetante. Supde-se que tal fato ocorreu
porque o cloro ativo € volatil e acaba perdendo seu efeito bactericida, uma vez que a temperatura
exerce influéncia marcante na velocidade das reagdes quimicas, nas atividades metabolicas dos
organismos e na solubilidade da substancia (SOUZA, 2017). As células que ndo foram
inativadas até aproximadamente as 12 horas de incubacdo, cresceram, resultando apenas em
uma reducdo da populacdo microbiana proximo ao disco.

A fim de se confirmar a influéncia a temperatura/tempo, foram escolhidas trés amostras,
duas com resultados significativos de reducéo para Staphylococus aureus (amostras A e D) e
uma que ndo promoveu reducdo para nenhuma das bactérias testadas (amostra 1), quando
incubadas a 35°C. Estas foram inoculadas com cepas de Staphylococus aureus e mantidas por
24 horas em temperatura ambiente.

O resultado, pode ser observado na Figura 14, com a formagéo do halo de inibi¢do nas
amostras A e D, respectivamente, ja a amostra | manteve-se sem formacdo de halo inibicéo,
mais houve uma pequena reducdo préxima ao disco. Observa-se também que a temperatura por
ndo ser a ideal para o crescimento da bactéria inoculada, acarretou em um baixo crescimento

microbiano para as amostras A, D e I.
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Figura 14 - Resultados das placas inoculas com Staphylococus aureus e mantidos por 24 horas em
temperatura ambiente para: (a) amostra A, (b) amostra D e (c) amostra |

Fonte: A autora

A Figura 15, mostra a comparacdo da mesma amostra, sob as mesmas condicGes de
concentracdo microbiana, contudo as placas da esquerda foram submetidas a incubacéo a 35°C
e as da direita deixadas em temperatura ambiente (+/- 28°C), ambas com 24 horas.

Figura 15 — Comparacdo das placas incubadas a 35°C e em temperatura ambiente com
Staphylococus aureus para: (a) amostra A, (b) amostra D e (c) amostra |

()

Incubada a 35°C Mantida em temperatura ambiente
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(b)

Incubada a 35°C Mantida em temperatura ambiente

(©)  Incubada a 35°C Mantida em temperatura ambiente

Fonte: A autora.

Diante disso, as amostras inoculadas com S. aureus, incubadas a 35°C, e que mostraram
halo de inibicdo com 12 horas na estufa, sdo as mesmas que apresentam halos de inibicéo
significativos quando inoculadas e mantidas por 24 horas sob temperatura ambiente. Resultado
satisfatorio, ja que no cotidiano este produto € manuseado em temperatura ambiente.

Os resultados de acdo antimicrobiana para a agua sanitaria, reportados pelo Programa
de Analises de Produtos, da Diretoria de Avaliacdo da Conformidade do INMETRO (2013),
pela técnica de suspensdo referenciada pela normativa EN 1040/2006 do Comité Europeu de
Normalizacdo (CEN), mostraram uma diminuicdo da carga microbiana. Os resultados
encontrados, estdo de acordo com normativa, na qual preconiza uma reducdo de 5 (cinco) logs

na populacdo microbiana para produtos classificados como saneantes. Mesmo utilizando uma
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metodologia diferente da executada neste trabalho, que foi o método por disco difusdo, os
resultados alcancados também mostraram uma reducéo na carga microbiana. O que para essa
pesquisa ndo foi quantificado, mas pode ser visivelmente notada.

O trabalho de Esperandio (2011), que seguiu 0 método semelhante ao executado neste
trabalho, mostrou resultados diferentes dos encontrados neste, isso com relagdo ao surgimento
de halo de inibicéo para cinco das seis amostras analisadas. Contudo, esta diferenca pode ser
explicada devido a temperatura de incubacéo ser inferior a 35°C, ou ainda, a ndo identificacdo
e quantificacdo da concentracdo do microrganismo usado, tendo em vista que este foi isolado
do chéo do laboratério que sediou a analise.

A carga microbiana inoculada é um fator considerével, tendo em vista que a metodologia
recomenda 1,5 x 108 UFC/mL, uma quantidade elevada para testar a atividade antimicrobiana
de um produto com acdo desinfetante. Pinto et. al. (2003 apud SIRONE, 2009) explicam que
cargas microbianas elevadas podem também comprometer a atividade do produto. Assim
também, Tortora et al. (2000) relatam que a taxa de morte bacteriana esta na dependéncia da
carga populacional, das caracteristicas microbianas e no tempo de exposi¢do. Dessa maneira,
esse fato pode estar relacionado a carga microbiana elevada para que a agua sanitaria tenha

efeito total bactericida sobre toda essa populacéo.

5.3.1 Teste de Controle Positivo e Negativo

Apos o periodo de incubacdo da placa-teste constatou-se a formacéo de halo de inibicdo
para Staphylococcus aureus ATCC 14458 ao controle positivo, usado o antibidtico
Gentamicina 10 pg, um amplo espectro da classe dos aminoglicosideos com baixa taxa de
resisténcia patogénica (VIRTO, 2003). Para o controle negativo foi utilizado disco de papel
umedecidos com &gua destilada esterilizada, ndo havendo formacdo de nenhum halo, como ja

esperado, e pode ser observado na Figura 16.
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Figura 16 — Teste de Controle Positivo e Negativo para Staphylococcus aureus
Teste positivo Teste negativo

Fonte: A autora.

Para o Teste do controle Positivo para a Escherichia coli ATCC 10536, foi usado o
disco com antibidtico Amicacina 30 pg, também da classe dos aminoglicosideos, possui maior
atuacéo sobre bactérias gram-negativas (CALIL, 2012) e como esperado, foi formado o halo de
inibicdo. Para o Controle negativo, foi utilizado disco de papel umedecidos com agua destilada
esterilizada e ndo houve formacéo de halo, e pode ser observado na Figura 18.

Figura 16 - Teste de Controle Positivo e Negativo para Escherichia coli
Teste positivo Teste negativo

Fonte: A autora.
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6 CONCLUSAO

Conforme resultados obtidos, as dez amostras de agua sanitaria, regularmente
comercializadas nos supermercados de Jodo Pessoa — PB, apresentaram o pH em conformidade
com a legislagéo, que estipula valores de 11,5 a 13,5 para amostra concentrada. Com relagao
ao teor cloro ativo, trés amostras apresentaram valores superiores 2,5 % p/p e uma amostra
abaixo do recomendado pela legislacéo vigente, 2,0 % p/p. As demais amostras estavam em
conformidade, apresentando valores entre 2,0 e 2,5 % p/p.

Na determinacdo da atividade antimicrobiana, pela técnica disco-difusdo, com
temperatura de incubacdo a 35°C, nenhuma marca obteve halo de inibicdo, mas 90% das
amostras mostraram ser efetivas na reducdo da carga microbiana para Staphylococcus aureus
ATCC 14458 e Escherichia coli ATCC 10536, quando testadas concentradas e 10% das
amostras ndo mostrou eficacia, mesmo concentrada, para nenhum dos dois microrganismos
testados, uma vez que apresentou teor de cloro ativo abaixo do padronizado pela legislagdo. As
adaptacdes feitas na metodologia, principalmente em relacdo a incubacdo na temperatura

ambiente, possibilitaram verificar que é possivel a inibicdo microbiana.
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7 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Como sugestdes para trabalhos futuros, visando a utilizacdo da técnica disco difusao

para determinacéo da atividade antimicrobiana da dgua sanitaria, pode se apontar:

Utilizar o método de disco-difusdo aplicando os ajustes realizados neste trabalho.
N&o incubar a placa invertida, em se tratando de testes com bactérias. Utilizar
temperatura de incubacéo inferior a 35°C durante tempo de incubacéo de 24 horas.
Como sugestdo pode ser utilizada a temperatura ambiente, ja que a agua sanitaria
também ¢é utilizada nesta temperatura;

Testar a atividade antimicrobiana da agua sanitaria contra outras bactérias
frequentemente encontradas em ambientes, tais como Pseudomonas aeruginosa,
Salmonella sp e Enterobacter sp.;

Avaliar os pardmetros de qualidade estudados (pH e teor de cloro ativo) e a
atividade antimicrobiana em amostras de &gua sanitaria clandestinas e comparar

com os resultados obtidos por produtos registrados.
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