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RESUMO

Neste trabalho foi avaliada a resisténcia ao ataque de
microrganismos em uma amostra de PVC com aditivo, empregando
como referéncia a norma DIN (Deutsches Institut fir Normung) EN
ISO 846 (1997). Avaliando-se o conjunto de resultados pode-se
dizer gue a amostra de PVC com aditivo, (LBl 082/10) apresentou

resisténcia ao atague dos microrganismos testados.

Palavras- chave:

Resisténcia a Microrganismo, Norma DIN (Deutsches Institut fur
Normung) EN 1SO 846 (1997), Zona de Inibigdo, PVC.
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Avaliacdo de Resisténcia de Amostra de PVC com aditivo ao
Ataque de Microrganismos

REFERENCIA: Or¢amento CTPP/LBI 084/10

1 INTRODUGAO

Neste trabalho foi avaliada, em condigcdes laboratoriais, a resisténcia ao
ataque de microrganismos em uma amostra, identificada pele cliente como, PVC
com aditivo. Nesta avaliacéo foi utilizada a metodologia DIN (Deutsches Institut fir
Normung) EN 1SO 846 (1997) verséo atualizada da DIN 53739 (1984), que consiste
na exposicdo de corpos de prova da amostra teste a agéo de fungos e bactérias
de espécies conhecidas, por um periodo definido de tempo, sob condigbes
especificas de temperatura e umidade. Apos este periodo é avaliada a
presencalauséncia de alteragdes nos corpos de prova e a presengalausencia de
zonas de inibigdo, visualmente ou por medida de propriedades fisico-quimicas.

Neste trabalho foi realizada apenas a avaliagao visual.

2  MATERIAIS E METODOS

2.1 Amostra

O material recebido consistia de uma amostra de PVC, contendo 50
corpos-de-prova nas dimensoes de 2,5 x 2,5 cm. O item foi registrado seguindo a

identificacdo mostrada na Tabela 1.

Tabela 1. Amostra de PVC analisada.

Identificagao no Identificagdo do cliente
LBI

LBl 08210 FWVC com aditivo
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2.2 Avaliagio da resisténcia a acac microbiana

As avaliagdes foram realizadas tendo como base a norma DIN (Deutsches
Institut fir Normung) EN 1SO 846 (1997). A amostra de PVC com aditivo teve sua
resisténcia avaliada em relacdo a acao de cinco espécies de fungos,. bem como a

resisténcia a uma espécie de bactéria conforme descrito a seguir:

Fungos testes:

Aspergillus niger van Tieghem ATCC 6275
Penicillium funiculosum Thom CMI 114933
Faecilomyces varioli Bainier ATCC 18502
Gliocladium virens ATCC 9645

Chaetomium globosum Kunze ex Fries ATCC 6205
Bactéria teste:
Pseudomonas aeruginosa ATCC 13.388

O procedimento da norma consiste em arranjar os corpos de prova do
material teste sobre a superficie de um agar mineral salino, distribuidos em placas
de Petri, como Gnica fonte de carbono ou nao. O material teste & inoculado com
esporos de fungos ou células bacterianas padronizadas e conhecido. As placas
sdo fechadas e incubadas a temperatura constante de 25°C, por 28 dias. Este
procedimento, por sua vez, esta subdividido em quatro métodos que consistem
em;

Método A: avaliar se ha acao direta dos fungos sobre o corpo de prova,
isto &, se o fungo & capaz de utilizar o material teste como fonte nutritiva para o
seu desenvolvimento.

Método B: neste caso, o material € colocado num meio de cultura
completo (com fonte de carbono) e pretende-se avaliar a agao indireta dos fungos
sobre o material, isto &, a influéncia de metabdlitos secundarios dos fungos na
degradagédo do corpo de prova.

Método B’: & semelhante ao anterior, no entanto o material (corpo de

prova) hao é colocado simultaneamente com a suspensao de esporos de fungos.
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Método C: pretende avaliar se a bactéria € capaz de utilizar o material

teste como fonte nutritiva para o seu desenvolvimento.

2.3 Preparo das culturas microbianas

As culturas dos fungos e da bactéria, citadas no item anterior, foram
obtidas conforme descrito na norma DIN (Deutsches Institut fiir Normung) EN ISO
B46 (1997), ou seja, apos a obtengdo de crescimento e esporulagdo em meio de
cultivo apropriado para cada espécie microbiana, os esporos de fungos foram
recolhidos, preparando-se uma suspensdoc mista de modo a se obter 10°
esporos/mL. Para a linhagem bacteriana foi utilizada uma suspensao com
concentragao de 10° células/mL, conforme indicado na norma.

2.4 Inoculagdo e incubagao das amostras

A partir de cada uma das suspensdes de espores de fungos e de células
bacterianas obtidas no item anterior, os corpos de prova foram inoculados

conforme cada um dos métodos A, B, B' e C, descritos anteriormente,

2.5 Determinagoes da atividade antimicrobiana, resisténcia elou inibicao de

crescimento

Durante o periodo de incubacao, os corpos de prova da amostra de PVC
com aditivo foram observados a olho nu efou quando necessario com microscopio
estereoscopio, avaliando-se a intensidade de crescimento dos fungos sobre o
meio de cultura que circunda os corpos de prova da amostra, crescimento sobre a
superficie dos corpos de prova, e presengalauséncia de zona de inibigdo. A
susceptibilidade do material ac atague pelos microrganismos foi avaliada

visualmente.

A Tabela 2 apresenta os critérios para avaliagdo da resisténcia da amostra
ao atague dos microrganismos segundo a norma DIN (Deutsches Institut fir
Normung) EN 1SO 846 (1997).
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Tabela 2. Critérios de Avaliagio sequndo a norma DIN (Deutsches Institut fr Normung)
EN ISO 846 (1997).

Intensidade de
crescimento Avaliagao
o Nao ha crescimento aparente (sob microscopic).

0

N&o ha crescimento aparente a olho nu, mas sim a0 Microscopio.
1

Crescimento aparente a olho nu em 25% da superficie do corpe de prova
2
- Crescimento aparente a olho nu em 50 % da superficie do corpo de prova
3

[ Crescimento consideravel, superior a 50% da superficie do corpo de prova.

4

Crescimento denso cobrindo toda a superficie do corpo de prova.
5

3 RESULTADOS E DISCUSSAQ

3.1 Avaliacdo da resisténcia ao ataque fungico

A Figura 1 evidencia o crescimento celular das linhagens microbianas em
diferentes meios de cultura, indicando a viabilidade das mesmas para a sua

utilizacdo nos testes da norma em questao.

| Suspensao mista de fungos Bactéria Pseudomonas aeruginosa
Figura 1. Controle da viabilidade das linhagens microbianas utilizadas nos testes.
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Na Tabela 3 estd apresentado o resumo dos resultados de classificacao
por intensidade de crescimento apds 28 dias de incubacéo, conforme o critério de

avaliagdo descrito na Tabela 2.

Tabela 3. Resumo dos resultados dos testes de resisténcia
da amostra de PVC com aditivo a agao de microrganismos =

analise visual,
; ' LBI - 082/10
Metedo {(PVC COM ADITIVO)
A 0
——5 0
B {grupo ) g
B'{grupo I;) g
I Sem crescimento

Obs. Classificagdo de infensidade de crescimento de acordo com
05 critérios da Tabela 2

Ao analisar os resultados do método A, apresentados na Tabela 3 e
ilustrados na Figura 2, observa-se que a amostra de PVC com aditivo (LBI-
082/10), nao permitiu o desenvolvimento da suspensdo mista de fungos sobre os
corpos de prova, apresentando atividade fungistatica representada pelo halo de
inibicdo ao crescimento dos fungos (Figura 2 A). Este resultado indica que o
material analisado ndo apresenta em sua composicao matenal nutritivo para os
fungos utilizados nesta analise. A Figura 2 ilustra os resultados mais

representativos deste método.
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Método A: Avaliacdo se o corpo de prova é utilizado pelos fungos como fonte nutritiva
em meio de cultura incompleto (sem fonte de carbono).

LBl - 08210 A LBl — 082/10 (Controle negative)

Figura 2. Resultados representatives do teste de resisténcia a acdo dos fungos
referentes as amostras do grupo | do Método A Os corpos de provas foram
esterilizados e inoculados com suspensdo mista de esporos de fungos. A seta branca

indica halo de inibigdo do crescimento fungico.

A agao indireta dos fungos sobre os corpos de prova foi avaliada utilizando
o método B. Na Figura 3 estdo apresentadas as fotografias dos resultados mais
significativos dos ensaios deste metodo.

Mos ensaios do método B pode-se observar que o0s corpos de prova da
amostra permaneceram isentos de crescimento dos fungos apos 28 dias de
incubagdo. Foi observado halo de inibigado do crescimento fungico, isto e, a
amostra apresenta atividade fungistatica (Figura 3 A). Deve-se ressaltar que no
método B os corpos de prova séo incubados em meio de cultura completo, isto &,

com fonte de carbono, favorecendo um intenso crescimento fangico.
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Método B: Determinacao do efeito fungistatico do material teste utilizando meio de
cultura completo (com fonte de carbono) com inoculacdo simultanea da suspensao
mista de funges & a amostra

LBl — 08210 A | LBl —0B2/10 (controle negativa)

Figura 3. Resultados representativos do teste de resisténcia referente ao efeito
fungistatico (halo de inibigdo indicado por seta) da amostra do grupo | do Metodo B. Os
corpos de provas n3o esterilizados sdo inoculados com suspensao mista de esporos de
fungos.

Os resultados referentes ao Grupo | do método B', no qual a suspenséao de
fungos & inoculada e incubada previamente & adigao do corpo-de-prova, indicam
que a amostra de PVC com aditivo, LBI 082/10 nas condigoes avaliadas inibiu o
desenvolvimento dos fungos (Figura 4 A) formando um pegueno halo de inibigdo.

Nos corpos de prova do Grupo |; do método B', dispostos nas placas sem
meio de cultura e com inoculagio da suspenséo de esporos diretamente sobre os
corpos de prova, nao foram observadas evidéncias de crescimento dos fungos
apos 28 dias de incubagado (Figura 4 B). Estes resultados indicam gue, nestas
condigdes de cultivo, a amostra de PVC com aditivo, (LBI 082/10) n&o propiciou o
crescimento e desenvolvimento da suspensdo mista de fungos utilizada nesta

analise.
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Método B': Avaliagdo do efeito fungistatico das amostras utilizando meio de cultura
completa (com fonte de carbono) com inoculagio prévia dos fungos, ou seja, trés dias
antes da incubagao com o3 corpos de prova,

o . ""l\‘_'

- 1
— —~

LBl - 082/10 (A) LEI = 082/10 (B)

Figura 4. Resultados representativos dos tesles de resisténcia 4 agdo dos fungos
referentes a amostra do Meétode B, do grupo |, A seta branca indica evidencias de
pequena halo de inibigSo ao crescimento dos fungos (LBl — 082/10 (A)) . A amostra do
grupo | do Método B' (LBI — 082/10 {B)) nao permitiu o desenvolvimento dos fungos
sobre os corpos de prova do PVC.

Nos Métodos A, B e B', ndo foi observado crescimento de fungos nos
controles negatives (grupo S) nas duas faces da amostra de PVC, Figuras 2e 3 (
controle negativo) evidenciande a efetividade da esterilizagdo dos corpos de

prova.

A resisténcia dos corpos de prova a agdo da bactéria Pseudomonas
aeruginosa, bem como a capacidade desta bactéria em utilizar o material teste
como fontes nutritivas para o seu desenvolvimento foram avaliadas utilizando o
método C. Os resultados apresentados na Tabela 3 indicam que a amostra de
PVC com aditivo (LBI 082/10) ndo propiciou o crescimento da bactéria indicando
que este item nao apresenta componentes nutritivos para o desenvolvimento da
bactéria Pseudomonas aeruginosa (observacao feita com auxilio de lupa) (fotos

ndo mostradas),
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4 CONCLUSOES

De acordo com os critérios de avaliaggo propostos na norma DIN
(Deutsches Institut fir Normung) EN 1SO 846 (1997), utilizando-se somente a
analise visual {olho nu e ao microscopio), o conjunto dos resultados obtidos nos

varios métodos deste trabalho indica que:

A amostra de PWC com aditivo analisada nao propiciou o
desenvolvimento da suspensac mista de fungos sobre os corpos de
prova com a utilizagéo de meio de cultura incompleto;

« Na presenca de meio de cultura com nutrientes, as superficies dos
corpos-de-prova ndo foram recobertas pelo crescimento fungico;

s Quando os corpos de prova foram colocados em contato com a cultura
de fungos logo apos a inoculagao (Metodo B) foi observado um halo de
inibicdo ao crescimento flingico, demonstrando atividade fungistatica (
inibicdo do crescimento dos fungos),

+« Quando os corpos de prova foram colocados em contato com a cultura

de fungos apods o inicio do seu desenvolvimento (Método B') também foi

observado um pequeno halo de inibigdo ao crescimento fingico;.
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+ O material da amostra de PVC com aditive (LBl 082/10) nao favoreceu
o desenvolvimento da bactéria teste P. aeruginosa inoculada em meio
de cultura sem fonte de carbono, indicando ndo conter nutrientes para
o desenvolvimento bacteriano;

s Avaliando-se o conjunto de resultados pode-se dizer que a amostra de
PVC com aditivo (LBl 082/10), mostrou resisténcia ao ataque dos
microrganismos (fungos e bacténa) testados apresentando atividade
fungistatica e bacteriostatica atraves da formagao de halo de inibigao ao

crescimento dos microrganismaos.

Sao Paulo, 20 de julho de 2010.
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